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  ABSTRACT    

 
Deferasirox is an iron-chelating agent indicated in the treatment of chronic iron overload. 

This work aims to develop a new validated sensitive RP-HPLC coupled with a UV detector 

for the determination of Deferasirox and one of the unstudied impurities. The separation 

was achieved on the Kromosil C8 column (length of 250 mm, internal diameter of 4.0 mm, 

and 5-μm particle size) at a temperature of 25℃.  Phosphate Buffer and acetonitrile were 

used as a mobile phase by isocratic mode at a 0.8 mL/min flow rate.  A wavelength of 254 

nm was selected to perform detection using a photodiode array detector. The method met 

the requirement of the International Conference on Harmonisation requirement for 

validation for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH).  The limit of 

detection (LOD) for Deferasirox  was found to be 5.59 ng/mL and 8.35 ng/mL for the 

impurity DRS-1. The developed method was then tested by analyzing some samples of 

active pharmaceutical ingredients. The Impurity DRS-1 exceeded the impurities' 

acceptable limits (0.1%) in one of these samples. 
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 علاقةالالتعيين الكمي لمخمب شوارد الحديد ديفيراسيروكس وأحد شوائبو ذات 
 بالبنية باستخدام الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء 

 
 *محمد ىارون د.

 (2023 / 1 / 51قبل لمنشر في  . 0202/  4/  6تاريخ الإيداع )
 

 ممخّص  
 

. ييدؼ ىذا العمؿ لتطوير والتحقؽ لعلاج فرط الحديد المزمفىو عامؿ مخمٍّب لشوارد الحديد يستطب  ديفيراسيروكس
مف مصدوقية طريقة جديدة وحساسة مف نمط الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء ذات الطور العكوس والمقترنة 

 Kromosil. أجري الفصؿ عمى عمودةغير المدروس أحد شوائبوو  بمكشاؼ الامتصاص وذلؾ لتحديد ديفيراسيروكس
C8  درجة مئوية.  25ميكروميتر وبدرجة حرارة لمعمود  5مـ، وأبعاد الأجزاء  4.0مـ والقطر داخمي  250الطوؿ  يذ

مؿ/ دقيقة. تـ الكشؼ  0.8بمعدؿ تدفؽ النمط المتساير و  لأسيتونيتريؿ كطور متحرؾ وفؽااستخدـ الوقاء الفوسفاتي و 
( ICH. استوفت الطريقة متطمبات المؤتمر الدولي لممواءمة )PDAنانومتر وذلؾ باستخداـ كاشؼ  254بطوؿ موجة 

لمتحقؽ مف مصدوقيتيا. تـ الحصوؿ عمى القيـ المقبولة لمخطية والانتقائية والدقة والمتانة لمطريقة المطورة، كما بمغ حد 
. تـ اختبار DRS-1 ( بالنسبة لمشائبة المدروسة(ng/mL 8.05و  (ng/mL 5.59)نسبة لديفيراسيروكسبال الكشؼ

% 0.1بتركيز أعمى مف عتبة التبميغ  DRS-1الطريقة المطوّرة عمى عدة عينات مف المادة الفعالة، ووجدت الشائبة 
 في إحدى عينات المادة الفعالة. 

 
، مرتسـ الشوائب، مخمب، شوارد الحديد، الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء ذات ديفيراسيروكس :مفتاحيةالكممات ال

  الطور العكوس.
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 مقدمة
فرط الحديد المزمف عند مرضى عمميات نقؿ الدـ عمى عامؿ مخمب لمحديد يستطب لعلاج  Deferasirox يعتبر 

وىو يمتمؾ الاسـ  ،[2-1]المدى الطويؿ لحالات مثؿ فقر الدـ المنجمي )الثلاسيميا بيتا( وفقر الدـ المزمف الأخرى 
مستخمب جديد لشوارد الحديد منح الترخيص مف   Deferasirox(. إف1الكيميائي والصيغة الموضحة في الشكؿ رقـ )

كأوؿ دواء فموي  2013في العاـ  Food and Drug Administration FDAإدارة الغذاء والدواء الامريكية  قبؿ
. حيث يعمؿ ىذا الدواء عمى ربط الحديد ثلاثي التكافؤ مكوناً معو مركباً مستقراً ليسيؿ [3]يستخدـ ليذا الغرض 

 . [4]التخمص منو عبر الكمية 
، ولبموغ ىذا اليدؼ يجب [6-5]دوية اليدؼ الأساسي لمتشريعات الصحية الدولية يعتبر ضماف فاعمية ومأمونية الأ 

بشكؿ كيفي وكمي والتي قد تكوف معروفة اليوية  Impuritiesتحديد المواد غير المرغوبة والتي تسمى بالشوائب 
Identified  أو غير معروفةUnidentifiedناؼ رئيسة وىي . صنّفت الدلائؿ الارشادية الشوائب إلى ثلاثة أص

. يسمى المجيود التحميمي لتعييف محتوى المواد [8-7]الشوائب العضوية والشوائب غير العضوية وبقايا المذيبات 
الدوائية الفعّالة والأشكاؿ الصيدلانية مف ىذه الشوائب بػمرتسـ الشوائب. تختمؼ مرتسمات الشوائب كيفياً وكمياً لممادة 

فة باختلاؼ عوامؿ عدة، مثؿ: مصدر المواد الأولية وطريقة التصنيع وعمميات التنقية نفسيا الموردة مف مصادر مختم
 .[9]وشروط الحفظ وعمميات التعبئة وعمميات الصياغة 

 Salicylicتناولت القميؿ مف الدراسات تحميؿ شوائب ىذا المركب فقد نُشرت دراسة لتعييف بقايا حمض الصفصاؼ 
Acid و ساليساميدSalicylamide   في مادة ديفيراسيروكس باستخداـ الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء ذات الطور

 245وطوؿ موجة   Inertsil ODS-3V: 150 X 4.6 mm; 5 µmواستخدمت الطريقة عمود    [10]العكوس 
nm  كما [11]، كما نشرت لتعييف ديفيراسيروكس في السوائؿ البيولوجية باستخداـ طرائؽ استشرابية [10]لمكشؼ ،

، ونشرت أيضاً دراسة لعزؿ [13-12]نًشرت دراسات لتطوير طرائؽ تحميمية مؤشرة لمثبات لمادة ديفيراسيروكس 
 .LC-MS/MS [14]واستعراؼ شائبة جديدة في مادة ديفيراسيروكس باستخداـ تقنية 

 
 Deferasirox( الصيغة الكيميائية المنشورة لديفيراسيروكس 1الشكل )
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 ىدف البحث:
ييدؼ ىذا البحث إلى تطوير طريقة تحميمية لمتعييف الكمي لشوائب جديدة غير مدروسة مف قبؿ لمادة ديفيراسيروكس 

ج حتى ىذه المحظة كمادة أولية خاـ. ومراقبة محتوى ىذه الشوائب في المواد محمياً وخاصة أف ىذا المركب غير مدر 
 في أحدث الموائح الدستورية.

 
 طرائق البحث ومواده

 الكواشف:
وعياري الشائبة  %99.99بنقاوة  Amara Private Limitedمف شركة   Deferasirox تـ شراء عياري مرجعي

DRS-1  مف شركةAmara Private Limited  والذي يمتمؾ البنية الكيميائية المبينة في الشكؿ رقـ 98.85بنقاوة %
نقاوة  Acetonitrile. كما استخدمت محلات عضوية أسيتونتريؿ  Deferasirox( ويستخدـ كمادة أولية في تصنيع 2)

HPLC 99.5%  إنتاجSigma Aldrich ألمانيا، وأورثوفوسفات البوتاسيوـ ثنائية الييدروجيفPotassium 
dihydrogen orthophosphate  إنتاج شركةMerck  .حمض ألمانياOrthophosphoric Acid  انتاج شركة

Sigma Aldrich،  وتـ الحصوؿ عمى الماء ثنائي التقطير خاص بػHPLC  باستخداـ جيازSimenens Water 
Technologiesى الشركات المحمية. . كما تـ تقديـ المواد الأولية الفعالة ديفيراسيروكس كيدية مف إحد 

 
 DRS-1( الصيغة الكيميائية لمشائبة 2الشكل )

 التجييزات:
)الياباف( مزود  Shimadzuماركة  HPLCجراء التحاليؿ باستعماؿ جياز الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء إتـ 

 )الياباف( والموجود في مختبرات شركة زيف لمصناعات الدوائية. استعمؿ العمود  Photodiode array PDAبمكشاؼ 
Kromasil C8   ميكروميتر، وميزاف 5.0ممـ وأبعاد أجزاء الطور الداخمي  4.0ممـ وقطر داخمي   250طولو 

Sartorius   0.0001 ±بدقة mg وجياز ، pH مف شركة Sartorius نموذجPB11  زجاجي، وماصة مزود بمسرى
ويمكف التحكـ بحجميا عف  µL 1000سعتيا العظمى  Eppendorf ألمانية الصنع مف نوع  Micropipette آلية 

. تـ تحميؿ العينات باستعماؿ Jeken Digitalنتاج إ Ultrasonicالأمواج فوؽ الصوتية  طريؽ معدلة الحجـ، وجياز
 .Empowerبرنامج جياز الكروماتوغرافيا السائمة 
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 التجربة:
 :RP-HPLCالشروط الاستشرابية الخاصة بـ 

بدرجة  Kromasil C8عمى عمود . وذلؾ HPLCباستخداـ الكروماتوغرافيا السائمة عالية الأداء عزؿ الشوائب جرى 
 g 7.1حجـ مف وقاء أحادي الفوسفات محضر بإضافة  1000. تألؼ الطور المتحرؾ المستعمؿ مف  25℃حرارة 

 pHحتى القيمة  Orthophosphoric Acidمف الماء وضبطت حموضة المحموؿ باستعماؿ حمض  mL 1000في 
ونزعت الغازات باستعماؿ  µm 0.45شح الطور المتحرؾ باستعماؿ مراشح أسيتونتريؿ. رً حجـ مف  815و  3.0 =
 مط المتساير وفؽ الن mL/min 0.8 تـ تطبيؽ تدفؽ مقداره µL 10. حجـ الحقنة المستعمؿ Ultrasonicجياز 

Isocratic وأجري الكشؼ باستخداـ كاشؼPhoto Diode Array PDA  254عند طوؿ موجة nm .    
  RP-HPLC تحضير المحاليل الخاصة ب

 Diluent: )الناصع( محمول التمديد
 .ح/ح( 30:70مزيج مف الأسيتونيتريؿ والماء بنسبة )
 المحاليل المعيارية الأم ومحاليل العمل

، ثـ تـ حمًّو بأقؿ كمية مف محموؿ mL 100في بالوف معاير سعة   Deferasiroxمف معياري  mg 20تـ وزف 
التمديد وتـ التأكد مف التجانس وتماـ الذوباف باستخداـ حوض الأمواج فوؽ الصوتية، ثـ أكمؿ الحجـ حتى خط العيار 

 mL 5( تـ بدقة نقؿ حجـ ppm 100لتحضير محموؿ العمؿ بتركيز ) (ppm 200)ليكوف تركيز المحموؿ المعياري 
ثـ أكمؿ الحجـ حتى خط العيار باستخداـ محموؿ التمديد. حضرت  mL 10مف العياري الأـ إلى بالوف حجمي سعة 

المحاليؿ المعيارية ومحاليؿ العمؿ لمعينة التجارية والعينة المشوبة باتباع الخطوات ذاتيا المستخدمة في تحضير 
 (.ppm 10( ومحموؿ عمؿ بتركيز )ppm 20بتركيز ) DRS-1ـ تحضير محموؿ أـ لػ المحموؿ المعياري. كما ت

 :System suitabilityملاءمة النظام 
وحساب الانحراؼ    ppm 100مكررات مف المحموؿ العياري بتركيز 5تـ إجراء حقنة واحدة لمحموؿ الناصع و

  Tailingلممساحات تحت القمـ المسجمة ولأزمنة الاحتباس كما تـ احتساب معامؿ التذييؿ %RSDالمعياري النسبي 
Factor وتـ حساب عدد الصفائح النظريةTheoretical Platelets Number N. 

 :Validationدراسات التحقق من مصدوقية الطريقة 
، وتـ دراسة ICH [15-16] الطريقة المتبعة كما ىو معتمد في دليؿ المؤتمر الدولي لممواءمة  تـ التثبت مف مصدوقية

 المتثابتات التالية:
 Limit on، حد الكـLimit on Detection LOD، حد الكشؼ Specificity، النوعية Linearityالخطية 

Quantification LOQ  الصحة ،Accuracy التكرارية ،Repeatability ،لدقة المتوسطة اIntermediate 
Precision  والمتانةRobustness. 

مع الشائبة   Deferasiroxلدراسة الخطية جرى تحضير محاليؿ مشتركة مف المحموؿ المعياري الأـ لػ: الخطية
DRS-1( طريقة تحضير محاليؿ الخطية والتراكيز 1، حيث جرى التمديد بمحموؿ التمديد. ويوضح الجدوؿ رقـ )

 .DRS-1و  Deferasiroxروسة لػ المد
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( تحضير محاليل دراسة الخطية1الجدول )  
الحجـ المضاؼ مف  مستوى الخطية

 العياري المشترؾ
 تركيز الحجـ النيائي

Deferasirox 
ppm 

 DRS-1تركيز 
ppm 

50 % 0.5 mL 10 mL 50 5 
80% 0.8 mL 10 mL 80 8 
100% 1.0 mL 10 mL 100 10 
120% 1.2 mL 10 mL 120 12 
150% 1.5 mL 10 mL 150 15 

 
 المضبوطية 

   Deferasiroxمف  %150و%100 و %50عينات تقسـ إلى ثلاث مجموعات تحوي عمى التتالي  9حضّرت 
( وحسبت النسبة المئوية للإستعادة Deferasirox /DRS-1 50/5,100/10,150/15 ppmأي ) DRS-1و 

Recovery. 
 الدقة 

 مكررات لمحموؿ المعياري المشترؾ الحاوي عمى 6مف خلاؿ إجراء  Repeatabilityجرى تحري تكرارية الطريقة 
Deferasirox  ( 100بتركيز ppmو )DRS-1 ( 10بتركيز ppm ومف ثـ حساب الانحراؼ المعياري النسبي )

Relative Standard Deviation RSD% بينما جرى تقييـ الدقة الوسطى لمساحات القمـ وأزمنة الاحتباس ،
مف خلاؿ تطبيؽ الطريقة نفسيا في المختبر نفسو عمى الجياز نفسو  Intermediate precisionلمطريقة التحميمية 

 ولكف في أياـ مختمفة ومف قبؿ محمميف مختمفيف. 
 المتانة 

جرى حقنيا بعد تعديؿ معدؿ  ، ثـDRS-1والشائبة   Deferasiroxتـ تحميؿ ثلاث عينات مف المعياري المشترؾ
مع بقاء جميع الشروط الأخرى ثابتة كما ذكر سابقا في الشروط ml/min 0.9 و mL/min 0.7التدفؽ إلى 

مع بقاء  ℃30و ℃20الاستشرابية. كما جرى تحميؿ ثلاث عينات مف العياري المشترؾ بعد تعديؿ درجة الحرارة إلى 
 جميع الشروط الاستشرابية الأخرى ثابتة.

 حد الكشف وحد القياس الكمي
 لكؿ منيما عمى الترتيب. 10:1و Signal/Noise s/n 3:1تـ تحديدىا بطريقة نسبة الإشارة إلى الضجيج 

 النوعية 
( وذلؾ عبر DRS-1تـ قياس قدرة الطريقة عمى تحديد المادة المدروسة بوجود الشوائب والمركبات قريبة البنية )مثؿ 

ومحموؿ العياري   DRS-1والمحموؿ العياري لػ  Deferasiroxالناصع والمحموؿ المعياري لػ جراء حقنة واحدة لممحموؿإ
 ( بيف القمـ.Resolution Rsالمشترؾ وتـ حساب معامؿ الفصؿ )الميز 
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 النتائج والمناقشة:
 الطريقة التحميمية المتبعة قبؿ تحميؿ العينات التجارية وتضمنت النتائج ما يمي: تـ التحقؽ مف مصدوقية

 ملاءمة النظام:
، كما وجد أف عدد 2.0، وكاف الميز أكبر مف 1.2كاف أقؿ مف  DRS-1و Deferasirox وجد أف عامؿ التذييؿ 

 نتائج التحقؽ مف ملاءمة النظاـ.( 3. يبيف الجدوؿ رقـ )10000الصفائح النظرية لكلا المادتيف كاف أكثر مف 
 DRS-1و  Deferasirox( نتائج التحقق من ملاءمة النظام لكل من 1الجدول رقم )

 زمن الاحتباس اسم المركب
RT(min) 

 الميز
Resolution 

 عامل التذييل
Tailing 
factor 

 عدد الصفائح النظرية
Theoretical plates (N) 

DRS-1 10.21 - 1.020 12511 
Deferasirox  14.11 5.21 0.869 211365 

 النوعية:
كما لـ يلاحظ أي تداخؿ بيف قمـ المادة  DRS-1عف الشائبة   Deferasiroxسمحت الطريقة التحميمية بفصؿ جيد لػ

 Rحيث كانت قيـ الميز  وقمـ المذيب) دقيقة 10.15)زمف احتباس  DRS-1و) دقيقة 14.11الفعالة )زمف احتباس 
ومحموؿ عياري   Deferasirox( المخططات الاستشرابية لمحموؿ عياري5-3. توضح الأشكاؿ رقـ )1.5أكبر مف 

 والمحموؿ العياري المشترؾ. DRS-1الشائبة 

 
 Deferasirox( المخطط الاستشرابي لعياري 3الشكل )

 
 DRS-1( المخطط الاستشرابي لعياري الشائبة 4الشكل )
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 ( المخطط الاستشرابي لمعياري المشترك5الشكل )

 
 الخطية:

بيف التراكيز  Correlation Factor R2جرى اختبار خطية منحنى المقايسة مف خلاؿ دراسة معامؿ الارتباط 
 لكؿ مف 0.999( ضمف المجاؿ المدروس، فكاف معامؿ الارتباط أكبر مف AUCوالاستجابة لكؿ تركيز )مساحة القمة 

Deferasirox  والشائبةDRS-1( 7-6، وتـ حساب معادلة الارتداد الخطي كما يوضح الشكميف رقـ.) 
 

 
 ومعادلة الارتداد الخطي R2مع قيم   Deferasiroxمنحني الاستجابة الخطية لـ (6الشكل )
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 ومعادلة الارتداد الخطي R2مع  DRS-1منحني الاستجابة الخطية لمشائبة ( 7الشكل )
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 نتائج دراسة المضبوطية والدقة
 مف خلاؿ النسبة المئوية للاستعادة حيث كانت القيـ عند كؿ المستويات المدروسة بيف جرى تقييـ المضبوطية

لكؿ مف الانتقائية والتكرارية والدقة الوسطى والمتانة  %RSD%(، كما أف الانحراؼ المعياري النسبي 115-85%) 
 ( النتائج التي حُصؿ عمييا.3. ويمخص الجدوؿ رقـ )%2كاف أقؿ مف 

 ( ممخص دراسات التحقق من المصدوقية2الجدول رقم )
 Deferasirox DRS-1 المتثابت

 10.21 14.11 )دقيقة( RTزمف الاحتباس 
 185881 14799467 مساحة القمة

 RRT 1.00 1.03زمف الاحتباس النسبي 

 الصحة

 99.56 101.20 (%80) الاسترداد
 99.60 103.35 (%100) الاسترداد
 102.41 102.63 (%120) الاسترداد

 متوسط الاسترداد
± SD 

102.39 
± 2.08 

99.79 
± 0.55 

 التكرارية
RSD (Peak area) 0.76 0.63 

RSD (RT) 0.03 0.04 

 الدقة المتوسطة
Recovery % 101.21 99.67 

RSD (Peak area) 0.99 1.05 

 المتانة
 )معدؿ التدفؽ(

0.7 mL/min 
RRT 1.75 

RSD** 0.85 1.21 

0.9 mL/min 
RRT 1.80 

RSD 1.10 1.05 

 المتانة
 )درجة حرارة العمود(

30℃ 
RRT 1.03 

RSD 0.84 1.11 

20℃ 
RRT 1.03 

RSD 0.91 1.01 
 5.59 ng/mL 8.05 ng/mL (LODحد الكشؼ )
 18.447 ng/mL 26.565 ng/mL (LOQحد الكشؼ )
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 تحميل العينات التجارية 
مف ثلاثة مصادر مختمفة تـ ترميزىا بػ   Deferasiroxتـ اختبار الطريقة المطوّرة في تحميؿ عينات تجارية لمادة 

Raw (1-3) تـ العثور عمى الشائبة ،DRS-1  ما عدا العينة 0.1في جميع العينات بنسبة مقبولة دوف %Raw 1 
إلى  nحيث تشير  Imp (n)كما تـ العثور عمى شوائب أخرى تمت تسميتيا بػ  %.0.1كاف تركيز الشائبة أكبر مف 

( نتائج 3. ويوضح الجدوؿ رقـ )%0.1ترتيب ظيورىا عمى المخطط الاستشرابي وكانت جميعيا دوف حد الكشؼ 
 ( المخططات الاستشرابية لمعينات المختبرة.8-10تحميؿ العينات التجارية، بينما توضح الأشكاؿ رقـ )

 
 ( نتائج تحميل العينات التجارية3الجدول رقم )

 زمف الاحتباس )دقيقة( اسـ القمة
 النسبة المئوية لمقمة المكتشفة

Raw 1 Raw 2 Raw 3 
Imp 1 3.575 0.002 0.021 لـ تكتشؼ 
Imp 2 4.264 0.023 لـ تكتشؼ لـ تكتشؼ 
DRS-1 10.213 0.140 0.068 0.051 

Deferasirox 14.116 98.56 99.12 98.881 
Imp 4 19.887 0.019 0.026 0.014 
Imp 5 30.135 0.024 0.031 0.022 
Imp 6 31.968 0.022 0.04 0.021 
Imp 7 38.774 0.031 0.125 0.011 
Imp 8 48.425 0.016 0.030 0.017 

 

 
 Raw 1الاستشرابي لمعينة التجارية الأولى المخطط ( 8الشكل )
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 Raw 2المخطط الاستشرابي لمعينة التجارية الثانية ( 9الشكل )

 
 Raw 3المخطط الاستشرابي لمعينة التجارية الثالثة ( 10الشكل )

 
 

 :توصياتالاستنتاجات وال
إف لتعييف مرتسـ الشوائب أىمية متزايدة وخاصة لممواد ذات الاستخداـ طويؿ الأمد، حيث تتراكـ الشوائب المرافقة لممادة 
الفعّالة ضمف خلايا الجسـ مما قد يؤىب لحدوث تأثيرات ضائرة أو سمية، وليذا فقد تـ في ىذا البحث تطوير طريقة 

مصدوقيتيا لتعييف مرتسـ شوائب مادة ديفيراسيروكس باستخداـ شائبة جديدة والتحقؽ مف  RP-HPLCجديدة مف نمط 
 غير مذكورة في الدراسات المنشورة، وتمتعت الطريقة المطورة بالدقة والنوعية والحساسية العالية حيث بمغ حد الكشؼ

مكنت مف تحديد محتوى ، كما ت( بالنسبة لمشائبة المدروسة(ng/mL 8.05و   (ng/mL 5.59)بالنسبة لديفيراسيروكس
إف زمف احتباس ديفيراسيروكس في ىذه الشائبة المدروسة في عدد مف عينات المادة الفعالة مف مصادر مختمفة، 

كما أف حساسية   [10] دقيقة Saravanan 8.70دقيقة بينما بمغ في الدراسة المنشورة لمباحث  12.14الطريقة ىو 
واختمفت الدراستاف في الشوائب المدروسة  Saravananف الحساسية في طريقة ىذه الطريقة التحميمية المطورة أكبر م

اعتماد الطريقة المطورة في تعييف مرتسـ الشوائب لعدد أكبر مف العينات يمكف   والشروط الكروماتوغرافية المطبقة،
  .التجارية المسوقة ديفيراسيركس
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