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(57) Sang ché dé xuat phuong phap san xuat ché pham globulin mién dich dugc 1am giau.
Theo mot phuong an, sang ché dé xuit quy trinh phén doan rugu cho phép lam tang dang
ké hiéu suat protein trong mau tinh ché duoc tir mau huyet tuong ban dau. Theo phuong an
cu thé, sang che dé xuat phuong phap phan doan huyét trong gom duoc, trong do phuong
phap nay bao gom budc lam két tia ban dau bang ruou & nong d6 cao, dd pH thap. Sang
ché con dé xuat dugc pham diéu trj chtra protein trong mau.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phép san xuit ché phdm globulin mién dich da dugc

lam giau tr von Cohn.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Céc san phdm globulin mién dich tu huyét twong ctia ngudi duge sir dung 1an dau
tién vao ndm 1952 dé diéu tri bénh suy giam mién dich. Ban déu, viéc ding globulin mién
dich isotyp G (IgG) d& dwoc phén lap tir huyét trong theo dwdng trong co hodc dudi da la
cac phuong phap dugce lya chon. Tuy nhién, cadc phuong phap nay khong cho phép dung
luong 16n 1gG can thiét dé didu tri hiru hiéu nhidu bénh khac nhau. Do d6, cac san phim
IgG c6 thé duge ding qua duong tinh mach da dugc nghién ciru phét trién. Thong thudng,
globulin mién dich dung qua dudng tinh mach (intravenous immunoglobulin - IVIG) chita
globulin mién dich G (IgG) da gdp lai tir huyét twong ctia hon mét trim ngudi cho mau.
Céc ché phdm nay thuong chita hon 95% IgG khong dugc cai bién, c6 chirc ning déap ting
Fc phu thudgc nguyén ven va chi chira luong rat nho cua globulin mién ‘dich A (IgA) va
globulin mién dich M (IgM). Thong thudng, cac IVIG dugc loc vo tring va quy trinh san
xut bao gdm céc budc 1am bét hoat va/hoic loai bé virut. Cac san phdm IgG da tinh ché
nay duoc st dung chii yéu trong viée diéu tri ba loai tinh trang bénh 1y co ban: (1) bénh suy
giam mién dich: khong c6 gama globulin mau lién két nhiém sic thé X, giam gama globulin
mau (suy giam mién dich so cép), va tinh trang mién dich théa hiép mic phai (suy giam
mién dich thtr cAp), ndng d6 khang thé giam dic trung; (2) cc bénh viém va tw mién; va

(3) 14y nhim cép tinh.

Dic biét, nhidu ngudi mic chimg réi loan thiéu hut mién dich so cép khong c6 khang
thé dé khang lai hién twong nhiém bénh. Trong cac truong hop nhét dinh, céc thiéu hut nay
¢6 thé duge ba dip bang cach truyén IgG da duoc tinh ché, thuong 14 ding qua dudng tinh
mach (tic 1a phuong phép tri liéu IVIG). Mot s6 rbi loan mién dich so cp thudng duoc

didu tri theo céc cach bao gdm bénh khéng c6 gama globulin méu lién két nhidm sic thé X
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(XLA), thiéu hut mién dich da dang thong thuong (CVID), hdi ching Hyper-IgM (HIM),
thiéu hut mién dich két hop nghiém trong (SCID), va mot sé thiéu hyt nhém phu IgG
(Blaese and Winkelstein, J. Patient & Family Handbook for Primary Immunodeficiency

Diseases. Towson, MD: Immune Deficiency Foundation; 2007).

Trong khi phuong phép didu tri bing IgG c6 thé kiém soat rdi loan bénh ly mién
dich so cdp mot cach hidu qua, thi phuong phép tri liéu ny chi 13 phuong 4n thay thé tam
thoi cho khang thé khong tao ra dugc trong co thé, chir khong chita khéi bénh. Theo do,
bénh nhan phu thudc vao lidu tri lidu IgG nhic lai, thuong ding mbi thang mét 14n trong
subt doi. Phuong phép tri liéu nay doi héi nhu cau 16n trong viée tiép tuc san xuét cac ché
phdm IgG. Tuy nhién, khong gidng nhu cac chat sinh hoc khac d4 dugc tao ra bang cach
biéu hién in vitro ctia vat truyén ADN tai t6 hop, IgG dugc tao phan doan tir qua trinh cho
méu va huyét twong ctia ngudi. Do d6, lugng IgG sén c6 trén thi trudng bi han ché bai

ngudn cip mau va huyét twong ctia ngudi sin co.

Mot s6 yéu td chi phbi nhu cau dbi véi IgG, bao gbm viéc chdp nhan phuong phéap
didu tri bang IgG, nhan biét cac du hiéu bd sung ma phwong phép tri liéu IgG 14 hitu hiéu,
va gia tang chin doan va chi dinh ding IgG cho bénh nhan. Pang chd y 13, nhu ciu toan
ciu v& IgG 1a 16n hon gip bdn 1an trong khoang thoi gian tir nam 1990 dén nam 2009, va
van tiép tuc gia ting hang nim vdi ty 18 tir 7% dén 10% (Robert P., Pharmaceutical Policy
and Law, 11 (2009) 359-367). Vi dy, Co quan mau Quéc gia Uc thdng béo ring nhu cau vé
IgG & Uc d4 tang 10,6% trong cAc nim tai chinh 2008-2009 (B4o c4o hang nim 2008-2009
ctia Co quan mau qudc gia Uc - National Blood Authority Australia Annual Report 2008-
2009).

Do nhu ciu toan ciu ngdy cang ting 1én va cac thay dbi bét thudng trong ngudn cung
san phém globulin mién dich s&n c6, nén mdt s§ quéc gia, bao gdbm Uc va Anh, d3 4p dung
chuong trinh quan 1y nhu ciu d& bao vé ngudn cung cic san pham nay cho cac bénh nhan
¢6 nhu cu cép thibt nhét trong sudt thoi gian bao quan san phim.

Nim 2007, da c6 bao céo rang 26,5 triéu lit huyét twong da duoc phan doan, tao ra
75,2 tAn IgG, v6i ning suét tao ra trung binh 14 2,8 gam mdi lit (Robert P., néu trén). Bdo

c4o0 nay cling di udc tinh dugce rang mong muon néng suat IgG toan cau ting 1én khoang
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3,43 gam mdi lit vao ndm 2012. Tuy nhién, do sy ting 1én lién tuc vé nhu ciu IgG trén toan
cAu, ké hoach hang ndm 13 dat khodng tir 7% dén 13% tir nay cho dén nim 2015, nén viéc

cai thién ti€p tong hiéu suat IgG van 1a can thi€t dé dap ung nhu ciu toan cau.

Nhiéu phwong phép didu ché IgG duoc ap dung bdi cac nha cung cap san phdm IgG
thwong mai. V4n d& chung ddi vé6i cac phuwong phap san xuét IgG hién nay 13 su hao hyt
dang ké IgG trong qua trinh tinh ché, uéc tinh it nhit khoang tir 30% dén 35% téng ham
lwong IgG clia nguyén lidu ban dau. Mot thach thtrc nita 13 can duy tri chét lugng cla quéa
trinh 1am bat hoat virut va loai bo tap chit ma c6 thé gay phan ting phy, ddng thdi nang cao
hiéu qué ciia quy trinh dé 1am ting san luong IgG. O mirc d6 san xuét IgG hién nay, c6 thé
sy gia ting hiéu sudt & mic d§ nho trén thyuc té c6 y nghia 16n dang k&. Vi dy, d6i véi san
lwong ctia nim 2007, mire ting hidu luc 2% 13 thém 56 miligam trong mdi lit, sé& tao ra thém

1,5 tAn IgG nita.

Theo quy trinh thit tu trong céc tai liéu hdi thao da cong bd v& quy trinh diéu ché va
dic tinh cia huyét thanh va protein huyét twong, Cohn va céc ddng tac gia (J. Am. Chem.
Soc., 1946, 68(3): 459-475) da 1an dAu tién mo ta phuong phép phan doan cac protein huyét
twong nho rugu (phuong phép 6), cho phép phén 14p phén doan giau IgG tir huyét trong
cla nguoi. Mot vai nam sau, Oncley va céac ddng tac gia (J. Am. Chem. Soc., 1949, 71(2):
541-550) dd m& rong nghién ctru trén co s phuong phap Cohn bang cach cong bd phuong
phép (phwong phép 9) ma din dén qua trinh phan 13p ché phim IgG tinh khiét hon.

Mic di cac phuong phép ndy 13 nén tang clia toan bd nganh cong nghiép protein
méu c6 ngudn gbc tir huyét twong, cac phuong phép niy khong thé tao ra céc ché phim IgG
c¢6 do tinh khiét du cao dé didu tri mot sb bénh lién quan téi hé mién dich, bao gdm hoi
chirng Kawasaki, ching xuét huyét giam tiéu cau mién dich, va ching suy giam mién dich
so cAp. Nhu vay, cac phuong phap khac 4p dung céc k§ thuét khac nhau, nhu sdc ky trao
ddi ion, dugc phat trién dé tao ra cac ché phdm IgG c6 d6 tinh khiét cao hon. Hoppe va céc
ddng téc gia (Munch Med Wochenschr 1967 (34): 1749-1752), Falksveden (patent Thuy
Dién s6 348942), va Falksveden va Lundblad (Method of Plasma Protein Fractionation
1980) 12 mot vai trong sb cac tc gia du tién 4p dung k¥ thuat séc ky trao dbi ion nham

muc dich nay.
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Céc phuong phap hién dai khac nhau dé tinh ché globulin mién dich tir huyét twong
bing cach 4p dung budc 1am két tia, nhu 1am két tia bang caprylat (Lebing et al., Vox Sang
2003 (84):193-201) va lam két tiia bing etanol phan doan Cohn (I+)II+III (Tanaka ef al.,
Braz J Med Biol Res 2000 (33)37-30) dwoc két hop v6i k¥ thuat séc ky cot. Gan day nhit,
Teschner va cac ddng tac gia (Vox Sang, 2007 (92):42-55) d3 md ta phuwong phép san xut
san phém IgG 10%, trong d6 chét két tta lanh trude tién duge loai ra khoi huyét tuong da
g0p lai va tiép do tién hanh phan doan nho etanol lanh Cohn-Oncley d3 dugc cai bién, tiép
theo xir Iy S/D san pham trung gian, séc ky trao ddi ion, loc nano, va tity y siéu loc/loc thdm

tach.

Mic du d6 tinh khiét, d6 an toan, va hiéu sudt dat dugc theo cic phuong phép phan
lép IgG nay, hiéu suét IgG da thu hdi dugc tir huyét tvong van c6 thé duoc cai thién. Vi du,
Teschner va céc dong tac gia thong bao ring phuong phap ciia ho 1am ting hiéu sut IgG
1én 65% (Teschner et al., néu trén). Nhu d3 dugc béo co trong hdi nghi vé cic san phdm
huyét twong khac nhau, hiéu suét trung binh dé san xuit IgG & quy md 16n, nhwr do Baxter,
CSL Behring, Upfront Technology, Cangene, Prometric BioTherapeutics, va Finnish Red
Cross cung cip, ndm trong khoang tir 61% dén 65% trong vét chtra cubi. Mic du tét hon
céc phuong phép d3 dugc ap dung, nhung lwong thu hdi IgG nay vin bi hao hut it nhit
khoang mot phan ba IgG c6 mit trong phan doan huyét twong da gop lai trong qué trinh
phén 14p.

Do ngudn cung huyét tvong sin c6 dé san xuit cac san phdm c6 ngudn gbc tir huyét
tuong bi han ché, nén mot sév protein trong mau cé thé duoc phén 1dp ra khoi vbn huyét
twong ban diu thong bing cach hop nhit cic qué trinh phan lap vao mot khung. Vi dy, IgG
thudng dwoc lam giau bing cach tao ra chit két tiia phan doan Cohn II+III hodc chit két
tia Kistler-Nitschmann A, tiép d6 céc dich ndi twong mg ctia chiing dwoc sir dung dé san
xuét alpha-1-khang trypsin (A1PI) va albumin. Tuong ty, mot sd phuong phap san xuét
Yéu t6 H tir cac san phim phu tao ra trong qua trinh san xut cac globulin mién dich IgG,

bao gbm WO 2008/113589 va WO 2011/011753, da dugc boc 10.

Nhu véy, can phuong phap cai thién va hitu hiéu hon d€ san xuat cdc san pham tri

liéu IgG. Hon nita, cac phuong phdp nay can cho phép san xuat cac sdn pham c6 ngudn goc
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tir huyét twong khéc tlr cling mot ngudn huyét twong. Sang ché dap ung dugc cac nhu ciu
ndy va nhu cdu khic bang cach dé& xuét phuong phap phan 1ap IgG dé dat duoc hiéu suét
cao hon tir 20% dén 25% so v6i hiéu suét dat dugc hién nay, ciing nhu cic ché phim IgG
tao ra duoc theo phuwong phap nay. Theo cach cd loi, cadc phuong phéap theo sang ché cho
phép phén 13p ddng thoi cac protein c6 ngudn gbc tir huyét trong co tac dung tri liéu quan
trong khac, bao gdm alpha-1-khéng trypsin (A1PI), yéu t& H, protein @c ché inter-alpha
(Ialp), phirc hop Prothrombin, yéu t6 VII (FVII), yéu t& VIII (FVIII), khéng thrombin III
(ATIII), fibrinogen, butyrylcholinsteraza, va cac chét khéc.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Hién nay, c4c phuong phép san xuét IVIG va alpha-1-khang trypsin (A1PI) dya vao
nhiéu bude 1am két tua protein dé tach riéng globulin mién dich IgG va A1PI ra khéi céc
thanh phan khéc tim thdy dugc trong huyét twong clia ngudi. Vi dy, nhidu nha san xuét ap
dung cac dang bién ddi ciia phwong phap Cohn-Oncley 6, trong d6 bude lam két tha bang
rugu ban dau dugc 4p dung. Budc 1lam két tia thir nhit, dugc goi 1a két tia phéan doan I,
duoc thue hién & d6 pH cao (7,2) va ndng dd etanol thip (ndm trong khoang tir 8% dén
10% thé tich) d& 1am két tia protein nhu fibrinogen va Yéu t6 XIII ra khéi IgG va A1PI,
nim trong dich ndi. Tiép d6, IgG dwoc 1am két tia ra khéi dich ndi phan doan I & phan ting
két tia th hai, duoc goi 1a chét két tla phan doan II+111, duoc thuc hién & do pH trung binh
(6,8) va ndng 9 etanol cao (ndm trong khoang tlr 20% dén 25%). Khdi A1PI nim trong
dich ndi cua phan ung két tia phan doan II+III, vi dugc tach tiép ra khoi albumin trong
phén Gng két ta ban ddu thi ba, duoc goi 1a qué trinh 1am két tua phén doan I-IV-1, dugc

thuc hién & d6 pH thép (5,2) va ndng do etanol vira phai (18%).

Tuy nhién, do phuong phap Cohn-Oncley d3 néu trén, cling nhu quy trinh Kistler-
Nitschmann tuong duong sir dung bdn budc lam két tiia ban ddu dé phan doan IgG va A1PI,
tach riéng tung thanh phén riéng ré& trong chudi phan g két tia phirc tap, nén qué trinh
phan doan nay 1a khong hiéu qua. Mirc hao hyt déng ké v& hiéu suat IgG va AIPI & cac
buée 1am két tia ban diu nay c6 thé duge xem 13 c6 lién quan t6i qué trinh 1am két tha mot
phén & cac phan doan khdng huéng dich cling nhu qué trinh 1am két tia khong hoan toan &

cac phan doan hudng dich. Vi dy, cac chét ddng két tua IgG & mot mirc do nao d6 véi
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fibrinogen va Yéu t6 XIII trong chit két tua phan doan I va mét sb IgG khong két tiia bang
céch 1am két tia phan doan II+III. Sau khi 1am sach chit két tia phan doan II+III d3 hoa
tan, hiéu suét IgG thuong nim trong khoang tir 75% dén 85% IgG c¢6 mit trong vén Cohn
ban dau. Do d6, tong ham luong IgG nim trong khoang tir 15% dén 25% nguyén liéu ban

d4u bi hao hut sau hai buéc phan doan nay.

Sang ché cai tién quy trinh thu hdi IgG va A1PI tir huyét trong di gop lai bang cach
loai b6 yéu cau dbi véi nhiéu budc 1am két tia ban ddu. TSt hon, néu cac phuong phép da
néu trong ban mé ta dya vado mdt bude lam két tia ban diu, bat gilt toan bd céc protein
thuong duogc lam két tha trong cac chét két ta phan doan I, phan doan II+III, va phan doan
IV-1 d3 dugc gom lai. Mot bude lam két tha nay duoc goi 1a “budc lam két tia Phan doan
[HII+IIIHIV-17, “qud trinh lam két taa phén doan I-IV-1”, hodc “budc lam két tha & dé pH
ban dau thip, ndng d6 ruou cao”. Theo cach ¢6 lgi, thdy rang IgG va AIPI c6 thé duogc
chiét mot cach hitu hidu ra khoi chét két tia phan doan I-IV-1 ma khong can ap dung céac
bude lam két tua protein tiép theo. Hon nita, nhan thdy ring chét két tia phan doan I-IV-1
hau nhu chtra toan bd IgG va A1PI ciia huyét tuong ngudn, trong khi d6 albumin vin &
trong dich ndi. Pdng thoi, céc wu diém nay lam ting dang ké mirc thu hdi toan phan cia

c4c san pham thuwong mai quan trong nay.

Nhu duge thé hién trong cac vi du, viéc 4p dung budc lam két tha & d6 pH thip,
ndng do ruou cao (két tia phan doan I-IV-1) lam budc ban dAu trong qué trinh tinh ché IgG
ra khoi huyét twong d4 tach tia lanh, cho phép san xuét ché phdm IgG loai diing dugc trong
dugc phdm véi hiéu suit dang ngac nhién nim trong khoang tir 4,3g dén 4,7g 1gG/l huyét
twong ngudn. Hiéu suit nay ting 1én khoang tir 20% dén 25% so vé6i quy trinh sin xult da
biét trong tinh trang k¥ thuat, nhu cac ché phdm nay dugc st dung dé san xuét
GAMMAGARD LIQUID® (Baxter International; Deerfield, IL) tir cing mot loai huyét

tuong.

Do d6, trong sb cac khia canh khéc, sang ché d& xuét quy trinh phan doan huyét
tvong m&i dé tach huyét twong hodc huyét trong da tach tia lanh trong budc ban dAu thanh
chét két tia phan doan I-IV-1 va dich ndi phan doan I-TV-1. Chét két tia phan doan I-IV-1
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hau nhu chita toan bd cac globulin mién dich (vi dy, IgG, IgA, va IgM) va chét e ché alpha
1 elastaza (A1PI), trong khi dich ndi chu yéu chira albumin.

Theo mdt khia canh, sdng ché dé xuét phwong phép diéu ché ché phdm globulin mién
dich da dugc 1am giau tir von Cohn, phuong phép ndy bao gbm cac budc: (a) 1am két tia
ddng thoi cac globulin mién dich va alpha-1-khang trypsin (A1PI) ra khoi huyét twong da

‘tach tda lanh, trong budc lam két taa thi nhét, dé tao ra chit két tia thir nhat va dich ndi
thit nhat; (b) hoa tan céc globulin mién dich trong chit két tia thir nhat, dé tao ra hdn dich
thtr nhat c6 phan hoa tan chira cac globulin mién dich va phan khong hoa tan chira A1PI;
(c) tach riéng phin hoa tan ctia hdn dich thir nht ra khoi phin khong hoa tan ctia hdn dich
thtr nhit; va (d) thu hdi phan doan hoa tan ctia hdn dich thir nhét, tir d6 tao ra ché phim

globulin mién dich da dwgc lam giau.

Theo mdt phuong an cta cac phuong phap néu trén, bude lam két tha thir nhét 13

budée 1lam két tha bang ruou.

Theo mot phuong an cuia cac phuong phap néu trén, bude lam két tia bang ruou bao
gdm viéc bd sung etanol vio huyét twong da tach tia lanh dén ndng do cubi nim trong

khoéng tir 20% dén 30% etanol (thé tich/thé tich) & d6 pH nim trong khoang tir 5 dén 6.

Theo mét phuong an cua cidc phuong phép néu trén, ndng d6 cudi cia etanol trong
budc lam két tda thtr nhit bing 25+4%. Theo mot phuong 4n cla cac phuong phap néu
trén, ndng dd cudi ctia etanol bang 25+3%. Theo mot phuong 4n cua cac phuong phap néu
trén, ndng do cudi cua etanol bang 25+2%. Theo mdt phuong &n cia cac phuong phéap néu
trén, ndng do cudi cia etanol bing 25+1%. Theo mdt phuong 4n cia cac phuong phép néu

trén, nong do cudi cua etanol bang 25%.

Theo mot phuwong 4n cla cac phuong phép néu trén, do pH ¢ budc lam két toa tha
nhét bang 5,5+0,4. Theo mot phuong 4n ciia cic phwong phap néu trén, do pH nay bing
5,5+0,3. Theo mdt phuong an cia cac phuong phép néu trén, do pH nay bang 5,5+0,2. Theo
mdt phuong an cta cac phuong phap néu trén, do pH nay bang 5,5+0,1. Theo mdt phwong

an cua cac phuong phép néu trén, d6 pH nay bang 5,5.
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Theo mot phuong an cuiia cdc phuong phép néu trén, do pH dugc duy tri trong sudt

budc 1am két taa thir nhat.

Theo mdt phuong an cia cac phuong phap néu trén, budc lam két tia bang ruou thir

nhit bao gdm viée bd sung rugu bang cach phun.

Theo mot phuong an cla cac phuong phap néu trén, budc lam két tha bang ruou thir
nhéit bao gdm viéc bd sung ruou tai vj tri 1in k& v6i canh khudy vao. Theo phuong an khéc,
ruou dugce dua vao dung dich tai nhiéu hon mét vi tri. Theo mot phuong an, rugu dugce dua
vao dung dich tai nhidu 16 nho. Theo phuong 4n cu thé, nhiéu vi tri bd sung ruou nim &
ho#c gin cénh khudy hoic bd phan phan tan khic. Theo phuong énbkhéc, ruou dugc dua
vao dung dich thong qua 15 khuéch tan gdm nhidu khe mé. Theo phuong 4n cu thé, mot
hodic nhidu khe mé twong tng trong s6 nhidu khe mé trén 16 khuéch tan dwoc dat tai vi tri

* hodc gan véi canh khudy hodc bd phan phan tan khac.

Theo mdt phuong an ctia cac phuong phap néu trén, budc lam két tha thir nhét dugc
thyc hién & nhiét do ndm trong khoang tir -3°C dén -10°C. Theo mdt phwong 4n ciia cic
phuong phép néu trén, budc lam két ta thi nhét duge thuc hién & nhiét dd nim trong

khoang tir -5°C dén -9°C.

Theo mét phuwong &n cia cac phuong phap néu trén, chét két tia thtr nhét dugc tao
hén dich véi tir 4 L dén 60 L dung dich dém cho m&i kg chét két tia. Theo mdt phuong 4n
cta cac phuong phap néu trén, chét két tia tha nhét duge tao hdn dich véitir 8 L dén 15 L

dung dich dém cho mdi kg chat két tia.

Theo mdt phuong 4n ctia cac phuong phap néu trén, hdn dich thir nhét c6 do pH ndm
trong khoang tir 4,0 dén 5,4. Theo mdt phuong 4n cta cac phuong phép néu trén, hdn dich
th nhit c6 46 pH ndm trong khoang tir 4,7 dén 5,1.

Theo mét phuwong 4n cla cdc phuong phép néu trén, hdn dich thtr nhat c6 d6 din
dién ndm trong khoang tir OmS/cm dén 4mS/cm. Theo mot phuong 4n ctia cic phwong phap
néu trén, hén dich tha nhét c6 do dan dién nam trong khoang tir 0,5mS/cm dén 2mS/cm.

Theo mot phuong an cla cdc phuong phap néu trén, chét két tua thir nhat duoc tao

hdn dich trong dung dich d¢m bao gém axetat va/hodc phosphat.
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Theo mdt phuong an cia cac phuong phép néu trén, phén hoa tan ciia hdn dich thi
nhit dwoc tach ra khoi phdn khong hoa tan ciia hdn dich thi nhét bang cach ly tdm hoic

loc.

Theo mdt phuong 4n cia cic phuong phap néu trén, budc tach riéng phan hoa tan
ctia hdn dich thir nhét ra khoi phan khong hoa tan ctia hdn dich thir nhét bao gém: (i) tron
déu silic dioxit (SiO2) da nghién v&i hdn dich thir nhét; va (ii) tach riéng SiO2 ra khoi hdn
- dich nay.

Theo mdt phuong an clia cac phuong phép néu trén, silic dioxit (SiO2) da dugc

nghién min c6 dién tich bé mit trung binh nim trong khoang tir 350m?/g dén 410m?/g.

Theo mdt phuong 4n cla cac phuong phép néu trén, silic dioxit (SiO2) da dugc
nghién min dugc bd sung vao hdn dich thi nhét & néng d6 chit két taa thir nhit cudi ndm

trong khoang tir 15g/kg dén 80g/kg.

Theo mdt phurong an ctia cadc phuong phap néu trén, phuong phép bao gbm céc bude:
(a) lam két tua céc globulin mién dich tir huyét tuong da tach taa lanh, trong bude tach thir
nhét, v6i rugu c6 ndng d6 nim trong khoang tir 24% dén 26% & d6 pH nidm trong khoang
tir 5,3 va 5,7 va nhiét 46 ndm trong khoang tir -6°C va -8°C dé tao ra chét két tua thr nhat
va dich ndi tht nhit; (b) tao hdn dich két tua thir nhat dé tao ra hdn dich thir nhét; (c) xtr ly
hdn dich thir nhit bang silic dioxit d& dugc nghién min (Si02); (d) tach riéng phan doan hoa
tan ctia hdn dich thir nhat ra khdi phan doan khong hoa tan ctia hdn dich thir nhét; va (e)
thu hdi phan doan hoa tan ciia hdn dich th nht, tir d6 tao ra ché pham globulin mién dich
da dugc lam giau.

Theo mdt phrong an ciia cdc phuong phap néu trén, éhé phim globulin mién dich
da dugc lam giau chtra it nhit 90% lugng globulin mién dich IgG c6 mit trong vbén Cohn
da duogce st dung & budce (a).

Theo mdt phuong an ciia cdc phuong phép néu trén, ché phdm globulin mién dich
da duoc 1am gidu chira it nhit 95% lugng globulin mién dich IgG 06 mit trong von Cohn

da duogc st dung & budce (a).
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Theo mdt phuong an cia cac phuong phap néu trén, phuong phép con bao gbm cac
buée (f) lam két tia cac globﬁlin mién dich tir phan doan hoa tan ciia hén dich thir nhét,
trong bude 1am két tia thtr hai, d& thu dugc chét két tiia thtr hai va dich néi th hai; (g) tao
hdn dich két tia thir hai dé tao ra hén dich th& hai; va (h) thu hdi phan doan hoa tan cia

hdn dich thi hai, tir d6 tao ra ché phdm globulin mién dich d duoc 1am giau khéc.

Theo mét phuong én clia cdc phuong phap néu trén, budc lam két tha thtr hai 1a

bude lam két tha biang ruou.

Theo mdt phuong an cia cac phuong phap néu trén, budc lam két tiia bang ruou thir
hai bao g(‘“)m viéc bd sung etanol vao phan doan hoa tan cua hén dich thir nhét dé tao ra
ndng do etanol cudi ndm trong khoang tir 22% dén 28% & d6 pH nam trong khoang tir 6,5
dén7,5.

Theo mot phuong an cua cac phuong phap néu trén, budc lam két tha biang ruou thi

hai bao gom viéc b0 sung rugu vao bang cach phun.

Theo mdt phwong an ctia cdc phuong phép néu trén, bude lam két tiia bang ruou thir
hai bao gdm viéc b sung rugu vao tai vi tri 1ién k& vé6i canh khudy. Theo phuong an khéc,
ruou dugc dua vao dung dich tai nhiéu hon mdt vi tri. Theo mot phuong an, rugu duge dua
vao dung dich tai nhiéu 16 nho. Theo phuong 4n cy thé, nhiéu vi tri bd sung rwou dugc dat
& hoac gén canh khuéy hodc bd phan phén tan khac. Theo phuong an khéc, rugu duge dua
vao dung dich thong qua 18 khuéch tan bao gdm nhiéu khe mé. Theo phurong 4n cu thé, mot
hoic nhidu khe mé twong tng trong s6 nhidu khe md trong 15 khuéch tan dwoc dit & hodc

gan v6i canh khudy hodc bd phan phén tan khac.

Theo mot phuong 4n clia cc phuong phép néu trén, budc lam két tha thi hai duge
thyc hién & nhiét d6 ndm trong khoang tir -3°C dén -10°C.

Theo mot phuong an cla cadc phuwong phép néu trén, ché phdm globulin mién dich
da dwoc 1am giau chira it nhit 90% lugng IgG ¢6 mit trong huyét twong da tach tia lanh da

dugc st dung & budc (a).
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Theo mdt phuong an clia cac phuong phép néu trén, ché phdm globulin mién dich
da dwoc 1am giau chira it nhit 95% lugng IgG c6 mit trong huyét twong d3 tach tia lanh da

dugc st dung & budce (a).

Theo mdt phuong 4n cua cadc phwong phap néu trén, phwong phip nay con bao gdm
bude lam gidu sic ky trao dbi anion.

Theo mdt phuong an clia cdc phuong phap néu trén, phwong phip nay con bao gbm
bude 1am gidu bing sic ky trao dbi cation.

Theo mdt phuong an cua cdc phwong phdp néu trén, phuong phéap nay con bao gbm
budc lam bét hoat hogc loai bé virut.

Theo mot phuong 4n cta cac phuong phép néu trén, phuong phap nay bao gdm budc
1am bét hoat virut nhdy dung méi/chét lam sach (S/D).

Theo mot phuong 4n cia cac phuong phéap néu trén, phwong phap nay bao gdm bude
loc nano. |

Theo mdt phuong 4n cla cac phuong phéap néu trén, phuong phap nay bao gbm bude
1t ché phdm & d6 pH ndm trong khoang tir 4,0 dén 5,0 va nhiét d¢ nim trong khoang tir
20°C dén 40°C trong thoi gian it nhat mét tuin.

Theo mdt phuong an cia cdc phuong phép néu trén, thanh pham IgG d3 lam giau
bao gbm it nhit 98% IgG.

Theo mdt phuong an cia cac phuong phép néu trén, thanh pham IgG d3 lam gidu
chira it nhat 99% IgG.

Theo mot phuong én cua cac phuong phap néu trén, phuong phdap tao ra it nhit 4¢g
IgG tréng mbi lit huyét twong da tach tia lanh d& dugc st dung & budc (a).

Theo mot phuong 4n clia cdc phuong phép néu trén, phuong phép tao ra it nhit 4,25g
IgG trong mdi lit huyét twong d3 tach tia lanh da dwgc st dung & budce (a).

Theo mdt phuwong an cla cac phuong phap néu trén, phuwong phép tao ra it nhét 4,5g

IgG trong mbi lit huyét twong da tach tia lanh da dugce st dung & budc (a).
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Theo mot phuong 4n ctia cdc phuong phap néu trén, alpha-1-khéng trypsin (A1PI)
dugce tinh ché tiép ra khdiphan doan khong hoa tan ctia hdn dich thi nhét.

Theo mdt phuong 4n clia cac phuong phap néu trén, fibrinogen dugc tinh ché tiép ra
khoi phan doan khong hoa tan ctia hdn dich thi nhat.

Theo mdt phuwong an cta cdc phuong phép néu trén, yéu t6 H dugc tinh ché tiép ra
khoi phan doan khong hoa tan ciia hdn dich thir nhét,

Theo mdt phuong 4n cia cac phuong phép néu trén, protein e ché Inter-alpha-
Trypsin (Iap) dugc tinh ché tiép ra khoi phan doan khong hoa tan ctia hdn dich thi nhat.

Theo mdt phuong 4n cua cac phuong phép néu trén, phan doan khong hoa tan cua
hdn dich thir nhét duge xit Iy bing silic dioxit da dugc nghién min (SiO2).

Theo mot phuong 4n cia cac phuong phap néu trén, albumin duge tinh ché tiép ra
khoi dich ndi thir nhét.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét ché phém globulin mién dich d3 dugc lam
gidu didu ché dugc theo phuong phép theo diém bt k¥ trong s cac diém tir 1 dén 63.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét ché phém globulin mién dich d3 dugc lam
giau nhu dugce boc 1§ ¢ day dé st dung dé diéu tri bénh suy giam mién dich, bénh viém,
bénh ty mién, hoic 14y nhiém cép tinh & c4 thé ¢6 nhu ciu diéu tri.
M0 ta vin tit hinh vé

Hinh 1 14 so @ phan doan huyét twong theo mdt phwong én da néu trong ban mo ta.
M6 ta chi tiét sang ché

Gidi thiéu

Trong s céc khia canh khac, séng ché d& xuit phwong phap hitu hiéu hon dé phan
1ap céc protein c6 hoat tinh didu tri ra khoi huyét twong da dugc gdp lai. Cac phuong phép
da néu dé phan doan huyét trong da gop lai dat duge hiéu suét cao hon dbi v6i nhiéu protein
trong méu c6 ngudn gbc tir huyét twong quan trong trong trj liéu, chtra céc globulin mién
dich va alpha-1-khéang trypsin (A1PI). Theo khia canh dic biét quan trong, sang ché @& xuét
phuong phap lam ting ding k& hiéu suét cta globulin mién dich G (IgG) dugc tach ra khoi
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huyét tuang, s0 v6i phuong phép ding trong tinh trang k¥ thuat dé san xuét ché phdm IgG
didu tri. Theo mot phwong 4n, hiu suét cai thién ndy dat dwoc bang cach lam két tia
globulin mi&n dich va AIP1 tir mAu huyét twong ban dau (trong ban md ta ndy duge goi 1a
“y6n Cohn”) trong diéu kién d6 pH thip, ndng d6 ruou cao. Budc 1am két tiia & do pH thép,
ndng d6 ruou cao dn t&i viée bét gitt khéi ché phdm globulin mién dich cua vbn Cohn ban
dAu. So véi cac quy trinh san xuit globulin mién dich trong tinh trang k§ thust, cic phuwong
phap theo sang ché 1am giam ‘déng ké lwong globulin mién dich bi hao hut trong qu4 trinh

phan doan huyét trong trudc.

Phuong phap theo sang ché 1am giam s lugng budc 1am két tha protein cin dé phan
1ap protein ra khéi huyét twong ciia ngudi véi do tinh khiét du cao dé ding trong diéu tri,
trong khi d6 lam tang ddng thoi hiéu suét thu hdi protein trong mau quan trong trong diéu
tri nhu globulin mién dich G (IgG). Dic biét, cac phuong phép nay loai trir duge yéu ciu
v& bude lam két tia & dd pH ban dau cao, ndng d ruou thap, thudng dugc goi 1a bude lam
két tha phan doan I, d3 dwogc 4p dung trong cac quy trinh sén xuét c6 ngudn gdc tir cac so
d6 phan doan Cohn-Oncley, Kistler-Nitschmann, va Deutsch. Thyc vay, cac phuong phap
theo sang ché g dung budc lam két tia & d6 pH ban dau thip, ndng dd ruou cao (trong
ban mo ta ndy duoc goi 14 qua trinh 1am két tiia phan doan I-IV-1) phan chia khdi chtra IgG,
IgA, IgM, va alpha-1-khéng trypsin (A 1PI) ctia huyét twong trong chét két tiia va khdi chira
albumin trong dich ndi. Tiép 6, IgG dugc tach ra khoi IgA, IgM, va A1PI theo nhiéu cach
khac nhau, tir d6 tao ra ché phdm IgG c6 hiéu sult cao. So v6i phuong phép 4p dung buédc
1am két tia phan doan I, viéc béf giit khéi 'IgG trong budc 1am két tia phan doan I-IV-1 ban
dAu lam tang hiéu suét cudi cia quy trinh san xuét 18n it nhit ndm trong khoang tlr 10% dén

25%.

E. J. Cohn 14n du tién xay dung phwong phép phan doan huyét trong bing céch sir
dung etanol, chir khong phai mudi, vao ndm 1946. Tir d6, phuong phép lam két tia bing
etanol da tr& thanh lwa chon cho quy trinh san xudt & quy mo 16n céc san phim c6 ngudn
gbc tir huyét twong, nhu IgG va A1PIL Thong thudng, cac quy trinh san xuét ndy 4p dung

mot loat budce phan doan etanol, tir 6 tao ra cac phan doan thd chira céc protein trong mau
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c¢6 ngudn gbc tir huyét trong khac nhau, duge lam giau tiép theo nhiéu quy trinh/k§ thuat

khac nhau tiép theo.

Quy trinh Cohn dugc phét trién ban diu dé thu albumin c6 d9 tinh khiét twong dbi
cao (95%) bang cach 1am két tiia phan doan bang rugu. Tuy nhién, Oncley va cac ddng tac
gia, Deutsch va cac dong tac gia, va Kistler va Nitschmann nhanh chéng nhin thdy rang
chét két tia proteiﬁ cu thé (Phan doan II+1II) tir phuong phap Cohn 56 6 ¢6 thé duge ding
lam nguyén liéu ban d4u dé tinh ché ché phim globulin mién dich d4 dwgc lam giau hiéu
suét cao. Dé thu duge do tinh khiét va d an toan cao cin thiét dé ding ché phim IgG qua
dudng tinh mach, mot s§ budc tinh ché va danh béng (vi dy, hép phu thong thuong hoic
toan bd cac k§ thuét sic ky khac nhau, loc dong Cross, v.v.) dugc b sung vao cac quy trinh

san xuat IgG sau cac budc phan doan rugu.

Thong thudng, cdc nha sén xudt IgG dwa vao chit két tia phan doan II+III theo
phuong phép Cohn 6 hoidc chit két tua Kistler-Nitschmann A 1am nguyén liéu ban dau dé
xtt 1y tiép. Ca hai phan doan dugc tao ra theo quy trinh hai bude, trong d6: i.) cac protein
nhu fibrinogen va Yéu t6 XIII dugc loai bd bing budc 1am két tia ban dau (két tiia phan
doan I) dugc thuc hién & d0 pH cao (7,2) véi ndng do etanol thap (nim trong khoang tir 8%
d&n 10% thé tich); va ii.) IgG dugc 1am két tiia ra khéi dich ndi phan doan I & do pH = 6,8
bing 20% dén 25% (thé tich) etanol (Phan doan II+IIT) hodc & 46 pH = 5,85 bing 19% (thé
tich) etanol (két tia A), trong khi d6 albumin va phan 16n A1PI van giit dugc trong dich
ndi. Tuy nhién, viéc st dung chét két ta phan doan II+III hozc chét két tia A 1am nguyén
liéu ban dau dé san xuit qhé phém IgG 1am giam mirc hao hut IgG & mot s6 budc trong quy

trinh, nhu da néu trén.

Pé khéc phuc cic van d2 néu trén, cic tac gia sang ché da phat trién budc tinh ché
ban diu bao gdm budc 1am két tia ddng thoi cac globulin mién dich va A1PI dé tao ra
nguyén liéu ban diu hau nhu chira toan bo IgG va A1PI cta huyét twong ngudn, déng thoi
albumin vén giit dugc trong dich ndi. Budc phén doan niy vé co ban pha v& cac budce 1am
két tiia phan doan I, IT+III, va IV-1 nhu dugc md ta boi Oncley va céc ddng tac gia (néu
trén) thanh mot phén Ung két tha, trong ban mo ta ndy dugc goi 1a qua trinh lam két tha

phéan doan I+II+III+IV-1 (hodc phan doan I-IV-1).
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Theo mét khia canh, sang ché dé xuit quy trinh san xuét ché pham globulin mi&n
dich v6i hiéu suét cao dé dung theo duong tinh mach, duéi da, hodc trong co br:fmg cach su
dung chét két tia phan doan I-IV-1 1am nguyén liéu ban dau. Theo cic phuong an khac,
phuong phép nady con bao gém viéc tach riéng alpha-1-khang trypsin (A1PI) thanh phén
doan khong hoa tan chira hdn dich d tao ra trong qua trinh chiét globulin mién dich tir chét
két tha phan doan I-IV-1. Tiép d6, phan doan khong hoa tan da tach riéng c6 thé dugc ding

lam nguyén li€u ban dAu d& san xuét ché phdm A1PI c6 ngudn gdc tir huyét trong.

Theo mdt phwong 4n, sang ché @& xuit phuong phap san xuét ché pham diéu trj chira
protein da phan 14p tir huyét twong da gop lai. Theo mot sb phwong 4n, cac phuong phap
san xuét nay gdm buédc lam két tia & o pH ban d4u thip, ndng d ruou cao (vi du, etanol)
lam tang kha ning thu hdi cac protein trong méu khéc nhau, so véi cac phuong phép truyén
théng. Theo mdt sé phuong 4n, cic phuong phap 13 hitu ich dé san xuAt mdt hodc nhiéu ché
phém diéu tri chira globulin mién dich (vi dy, IgG), albumin, alpha-1-khang trypsin (A1PI),
butyrylcholinsteraza, yéu t& H, hodc protein trc ché inter-alpha-trypsin (Ial) dwgc tach ra tir

mau, huyét twong ctia ngudi hodc dan xuat ciia chiing.
Dinh nghia

Trong ban md t4 nay, thut ngit "diéu tri bing IgG” thuong dung dé chi phwong phap
didu tri bang cach dung ché phdm chira globulin mién dich IgG theo dudng tinh mach, duéi
da, hodc trong co cho bénh nhan dé diéu tri nhiéu tinh trang bénh Iy nhu bénh suy gidm
mién dich, bénh viém, va bénh tw mién. Céc globulin mién dich IgG thuomg duge gop lai
va didu ché tir huyét twong. Cac khang thé nguyén ven hoic cac doan cia ching c6 thé
duge st dung. Cac globulin mién dich IgG c6 thé duge diéu ché & ndng dd cao (vi dy, cao
hon 10%) dé ding qua dudng dudi da, hodc dugc diéu ché dé dung qua dudng trong co.
Day 1a duong ding thong thuong déi véi cac ché phdm IgG dic biét da duge diéu ché véi
ndng d6 trung binh cao hon so véi céc khang nguyén dac hiéu (vi dy, yéu td Rho D, doc t6

gdy ho lau ngay, doc td gdy bénh ubn van, doc td tir thit gdy ngd doc, bénh dai, v. v.).

Thuét ngir “huyét twong da tach tia lanh” dugc ding trong ban md ta nay dé chi dich
* ndi tao ra dugc sau khi loai bo chét két tia lanh hinh thanh do huyét twong hodc huyét twong
da gop lai rd bang & céc nhiét do gln nhiét d6 dong bang, vi du, & nhiét 4o thip hon 10°C,
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t&t hon 12 & nhiét do khong cao hon 6°C. Theo séng ché, huyét twong c6 thé duge ding thay
* thé cho huyét trong da thu hdi (tic 13, huyét twong da dugc tach ra khoi ﬁléu tde‘m phan ex
vivo) hoic huyét trong ngudn (tic 13, huyét twong dugc thu gom bing céach tach hdng ciu
khai dich huyét tuong). Budc lam két taa lanh thuong duge thuc hién, vi dy, béng cach ra
bang huyét tuong dong da gom trude do, da dugc thir nghi¢m vé d6 an toan va kiém tra
chét luong, cho dd huyét twong tuoi ciing c6 thé dugc st dung. Sau khi 1am rd bang hoan
toan huyét twong dong & nhiét do thap, tién hanh tach riéng cac chit két tia lanh dang rén
ra khoi dich 16ng ndi trén bé mit trong diéu kién lanh (vi dy, < 6°C) béng céch ly tm hodc

loc.

Thuét ngit, “vén Cohn” duge ding trong ban md ta nay dé chi nguyén liéu ban dau
da ding dé phan doan mAu huyét twong hogic vén chira cac mau huyét twong. Céc vén Cohn
¢6 thé chira mot hodc nhiéu huyét twong toan phéan, huyét twong da tach tia lanh, va huyét
twong da tach tia lanh ma dugc dung cho bude xit ly truée d6. Theo mot ) phuong an,
vdn Cohn 1a mau huyét trong da tich tia lanh ma mot hodc nhiéu yéu t8 méau d3 dugc loai
b6 ra khoi miu nay trong bude xit 1y trude d6, vi duy, bang cach hép phu 1én pha rén (vi dy,
nhom hydroxit, silic dioxit dd dugc nghién min, v.v.), hodc buédc sdc ky (vi du, séc ky trao
d6i ion hodc séc ky 4i luc heparin). C4c protein trong méu khac nhau bao gdm, nhung khong
chi gidi han &, hoat tinh vong rc ché yéu té tam (FEIBA), phirc hop yéu td IX, yéu t6 VII,
phitc hop Prothrombin, va/hodc khang thrombin III, ¢6 th8 dugc tach ra tir mau huyét trong

da tach tua lanh trudce khi phan doan.

Trong ban mo ta nay, thuat ngit “ché phim d3 dugc 1am giau” dung dé chi ché phim
protein dugc tach ra tir mau huyét twong, trong d6 do tinh khiét ciia protein nay cao hon so
v6i dd tinh khiét cia protein trong miu huyét twong ban d4u. Theo mot phuong 4n, protein
trong ché phim da dugc 1am gidu c6 do tinh khiét it nhat bang 25% 16n hon so v6i do tinh
khiét trong miu huyét twong ban dau. Theo céc phuong 4n khéc, ché phdm d3 dugc lam
gidu ¢6 d6 tinh khiét it nhét bing 50%, 75%, 100%, cao hon ghp 2 1n, 3 14n, 4 14n, 5 lan,
6 1an, 7 14n, 8 14n, 9 14n, 10 14n, hodc cao hon so véi mau huyét twong ban dau. Vi du, ché
pham IgG d dugc lam giau, trong d6 70% protein toan phén 12 IgG duge 1am giau ghp 7

" 14n so v6i mAu huyét trong ban dau, trong d6 10% protein toan phén 13 IgG.
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Trong ban md ta nay, thuét ngit “bd sung khuéch tan” dugc ding dé chi cach bd sung
mdt chit vao hé dich 10ng theo cach roi khéi vi tri. Qua trinh bd sung khuéch tan co thé
duoc thuc hién, vi du, bang cach phun hodc tao mit dich 1éng (vi dy, ruou, chét diéu chinh
d6 pH, dung mdi, chét 1am sach, hoc dich 16ng khac) vao hé dich 1éng (vi du, huyét twong
phan doan), dwa dich 1dng vao hé ndy tai nhiéu vi tri, dua dich 10ng vio hé niy bing cach
st dung 15 khuéch tan, dua dich 16ng tai vi tri hodc gﬁn v4i canh khuéy hodc bd phan phan
tan khac, hodc phan bb chit héa hoc c¢6 mit & tinh trang rin vao vung mé rong cda h¢ dich

long.

Thuét ngit "phun" dugc ding trong ban md ta nay dé chi phuong phap phan phbi
chét 16ng vao hé théng, vi du, & buée lam két tua béng rugu, nhu bude 1am két taa phan
doan I-IV-1, & dang giot hodc mu min cia chét 16ng. Qua trinh phun ¢6 thé dugc thyuc hién
bang thiét bi didu 4p bét ky, nhu vét chira (vi dy, chai phun), ¢6 dau phun hodc voi va dugc
van hanh bang tay hoic tu dong dé tao ra dang mi min tir dich 16ng. Thong thudng, qué
trinh phun dugc thyc hién trong khi hé théng nhén chét 16ng duoc khudy lién tuc hoic theo
céch khac dugc tron dé dam bao qua trinh phan bd nhanh va ddng nhét dich 1éng vao trong
hé thérig.

Thuét ngit "dung méi" dugc ding trong ban md ta nay bao ham chét 1ong bat ky co
kha nang hoa tan hodc phén tdn mot hodc nhiéu chit khac. Dung méi ¢6 thé c6 ban chét vo
co, nhu nudce, hoac nd co thé 1a chét long hitu co, nhu etanol, axeton, metyl axetat, etyl
axetat, hexan, ete ddu mo, v.v.. Khi dugc ding trong thuét ngit "xir Iy bing chit lam sach
dung mdi", dung méi biéu thi dung mdi hiru co (vi du, tri-N-butyl phosphat), 13 mot phén
ctia hdn hop 1am sach dung méi da diing d& 1am bét hoat virut c6 mang bao lipit trong dung

dich.

Thuat ngit "chét 1am séch" dugc ding trong ban md ta nay thay thé cho thuét ngit
"chit hoat dong b& mat" hoic "chét tic dong bé mit". Cac chit hoat dong bé mit thuong 1a
céc hop chét hitu co ¢6 ci tinh ua nuéc 13n tinh ky nuéc, tirc 13, chira ca nhom ky, nude
("duoi") va nhom va nude ("dau"), gitip cho cac chét hoat dong bé mit hoa tan dugc trong
c4c dung méi hitu co 14n nuée. Chét hoat dong bé mit c6 thé dugc phén loai nho sy c6 mat

cla cac nhom mang dién tich chinh thitc & dau cia né. Chat hoat dong b€ mit khong ion
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khong ¢ cac nhém mang dién tich & dAu cta nob, trong khi d6 chit hoat déng bé mit ion
mang dié€n tich thuc & du ctia n6. Chit hoat dong bé mit ludng tinh chira dau gdm hai
nhom mang dién tich tréi dAu. Mot sb vi du v& cac chét hoat dong bé mit thong thudong bao
gdm: chit hoat dong bé mit anion (trén co s& c4c anion sulfat, sulfonat hodic carboxylat):
perflooctanoat (PFOA hodc PFO), perflooctansulfonat (PFOS), natri dodexyl sulfat (SDS),
amoni lauryl sulfat, va cac mudi alkyl sulfat khac, natri laureth sulfat (con goi 1a natri lauryl
ete sulfat, hodc SLES), alkyl benzen sulfonat; chét hoat dong bé mit cation (trén co s&
cation amoni bac bdn): xetyl trimetylamoni bromua (CTAB) a.k.a. hexadexyl trimetyl
amoni bromua, va cic mudi alkyltrimetylamoni khac, xetylpyridini clorua (CPC), amin
duoc polyetoxylat hoa tir m& (POEA), benzalkoni clorua (BAC), benzethoni clorua (BZT);
c4c axit béo mach dai va cac mudi clia chiing: bao gdm caprylat, axit caprylic, heptanoat,
axit hexanoic, axit heptanoic, axit nanoic, axit decanoic, va céc axit twong ty; ion ludng
tinh (luéhg tinh): dodexyl betain; cocamidopropyl betain; coco ampho glyxinat; khong ion:
alkyl poly(etylen oxit), alkylphenol poly(etylen oxit), cdc copolyme cta poly(etylen oxit)
va poly(propylen oxit) (trén thi truong dugc biét dui tén Poloxame hozc Poloxamin), alkyl
polyglucosit, bao gbm octyl glucosit, dexyl maltosit, cac rugu béo (vi du, ruou xetylic va
ruou oleylic), cocamit MEA, cocarrﬁt DEA, céc polysorbat (Tween 20, Tween 80, v.v.),

chét 1am sach Triton, va dodexyl dimetylamin oxit. -

"Lugng hodc lidu hiru hiéu diéu tri" hodc "luong hoic liu du/hitu hidu" c6 nghia 13
lidu tao ra tac dung can dat duoc khi duge dung. Liéu chinh x4c s& phu thudc vao muc dich
didu tri, va c6 thé xac dinh dliqc b&i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay b?mg cach ap dung céc k¥ thuat da biét (xem, vi dy, Lieberman, Pharmaceutical Dosage
Forms (vols. 1-3, 1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Pharmaceutical
Compounding (1999); Pickar, Dosage Calculations (1999); va Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 20th Edition, 2003, Gennaro, Ed., Lippincott, Williams & Wilkins).

Céc thuat ngit “két tia & do pH ban dau thip, ndng d6 ruou cao” va “két tha phan
doan I-IV-1” dugc dung thay thé cho nhau trong ban mo ta nay dé chi bude 1am két tia cac
protein tir vbn Cohn & ndng d9 rugu cubi (thuong 14 etanol) nim trong khoang tir 20% dén

30% (thé tich) va do pH n3m trong khoang tir 5,0 dén 6,0. N6i chung, chit két tiia phan
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doan I-IV-1 thu dugc chita it nhét 90% lrong globulin mién dich ctia vén Cohn ban déu,
tét hon néu chira it nht 95%, t6t hon nira 1a chira it nhat 98%, 6t nhét 1 chua it nhat 99%
luong globulin mién dich cta vbn Cohn ban dau. Theo mdt phurong 4n wu tién, cac globulin
mién dich bao gbém céc globulin mién dich IgG. Theo phuong 4n wu tién khac, alpha-1-
khang trypsin (A1PI) dugc lam két tua ddng thoi véi cac globulin mién dich & bude lam

két tia phan doan I-IV-1.
Phan doan huyét twong

Theo mdt khia canh, sang ché dé xuét phwong phap phan doan c4c protein c6 hoat
tinh didu tri tir huyét twong da gop lai bing cach p dung budce lam két tia ban dau, trong
6 phan 16n globulin mién dich va alpha-1-khéng trypsin (A1PI) ctia huyét twong ban dau
duoc 1am két ta va phan 16n albumin cua huyét twong ban dau dugc gitt lai trong dich ndi.
Bit dAutir budc 1am két tia ban diu nay, nhiu protein trong méu quan trong trong diéu tri

¢6 thé dugc san xuat v6i hidu suat thu hoi cao.

Theo mdt phuong an, sang ché @& xuét phuong phip phan doan protein trong mau
trong mAu huyét tvong, phwong phap niy bao gdm budce 1am két tia céc globulin mién dich
va A1PI tir huyét twong ban dAu trong diéu kién d6 pH thip, ndng d6 rugu cao. Budc lam
két tia ¢ do pH thip, ndng do rugu cao nay khién tao ra két ta (trong ban md ta nay goi 1a
chét két tia phan doan I-IV-1) va dich ndi (trong ban mo ta ndy goi 1a dich nbi phan doan
[-IV-1).

Dich néi phan doan I-IV-1 chtra it nhat 70%, t5t hon néu it nhat 80%, t6t nhét 1a it
nhét 90% luong albumin cta huyét_tuorng ban dau. Do d6, dich ndi nay c6 thé duge ding

1am nguyén liéu ban dau d€ san xuat duge pham chira albumin.

Chét két tiia phan doan I-IV-1 chira it nhit 90%, t&t hon néu it nhat 95%, t6t hon nita
14 chira it nhat 98%, tbt nhét 13 it nhit 99% lwong globulin mién dich ctia huyét twong ban
dau. Theo phuong 4n cu thé, chét két tua phéan doan I-IV-1 chura it nhét 98%, t6t hon néu
99% luong IgG cua huyét twong ban du. Do d6, chét két tia nay c6 thé duge dung lam
nguyén liéu ban dAu dé san xuit dugc phdm globulin mién dich. Theo mot phwong 4n, chét

két tia phan doan I-IV-1 dugc dung lam nguyén liéu ban du d& san xuét duoc phdm chira
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IgG. Theo phuong 4n khéc nita, chét két tia phan doan I-IV-1 duogc ding 1am nguyén liéu
ban diu dé san xuit duge phim chira globulin min dich chira nhidu hon mt loai globulin

mién dich phu.

Tuong tu, chét két taa phén doan I-IV-1 chua it nhét 90%, tdt hon néu chira it nhét
95%, t6t hon nita 1 chua it nhat 97%, t5t nhat 1a chira it nhit 98% lugng A1PI cia huyet
twong ban ddu. Do 6, chat két tha nay c6 thé duge ding 1am nguyén liéu ban dau dé san

xuit dugc phém chira A1PI.

Chét két tiia phan doan I-IV-1 ciing chira it nhat 70%, tbt hon néu chtra it nhét 80%,
t6t hon nita 13 chtra it nhit 90%, t&t nhat 13 chura it nhét 95% luong yéu t& H cia huyét
twrong ban dau. Do d6, chét két tia nay c6 thé dugc ding lam nguyén liéu ban dau dé san

xuét dugc phim chira yéu t6 H.

Chét két tia phan doan I-IV-1 ciing chira it nhit 70%, t6t hon néu chtra it nhat 80%,
t6t hon nita la chira it nhit 90%, t6t nhét 1a chira it nhat 95% lugng chét e ché inter-alpha
(Ialp) ctia huyét twong ban diu. Do d6, chét két tia nay c6 thé duge ding 1am nguyén liéu

ban diu dé san xult duoc pham chira Ialp.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuit phuong phép tach cac globulin mién dich ra

khéi A1PI tim thdy trong chét két tiia phan doan I-IV-1. Theo mét phuong 4n, phwong phéap
| nay bao gbm budc hoa tan cic globulin mién dich trong hdn dich chira chét két tiia phan
doan I-IV-1, ddng thoi gift A1PI trong phin khong hoa tan clia hdn dich va tiép d6, tach
riéng céc phan hoa tan v phin khong hoa tan, vi du bang cach loc hodc ly tim. Theo mot
phuong 4n, qud trinh tich riéng dugce hd tro bang cach xir Iy hdn dich phén doan I-IV-1 véi
silic dioxit d3 dwgc nghién min trudce khi tich riéng cac phin hoa tan va phan khéng hoa
tan. Khong gén két véi gia thuyét bét ky, silic dioxit c6 thé gin két A1PI ma da dugc hoa
tan déng thoi, véi cac globulin mién dich, tir d6 1am ting luong A1PI da phéan chia vao

phin khong hoa tan ctia hdn dich.

Hon nita, da biét ring Yéu t6 H va silic dioxit dang hat gén két Ialp trong céc didu
kién’ nhét dinh (xem, W0/2011/01 17 53, PCT/US2011/45099, va PCT/US2011/038247; noi

dung cia chiing dugc dua vao ddy hoan toan bang cach vi¢n dan nhdam moi myc dich). Do
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d6, theo mdt phwong 4n, sang ché dé xuét phwong phap tach cac globulin mién dich ra khoi
A1PI, yéu td H, va Ialp da tim thy trong chét két tiia phan doan I-IV-1, phuong phép nay
bao gém budc tao hdn dich chét két tia phéan doan I-IV-1 trong nudc hodc dung dich dém
c6 d6 dAn dién thip du dé hoa tan cac globulin mién dich; xtt Iy hdn dich bang silic dioxit;
va tach riéng phin hoa tan ctia hdn dich ré khoi phan khong hoa tan, trong d6 phan hoa tan

chtra cac globulin mién dich va phan khong hoa tan chira A1PI, yéu t6 H, va Ialp.

Theo mdt phuong an cia cac phuong phap néu trén, phén hoa tan da tach riéng clia
hdn dich phan doan I-IV-1 chira it nhéit 80% luong IgG clia mAu huyét twrong ban dau. Theo
mdt phuong 4n wu tién, phan hoa tan di tach riéng cia hdn dich phan doan I-IV-1 chira it
nhit 90% luong IgG ciia mau huyét twong ban dau. Theo mét phuong 4n wu tién hon nita,
phin hoa tan da tach riéng clia hon dich phan doan I-IV-1 chua it nhat 95% luong IgG cia
mAu huyét trong ban diu. Theo c4c phuong 4n khéc, phén hoa tan ciia hdn dich phan doan
[-IV-1 chira it nhat 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hoac nhiéu hon ham lugng IgG cua mau
huyét twong ban dau.

Theo mdt phuong an cia cac phuong phép néu trén,‘ phén khong hoa tan da tach
riéng ctia hdn dich phan doan I-IV-1 chua it nhit 70% lugng A1PI cia miu huyét twong
ban dau. Theo mot phwong 4n wru tién, phin khéng hoa tan da tach riéng ciia hon dich phan
doan I-IV-1 chira it nhit 80% lwong A1PI cia miu huyét trong ban d4u. Theo mét phwong
4n uu tién hon nita, phin khéng hoa tan da tach riéng clia hdn dich phan doan I-IV-1 chira
it nhat 90% luong A1PI ciia mAu huyét twong ban dau. Theo mot phuong 4n wu tién hon
nita, phin khong hoa tan da tach riéng cua hdn dich phan doan I-IV-1 chia it nhit 95%
lvong A1PI ciia miu huyét twong ban dAu. Theo cac phwong 4n khac, phan khong hoa tan
da tach ri€éng cua hdn dich phan doah I-IV-1 chtra it nh.ét 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%,
56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%,
T1%, 2%, 73%, T4%, 15%, 76%, T1%, 18%, 19%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, hodc nhiéu

hon ham lugng A1PI cua mAu huyét tvong ban dau.
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Protein tr mau d3 phén doan bang cich 4p dung bude lam két tua khéi ban dau (vi
du, két tia phan doan I-IV-1) ¢6 th8 duoc lam giau tiép theo cic quy trinh thich hop, vi du,
két ta (vi du, phan doan rudu ho#c phan doan polyetylen glycol), phuong phéap sdc ky (sic
ky trao dbi ion, sic ky &i luc, séc ky 4i lyc mién dich, v.v.), loc (siéu loc/loc thdm tach, loc

nano), siéu ly tAm, diéu ché bang xung dién, va cac quy trinh twong tu.
Diéu ché huyét twong da tach tia lanh

Nguyén liéu ban du da dugce ding dé didu ché ché phim IgG cd dac thuong ciu
thanh tir huyét tvong da dugc thu hdi (tirc 13, huyét trong di dugc tach ra khéi mau toan
phan ex vivo) hoic huyét twong ngudn (tirc 13, huyét twong dugc thu gom bang céch tach
hdng ciu khoi dich huyét twong). Quy trinh tinh ché thuong bit dau bang viéc 1am rd bang
huyét twong dong da gop lai trude d6, da duoc thir nghi¢m v& d0 an toan va kiém tra chét
lwong. Qua trinh 1am tan thudng dugce thyc hién & nhigt do khong 16n hon 6°C. Sau khi lam
tan hoan toan huyét trong déng & nhiét do thip, tién hanh ly tim & diéu kién lahh (vidy, <
6°C) dé tach riéng céc chat két tia lanh dang rdn ra khoi dich ndi 16ng. Theo céch khéc,
budc tach riéng c6 thé dugce thuc hién bang cach loc khdng phai bang cach ly tdm. Dich
16ng nbi trén bé mit (cling duge goi 1a “huyét twong da tach tia lanh”, sau khi céc protein
khong tan lanh di loai bd bang cach ly tAm tir huyét trong twoi da 1am tan) tiép d6 duge xtr
ly & bude tiép theo. Cac bude bd sung khic c6 thé duge tién hanh & thoi diém dé phéan 1ap
hoat tinh vong te ché yéu té tam (FEIBA), phutc hop yéu t IX, yéu t6 VII, khang thrombin
111, phtrc hop Prothrombin, v.v..

Lam két tda 1an thir nhat — két tia phan doan I-IV-1

Theo mét phuong &n, sang ché @& xuit phuwong phap phén doan protein trong mau
trong mAu huyét twong, phuong phap nay bao gbm budc lam két tia cac globulin mién dich
va A1PI ra khoi huyét twong ban dau trong budc tach thi nhét trong didu kién d6 pH thép,
ndng dd rwou cao. Bude lam két tia & do pH thép, ndng do ruou cao nay s& tao ra chét két
tiia (chét két tia phan doan I-IV-1) va dich ndi (dich néi phan doan I-IV-1).

Theo mot phuong én, budce lam két tha tht nhit duge thyuc hién bang cach phéi tron

etanol v6i von huyét twong ban dAu (vén Cohn) dén ndng do cudi nim trong khodng tlr 20%
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d&n 30% (thé tich) & d6 pH ndm trong khoang tir 5,0 d&én 6,0. Theo mot phuong 4n, etanol
duoc phdi trén véi vén Cohn dén ndng do cudi bing 25+3% (thé tich). Theo phuong an
khac, etanol dugc phéi tron v6i vén Cohn dén ndng d6 cubi bang 25+2% (thé tich). Theo
phuong an khéc, etanol dugc phéi tron v&i von Cohn dén ndng d6 cudi bang 25+1% (thé
tich). Theo phuong &n khéc, etanol dugc phéi tron v6i vén Cohn dén ndng d6 cudi bang
25% (thé tich). Tuong tu theo mot phuong 4n, budc 1am két tia thit nhat duge thyc hién &
6 pH bang 5,5+0,5. Theo phuong 4n khac, budc 1am két tia thi nhét duge thye hién & do
pH béng 5,5+0,4. Theo phuong 4n khac, bude lam két tua thr nhit dugc thue hién & 46 pH
bang 5,5+0,3. Theo phuong 4n khéc, bude lam két taa thtr nhit duge thuc hién & d6 pH
bang 5,5+0,2. Theo phuong an khéc, buge 1am két taa thtr nhit duge thuc hién & d6 pH
bang 5,5+0,1. Theo phuong 4n khéc, budc lam két tia thi nhit duge thuc hién & do pH
bang 5,5. Theo cac phuong 4n khéc, ndng dd etanol cubi va d6 pH cia budc lam két tia
thi nhét dugc chon tir céc bién thé tir 1 dén 2166, nhu dwgc liét ké trong Bang 1, Bang 2,
Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, Bang 7 va Bang 8.

Bang 1. Két hop do pH va ndng d etanol cudi hitu ich d6i voi viée 1am két tia von

Cohn ¢ do pH thép, néng dd ruou cao.

Ndng d6 etanol cudi [% (thé tich)]

20dén | 21 dén | 22 dén | 23 dén | 24 @én | 25 dén | 20 @én | 21 dén

bo pH
30 30 30 30 30 30 29 29
50dén | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién

6,0 thd1 | thd839 | th877 | thé 115 | thd 153 | thé 191 | thé 229 | thé 267

5,1 dn | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién

5,9 th€2 | th840 | th878 | thé 116 | thd 154 | thé 192 | thé 230 | thé 268

5,2dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién

5,8 thé3 | thd41 | thé79 | thé 117 | thd 155 | thé 193 | thé 231 | thé 269
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53dén | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5,7 thd4 | thd42 | th880 | thd8 118 | théd 156 | thé 194 | thé 232 | thé 270
5.4 dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5,6 thé5 | thd43 | thd81 | thd 119 | thd 157 | thd 195 | thd 233 | thé 271
5,0+0,2 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thd6 | thd44 | th882 | thd 120 | thé 158 | thé 196 | thé 234 | thé 272
5,1+0,2 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
th87 | thd45 | th883 | thd 121 | thd 159 | thd 197 | thd 235 | thé 273
52402 | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thd8 | thd46 | thd 84 | thd8 122 | thé 160 | thd 198 | thé 236 | thé 274
53+0,2 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thd9 | thd47 | th885 | thd 123 | thé 161 | thd 199 | thd 237 | thé 275
54402 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
th 10 | th848 | thé 86 | thé 124 | thd 162 | thé 200 | thé 238 | thé 276
5540,2 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
th11 | thd49 | thd 87 | thé 125 | thé 163 | thé 201 | thd 239 | thé 277
56+0,2 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
th12 | thd50 | thé 88 | thé 126 | thd 164 | thé 202 | thé 240 | thé 278
57402 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé13 | thd51 | théd 89 | thé 127 | thé 165 | thé 203 | thé 241 | thé 279
58+0,2 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
théd 14 | th&€52 | th890 | thd 128 | thé 166 | thé 204 | théd 242 | thé 280
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59+0,2 | Bién | Bién Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thd15 | th853 | thd91 | thd 129 | thé 167 | thd 205 | thé 243 | thé 281
6,0:0,2 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé 16 | thé 54 | thé 92 | thé 130 | thé 168 | thé206 | thé 244 | thé 282
50+0,1 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién | Bién Bién
thd17 | th855 | th893 | thd 131 | thé 169 | thd 207 | thé 245 | thé 283
5,1+0,1 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé 18 | thd56 | th8 94 | thd 132 | thé 170 | thé 208 | thé 246 | thé 284
5240,1 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé19 | thd57 | th895 | thé 133 | thé 171 | th 209 | thé 247 | thé 285
53+0,1 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé20 | thd58 | thd 96 | thé 134 | thé 172 | thé 210 | thd 248 | thé 286
54+0,1 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
théd21 | th&59 | th897 | thé 135 | thd 173 | thé 211 | thé 249 | thé 287
5,540,1 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé22 | thd60 | thé 98 | thd 136 | thé 174 | thé 212 | thé 250 | thé 288
56+0,1 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé23 | thde6l | th899 | thd 137 | thd 175 | thé 213 | thé 251 | thé 289
57+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién Bién
thd24 | thd 62 | thd 100 | thd 138 | thd 176 | thé 214 | thé 252 | thé 290
58+0,1 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thd 25 | thé 63 thé 139 | thé 177 | thé 215 | thd 253 | thé 291

thé 101
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59+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
th826 | thd64 | thé 102 | thé 140 | thé 178 | thé 216 | thé 254 | thé 292
6,00,1 | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
th827 | th865 | thd 103 | thé 141 | th8 179 | thé 217 | thé 255 | thé 293

5 Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé 28 | thé 66 | théd 104 | thé 142 | thd 180 | thé 218 | thé 256 | thé 294

5.1 Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
' th829 | thd67 | thd 105 | thé 143 | thé 181 | thé 219 | thé 257 | thé 295
5,2 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
th830 | thd 68 | thd 106 | thé 144 | thd 182 | thé 220 | thé 258 | thé 296

53 Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé31 | th869 | thé 107 | thé 145 | thé 183 | thé 221 | thé 259 | thé 297

5.4 Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
th832 | th870 | thé 108 | thé 146 | thé 184 | thé 222 | thé 260 | thé 298

5,5 Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé33 | th871 | th8 109 | thé 147 | thd 185 | thé 223 | thé 261 | thé 299

5,6 Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thé34 | thd72 | thd 110 | thé 148 | thd 186 | thé 224 | thé 262 | thé 300

5,7 Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thd35 | th&73 | thd 111 | thé 149 | thé 187 | thé 225 | thd 263 | thé 301

5,8 Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thd36 | th874 | thd 112 | thé 150 | thd 188 | thé 226 | thd 264 | thé 302
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5.9 Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
hé37 | thd75 | thé 113 | thd 151 | thé 189 | th8 227 | thé 265 | thé 303
6 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thd38 | thé 76 | thé 114 | thd 152 | thd 190 | thd 228 | thé 266 | thé 304

Bang 2. Két hop do pH va ndng do etanol cudi hiru ich dbi véi viéc lam két tia von

Cohn & d6 pH thép, ndng d6 rugu cao.

Ndng db etanol cudi [% (thé tich)]

poont | 2 dén | 23dén | 24dén | 25dén | 20dén | 21dén- | 22dén
(0]

PP 29 29 29 29 28 28 28

5,0 dén | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé
6,0 305 343 381 419 457 495 533

5,1 dén | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé Bién thé | Bién thé
5,9 306 344 382 420 458 496 534

5.2 dén | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé
5,8 307 345 383 421 459 497 535

53 dén | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Bién thé
5,7 308 346 384 422 460 498 536

5.4 dén | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
5,6 309 347 385 423 461 499 537

5,040,2 | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé Bién thé | Bién thé

' 310 348 386 424 462 500 538
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5,140,2 | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
311 349 387 425 463 501 539

52402 | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
312 350 388 426 464 502 540

53402 | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé
313 351 389 427 465 503 541

54402 | Biénthé | Biénthd | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé
314 352 390 428 466 504 542

55402 | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé
315 353 391 429 467 505 543

5,6+0,2 | Biénthé | Biénthd | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
316 354 392 430 468 506 544

57402 | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé
317 355 393 431 469 507 545

5,8+0,2 | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
318 356 394 432 470 508 546

5,9+0,2 | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
‘ 319 357 395 433 471 509 547

6,0£0,2 | Bién thé | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
320 358 396 434 472 510 548

5,0+0,1 | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé
321 359 397 435 473 511 549
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Bién thé

5,140,1 | Biénthé | Bién thé | Bién thé Bién thé | Bién thé | Bién thé
322 360 398 436 474 512 550

52+0,1 | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
323 361 399 437 - 475 513 551

53+0,1 | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
324 362 400 438 476 514 552

5,440,1 | Biénthé | Bién thé Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
325 363 401 439 477 515 553

5540,1 | Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bin thé | Bibn thé
326 364 402 440 478 516 554

5,6+0,1 | Bién thé | Bién thé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
327 365 403 441 479 517 555

5/7+0,1 | Bién thé | Bién th8 | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Biénthé | Bién thé
328 366 404 442 480 518 556

5,8+0,1 | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
329 367 405 443 481 519 557

5,9+0,1 | Biénthé | Biénthd | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Bién thé
330 368 406 444 482 520 558

6,040,1 | Biénthé | Biénthd | Biénthé | Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé
331 369 407 445 483 521 559

5 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thd | Bién thé | Bién thé
332 370 408 446 484 522 560
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5.1 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Biénthé | Bién thd | Bién thé | Bién thé
333 371 409 447 485 523 561
52 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé
334 372 410 448 486 524 562
5,3 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé
335 373 411 449 487 525 563
5.4 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
336 374 412 450 488 526 564
5,5 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
337 375 413 451 489 527 565
5.6 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé
338 376 414 452 490 528 566
5,7 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé
339 377 415 453 491 529 567
5.8 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thd | Bién thé | Bién thé
340 378 416 454 492 530 568
5,9 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé
341 379 417 455 493 531 569
6 Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé
342 380 418 456 494 532 570
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Bang 3. Két hop do pH va ndng do etanol cudi hitu ich dbi véi viéc 1am két tiia vén

Cohn ¢ d6 pH thép, néng dd ruou cao.

Ndng dd etanol cudi [% (thé tich)]

5 o] 23dén | 24dén | 25dén | 20dén | 21dn | 22dén | 23 dn
0
7P 28 28 28 27 27 27 27
5,0 dén | Biénthd | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
6,0 571 609 647 685 723 761 799
5,1 dén | Biénthd | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
5,9 572 610 648 686 724 762 800
52 dén | Biénthd | Bién thé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
5,8 573 611 649 687 725 763 801
53 dén | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
5,7 574 612 650 688 726 764 802
54 dén | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
5.6 575 613 651 689 727 765 803
5,0£0,2 | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
576 614 652 690 728 766 804
5,1+0,2 | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
577 615 653 691 729 767 805
52+0,2 | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
578 616 654 692 730 768 806
53+0,2 | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
579 617 655 693 731 769 807
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5,440,2 | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
580 618 656 694 732 770 808

5.5+0,2 | Biénthé | Bién thé | Biénthd | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
581 619 657 695 733 771 809

5,6+0,2 | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
582 620 658 696 734 772 810

5,740,2 | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
583 621 659 697 735 773 811

5.840,2 | Bién thé | Bién thé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
584 622 660 698 736 774 812

59+0,2 | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
585 623 661 699 737 775 813

6,0:0,2 | Biénthé | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
‘ 586 624 662 700 738 776 814

5,0£0,1 | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
587 625 663 701 739 777 815

5,120,1 | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
588 626 664 702 740 778 816

52+0,1 | Biénthé | Biénth | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
589 627 665 703 741 779 817

53+0,1 | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
590 628 666 704 742 780 818
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54+0,1 | Biénthd | Bién thé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
591 629 667 705 743 781 819

5,540,1 | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
' 592 630 668 706 744 782 820

5,6+0,1 | Biénthd | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
| 593 631 669 707 745 783 821

5,7+0,1 | Biénthd | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé Bién thé
594 632 670 708 746 784 822

5,8+0,1 | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé Bién thé
595 633 671 709 747 785 823

5,9+0,1 | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
596 634 672 710 748 786 824

6,0£0,1 | Biénthé | Bién thd | Bién thé | Biénthé | Bién thé | Bién thé Bién thé
597 635 673 711 749 787 825

5 Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé
598 636 674 712 750 788 826

5,1 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Biénthé | Bién thé
599 637 675 713 751 789 827

52 Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
600 638 676 714 752 790 828

53 Bibn thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
601 639 677 715 753 791 829
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5.4 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
602 640 678 716 754 792 830
5,5 | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Biénthé | Bién thé
603 641 679 717 755 793 831
5,6 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé
604 642 680 718 756 794 832
5,7 | Biénthé | Biénthd | Biénthé | Biénthé | Bién thé | Bién thé | Bién thé
605 643 681 719 757 795 833
5,8 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé
606 644 682 720 758 796 834
5,9 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé
607 645 683 721 759 797 835
6 Bién thé | Bién thé | Bién thé | Bién thd | Bién thé | Bién thé | Bién thé
608 646 684 722 760 798 836

Bang 4. Két hop @6 pH va ndng d6 etanol cudi hitu ich dbi véi viéc 1am két tia vén

Cohn & d0 pH thép, ndng do ruou cao.

Nbng d9 etanol cudi [% (thé tich)]

paon |2 dén | 25dén | 20 dén | 21 dén | 22dén | 23 dén | 24 dén | 25 dén
(6]
7P 27 27 26 26 26 26 26 26
5,0 dén Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
6,0 |thd837 |thé 875 |thé913 |th8951 | thé 989 | thé thé thé
1027 1065 1103
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51dén | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
50 | th8838 | thd876 |thd914 |th8952 | thé 990 | thé thé thé

1028 1066 1104

5,2 dén Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
58 |th8839 | thé 877 | th& 915 | thé 953 | thé 991 | thé thé thé

| | 1029 | 1067 | 1105

53dén | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
5,7 | thé 840 | thd 878 | thé 916 | thé 954 | th8 992 | thé thé thé

1030 1068 1106

54dén | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
56 |thé 841 | thé 879 | th& 917 | thé 955 | thé 993 thé thé thé

1031 1069 1107

50+0,2 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 842 | thé 880 | thé 918 | thé 956 | th8 994 | thé thé thé

1032 1070 1108

51402 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 843 | thé 881 | th8 919 | th& 957 | thé 995 thé thé thé

1033 1071 1109

52402 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 844 | thé 882 | th8 920 | th8 958 | thé 996 | thé thé thé

1034 1072 1110

53+0,2 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 845 | thd 883 | th 921 | th8 959 | th 997 | thé thé thé

1035 1073 1111
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54402 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 846 | thé 884 | thé 922 | thé 960 | thé 998 |  the thé thé

1036 1074 1112

55¢0,2 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 847 | thé 885 | thé 923 | thé 961 | th8 999 | thé thé thé

1037 1075 1113

56+0,2 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 848 | thé 886 | thd 924 | th 962 |  thé thé thé thé

1000 1038 1076 1114

5740,2 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 849 | thé 887 | thd 925 | th 963 |  thé thé thé thé

1001 1039 1077 1115

58+0,2 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 850 | thé 888 | thd 926 | th8 964 |  thé thé thé thé

1002 1040 1078 1116

59+0,2 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 851 | thé 889 | th8 927 | th8 965 |  thé thé thé thé

1003 1041 1079 1117

6,0£0,2 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 852 | thé 890 | thé 928 | thé 966 |  thé thé thé thé

1004 1042 1080 1118

50+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 853 | thé 891 | th8 929 | th8 967 | thé thé thé thé

1005 1043 1081 1119
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51+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 854 | thd 892 | th8 930 | thd 968 |  thé thé thé thé

1006 1044 1082 1120

52+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 855 | thé 893 | th8 931 | thé 969 |  thé thé thé thé

1007 1045 1083 1121

5,3+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé 856 | thé 894 | thd 932 [ thd 970 | thé thé thé thé

1008 1046 1084 1122

54+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 857 | thé 895 | thé 933 [thé 971 | thé thé thé thé

1009 1047 1085 1123

55+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 858 | thd 896 | thé 934 | thé 972 | thé thé thé thé

1010 1048 1086 1124

56+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 859 | thd 897 | thé 935 [ thd 973 |  thé thé thé thé

1011 1049 1087 1125

5,740,1 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 860 | thé 898 | th8 936 | th8 974 |  thé thé thé thé

1012 1050 1088 1126

58+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 861 | thé 899 | th8 937 | thd 975 | thé thé thé thé

1013 1051 1089 1127
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59+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 862 | thé 900 | thd 938 | thé 976 | thé thé thé thé

1014 1052 1090 1128

6,0£0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 863 | thé 901 | th8 939 | thé 977 | thé th® | thé thé

1015 1053 1091 1129

5 Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién

thé 864 | thé 902 | th8 940 | th 978 |  thé thé thé thé

1016 1054 1092 1130

5.1 Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién

thé 865 | thd 903 | thé 941 | th 979 |  thé thé thé thé

1017 1055 1093 1131

52 Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 866 | thé 904 | thé 942 | th8 980 | thé thé thé thé

1018 1056 1094 1132

53 Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 867 | thé 905 | thé 943 | th8 981 | thé thé thé thé

1019 1057 1095 1133

5,4 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé 868 | thé 906 | thd 944 | th8 982 | thé thé thé thé

1020 1058 1096 1134

5,5 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé 869 | th8 907 | thé 945 | thé 983 |  thé thé thé thé

| 1021 1059 1097 1135
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5.6 Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 870 | thd 908 | thd 946 | thé 984 |  thé thé thé thé

1022 1060 1098 1136

5,7 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé 871 | th8 909 | th8 947 | thé 985 | thé thé thé thé

1023 1061 1099 1137

5,8 Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 872 | th8 910 | thé 948 | thé 986 | thé thé thé thé

' 1024 1062 1100 1138

5,9 Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 873 | th8 911 | thé 949 | th 987 |  thé thé thé thé

1025 1063 1101 1139

6 Bién | Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé 874 | th8 912 | thé 950 | th 988 | thé thé thé thé

1026 1064 1102 1140

Bang 5. Két hop do pH va ndng do etanol cubi hiru ich déi véi viée 1am két tia vén

Cohn & do pH thép, ndng d6 ruou cao.

Nong d6 etanol cubi [% (thé tich)]

20dén | 21 dén | 22 d&én | 23 dén | 24 dén
Do pH 2041 | 21%1 | 22+1
25 25 25 25 25
5,0 dén Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
6,0 thé thé thé thé thé thé thé thé
1141 1179 | 1217 | 1255 1293 1331 1369 1407
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5,1dén | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
5,9 thé thé thé thé thé thé thé thé
1142 1180 1218 1256 1294 1332 1370 1408
52 dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5.8 thé thé thé thé thé thé thé thé
1143 1181 1219 1257 1295 1333 1371 1409
53 dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5,7 thé thé thé thé thé thé thé thé
1144 1182 1220 1258 1296 1334 1372 1410
54 dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5,6 thé thé thé thé thé thé thé thé
1145 1183 1221 1259 1297 1335 1373 1411
5,0+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1146 1184 1222 1260 1298 1336 1374 1412
5,140,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1147 1185 1223 1261 | 1299 1337 1375 1413
52402 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1148 1186 1224 1262 1300 1338 1376 1414
53+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1149 1187 1225 1263 1301 1339 1377 1415
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5,4+0,2 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1150 1188 1226 | 1264 1302 | 1340 1378 1416
55+0,2 | Bién | Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1151 1189 1227 1265 1303 1341 1379 1417
56+02 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1152 1190 1228 1266 1304 1342 1380 1418
5,740,2 | Bién Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1153 1191 1229 1267 1305 1343 1381 1419
5,8+0,2 | Bién Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1154 1192 1230 1268 1306 1344 1382 1420
5,9+0,2 | Bién Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1155 1193 1231 1269 1307 1345 1383 1421
6,0+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1156 1194 1232 | 1270 1308 1346 1384 1422
5040,1 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1157 1195 1233 1271 1309 1347 1385 1423
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5,1+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1158 1196 1234 1272 1310 1348 1386 1424
50+¢0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1159 1197 1235 1273 1311 1349 1387 1425
53+0,1 | Bién Bién | Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1160 1198 1236 1274 1312 1350 1388 1426
5,440,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1161 1199 1237 1275 1313 1351 1389 1427
5,540,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1162 1200 1238 1276 1314 1352 1390 1428
5,6+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1163 1201 1239 1277 1315 1353 1391 1429
5,740,1 | Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1164 1202 1240 1278 1316 1354 1392 1430
5,8+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1165 1203 1241 1279 1317 1355 1393 1431
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5,9+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1166 1204 1242 | 1280 1318 1356 1394 1432
6,0+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1167 1205 1243 1281 1319 1357 1395 1433
5 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1168 1206 1244 1282 1320 1358 1396 1434
5,1 Bién Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1169 1207 1245 1283 1321 1359 1397 1435
52 Bién Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1170 1208 1246 1284 1322 1360 1398 1436
53 Bién Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1171 1209 1247 1285 1323 1361 1399 1437
5.4 Bién Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1172 1210 1248 1286 1324 1362 1400 1438
55 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1173 1211 1249 1287 1325 1363 1401 1439
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5.6 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1174 1212 1250 1288 1326 1364 1402 1440
5,7 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1175 1213 1251 1289 1327 1365 1403 1441
5,8 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1176 1214 1252 | 1290 1328 1366 1404 1442
5,9 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1177 1215 1253 1291 1329 1367 1405 1443
6. Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1178 1216 1254 1292 1330 1368 1406 1444

Bang 6. Két hop d6 pH va ndng do etanol cudi hitu ich d6i véi viéc 1am két tia von

Cohn & do pH thép, ndng d6 rugu cao cia vbn Cohn

Ndng d6 etanol cudi [% (thé tich)]

DopH | 23+1 | 24+1 | 251 | 26+1 | 27£1 | 281 | 29+#1 | 3041
5,0 dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
6,0 thé thé thé thé thé thé thé thé
1445 1483 1521 1559 1597 1635 1673 1711

-45-




35034

5,1dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5.9 thé thé thé thé thé thé thé thé
1446 1484 1522 1560 1598 1636 1674 1712

5.2 dén Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5,8 thé thé thé thé thé thé thé thé
1447 1485 1523 1561 1599 1637 1675 1713

53 dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5,7 thé thé thé thé thé thé thé thé
1448 1486 1524 1562 1600 1638 1676 1714

54 dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5,6 thé thé thé thé thé thé thé thé
1449 1487 1525 1563 1601 1639 1677 1715

5,0+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1450 1488 1526 1564 1602 1640 1678 1716

5,1+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1451 1489 1527 1565 1603 1641 1679 1717

52402 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1452 1490 1528 1566 1604 1642 1680 1718

5340,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1453 1491 1529 1567 1605 1643 1681 1719
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54402 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1454 1492 1530 1568 1606 1644 1682 1720
5,540,2 | Bién Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1455 1493 1531 1569 1607 1645 1683 1721
56+02 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1456 1494 1532 1570 1608 1646 1684 1722
5,740,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1457 1495 1533 1571 1609 1647 1685 1723
5,840,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1458 1496 1534 | 1572 | 1610 1648 1686 1724
59402 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1459 1497 1535 1573 1611 1649 1687 1725
6,040,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1460 1498 1536 1574 1612 1650 1688 1726
5,0+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1461 1499 1537 1575 1613 1651 1689 1727
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5,1+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1462 1500 1538 1576 1614 1652 1690 1728
52+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1463 1501 1539 1577 1615 1653 1691 1729
53+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1464 1502 1540 1578 1616 1654 1692 1730
54+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1465 1503 1541 1579 1617 1655 1693 1731
5,5+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1466 1504 1542 1580 1618 1656 1694 1732
5,6+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1467 1505 1543 1581 1619 1657 1695 1733
5,740,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1468 1506 1544 1582 1620 1658 1696 1734
58+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién Bién | Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1469 1507 1545 1583 1621 1659 1697 1735
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5,9+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién | Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1470 1508 1546 1584 1622 1660 1698 1736

6,040,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
' thé thé thé thé thé thé thé thé

1471 1509 1547 1585 1623 1661 1699 1737

5 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1472 1510 1548 1586 1624 1662 1700 1738

5,1 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1473 1511 | 1549 1587 1625 1663 1701 1739

52 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1474 1512 1550 1588 1626 1664 1702 1740

5,3 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1475 1513 1551 1589 1627 1665 1703 1741

5.4 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1476 1514 1552 1590 1628 1666 1704 1742

55 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1477 1515 1553 1591 1629 1667 1705 1743
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5,6 Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién Bién
thé thé thé thé thé " thé thé thé
1478 1516 1554 1592 1630 | 1668 1706 1744
5,7 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé | thé thé thé thé thé thé
1479 1517 1555 1593 1631 1669 1707 1745
5,8 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1480 1518 1556 1594 1632 1670 1708 1746
5,9 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1481 1519 1557 1595 1633 1671 1709 1747
6 Bién Bién Bién Bién | Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1482 1520 1558 1596 1634 1672 1710 1748

Bang 7. Két hop 46 pH va ndng do etanol cubi hitu ich dbi véi viéc lam két tia von

Cohn & do pH thép, ndng do rugu cao.

Ndng db etanol cudi [% (thé tich)]

bo pH 20 21 22 23 24 25 26 27
50dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
6,0 thé thé thé thé thé thé thé thé

1749 1787 1825 1863 1901 1939 1977 2015
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5,1dén | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
5,9 thé thé | thé thé thé thé thé thé
1750 1788 | 1826 1864 1902 1940 1978 | 2016
52 dén | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5,8 thé thé thé thé thé thé thé thé
1751 1789 1827 1865 1903 1941 1979 | 2017
53 dén | Bién Bién Bién Bién | Bién Bién Bién Bién
5,7 thé thé thé thé thé thé thé thé
1752 1790 1828 1866 1904 1942 1980 | 2018
5.4 dén Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
5,6 thé thé thé thé thé thé thé thé
1753 1791 1829 1867 1905 1943 1981 2019
5,0+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1754 1792 1830 1868 1906 1944 1982 | 2020
5,1+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1755 1793 1831 1869 1907 1945 1983 2021
5240,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1756 1794 1832 1870 1908 1946 1984 | 2022
53+02 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1757 1795 1833 1871 1909 1947 1985 | 2023
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5,44+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1758 1796 1834 | 1872 1910 1948 1986 | 2024

5,540,2 | Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1759 1797 1835 1873 1911 1949 1987 | 2025

5,6+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1760 1798 1836 1874 1912 1950 1988 | 2026

5,740,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1761 1799 1837 1875 1913 1951 1989 | 2027

5,8+0,2 | Bién Bién | Bién Bién | Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1762 1800 1838 1876 1914 1952 1990 | 2028

5,9+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1763 1801 1839 1877 1915 1953 1991 2029 |

6,0+0,2 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé

1764 1802 1840 1878 1916 1954 1992 | 2030

5,0+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
‘ thé thé thé thé thé thé thé thé
1765 1803 1841 1879 1917 1955 1993 | 2031
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5,1+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién | Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1766 1804 1842 1880 1918 1956 1994 | 2032
52+0,1 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1767 1805 1843 1881 1919 1957 1995 | 2033
53+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién | Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1768 1806 1844 1882 | 1920 1958 1996 | 2034
5,4+0,1 | Bién Bién Bién Bién | Bién Bién | Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1769 1807 1845 1883 1921 1959 1997 | 2035
5,5+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1770 1808 1846 1884 1922 1960 1998 | 2036
56+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién | Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1771 1809 1847 1885 1923 1961 1999 | 2037
5,740,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién | Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1772 1810 1848 1886 1924 1962 | 2000 | 2038
5,8+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thd thé thé thé thé thé thé
1773 1811 1849 1887 1925 1963 | 2001 2039
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5,940,1 | Bién Bién Bién Bién Bién | Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1774 | 1812 | 1850 | 1888 1926 | 1964 | 2002 | 2040
6,0+0,1 | Bién Bién Bién Bién Bién | Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1775 1813 1851 1889 | 1927 | 1965 | 2003 | 2041
5 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1776 | 1814 1852 | 1890 | 1928 | 1966 | 2004 | 2042
5,1 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1777 1815 1853 1891 1929 | 1967 | 2005 | 2043
50 | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién | Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1778 | 1816 | 1854 | 1892 | 1930 | 1968 | 2006 | 2044
5,3 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé - thé thé thé thé
1779 | 1817 1855 1893 1931 1969 | 2007 | 2045
5,4 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1780 | 1818 1856 | 1894 | 1932 | 1970 | 2008 | 2046
5,5 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1781 1819 1857 1895 1933 1971 | 2009 | 2047
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5.6 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1782 1820 1858 1896 1934 1972 | 2010 | 2048
5,7 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1783 1821 1859 | 1897 | 1935 1973 | 2011 2049
5,8 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1784 1822 1860 1898 1936 1974 | 2012 | 2050
5,9 Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé thé thé thé thé thé
1785 1823 1861 1899 1937 1975 | 2013 | 2051
6 Bién Bién | Bién Bién Bién Bién Bién Bién
thé thé thé | thé thé thé thé thé
1786 1824 1862 1900 1938 1976 | 2014 | 2052

Bang 8. Két hop do pH va ndng d9 etanol cudi hitu ich d6i voi viée 1am két taa von

Cohn ¢ do pH thép, néng d6 ruou cao.

Nbng do etanol cudi [% (thé tich)]

b6 pH

28

29

30

5,0 dén 6,0

Bién thé 2053

Bién thé 2091

Bién thé 2129

5,1 dn 5,9

Bién thé 2054

Bién thé 2092

Bién thé 2130

5,2 dn 5,8

Bién thé 2055

Bién thé 2093

Bién thé 2131
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5,3 dén 5,7 | Bién thé 2056 | Bién th8 2094 | Bién thé 2132
5,4 dén 5,6 | Bién thé 2057 | Bién thé 2095 | Bién thé 2133
5,0+0,2 | Bién thé 2058 | Bién thé 2096 | Bién thé 2134
5,140,2 | Bién thd 2059 | Bién th8 2097 | Bién thé 2135
5,2+0,2 | Bién thé 2060 | Bién thé 2098 | Bién thé 2136
53+0,2 | Biénthd 2061 | Bién thd 2099 | Bién thé 2137
5.4+0,2 | Bién thé 2062 | Bién thé 2100 | Bién thé 2138
5,540,2 | Bién thé 2063 | Bién thé 2101 | Bién thé 2139
5,6+0,2 | Bién thd 2064 | Bién th8 2102 | Bién thé 2140
57402 | Bién thd 2065 | Bién thé 2103 | Bién thé 2141
5,8£0,2 | Bién thé 2066 | Bién thé 2104 | Bién thé 2142
5,9+0,2 | Bién thé 2067 | Bién thé 2105 | Bién thé 2143
6,040,2 | Bién thd 2068 | Bién thé 2106 | Bién thé 2144
5,040,1 |Bién thé 2069 Bién thé 2107 | Bién thé 2145
5,140,1 | Bién thé 2070 | Bién thé 2108 | Bién thé 2146
5,240,1 | Bién thd 2071 | Bién thé 2109 | Bién thé 2147
5,3+0,1 |Biénthé 2072 | Bién th8 2110 | Bién thé 2148
54+0,1 |Bién th& 2073 | Bién thd 2111 | Bién thé 2149
5,540,1 | Bién thé 2074 | Bién thé 2112 | Bién thé 2150
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5,6+0,1 | Bién thé 2075 | Bién thé 2113 | Bién thé 2151
5,7£0,1 |Biénthé 2076 | Bién thé 2114 | Bién thé 2152
5,840,1 |Biénthd2077 | Biénthé 2115 | Bién thé 2153
5,9+0,1 | Biénthd 2078 | Bién thé 2116 | Bién thé 2154
6,040,1 | Biénth 2079 | Bién thé 2117 | Bién thé 2155
5 Bién thé 2080 | Bién thé 2118 | Bién thé 2156
5,1 Bién thé 2081 | Bién thé 2119 | Bién thé 2157
52 Bién thé 2082 | Bién thé 2120 | Bién thé 2158
5,3 Bién thé 2083 | Bién thé 2121 | Bién thé 2159
5,4 Bién th 2084 | Bién thé 2122 | Bién thé 2160
5,5 Bién thé 2085 | Bién thé 2123 | Bién thé 2161
5,6 Bién thé 2086 | Bién thé 2124 | Bién thé 2162
5,7 Bién thé 2087 | Bién thé 2125 | Bién thé 2163
5,8 Bién thé 2088 | Bién thé 2126 | Bién thé 2164
5,9 Bién th8 2089 | Bién thé 2127 | Bién thé 2165

6 Bién th 2090 | Bién thé 2128 | Bién thé 2166

Do d6, theo mdt phuong an, sang ché @ xuit phwong phép phan doan protein trong
méu trong mAu huyét twong, phuong phap nay bao gdm céc bude: lam két tila globulin mién
dich va A1PI & buéce lam két thia thtr nhit bing cach bd sung etanol vao vbn Cohn dén ndng

d6 cudi nam trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén 6,0 @é
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taora chét két tia thu nhét va dich ndi thir nhét; tch riéng chét két tua thir nhét ra khéi dich
nbi thur nhét; trong d6 dich ndi thir nhit chira it nhit 75% lugng albumin cla vdn Cohn.
Theo mot phuwong an, etanol dugce phéi trén véi vén Cohn dén ndng do cudi bang 25+3%

(thé tich).

Theo mot phuong an cia phuong phép theo séng ché, it nhit 90% lugng globulin
mién dich ciia vdn Cohn ban ddu dugc lam két tia trong phan tng két tha ban dau. Theo
mdt phuong an wu tién, it nhét 95% luong globulin mién dich ciia vbn Cohn ban du duoc
lam két tia trong phan tng két tia ban diu. Theo mdt phuong 4n wu tién hon nita, it nhét
99% lugng globulin mién dich ctia vén Cohn ban ddu dugc lam két tia trong phan Gng két
tiia ban diu. Theo mot sé phwong 4n, it nhat 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, hodc nhidu hon ham luong globulin mién dich cia vén Cohn ban dau duoc 1am
két tia trong phan tmg két tiia ban dau. Theo mot phuong én cu thé hon, ham lugng globulin
mién dich ctia vén Cohn ban ddu ding dé chi ham luong IgG, IgA, va IgM cua vén Cohn
ban dau. Theo mdt phwong 4n dic biét, ham lugng globulin mién dich ctia vén Cohn ban

dAu dung dé chi ham lugng IgG cla v6n Cohn ban dau.

Theo mét phuong én cia phuong phép theo sang ché, it nhit 80% luong alpha-1-
khang trypsin (A1PI) cua vén Cohn ban diu duoc 1am két tda trong phan Gng két tia ban
dAu. Theo mdt phwong 4n wu tién, it nhit 90% lugng A1PI cua vbn Cohn ban dau duoc [am
- két tia trong phan tng két tiia ban d4u. Theo mdt phuong 4n wu tién hon nita, it nhat 95%
lwong A1PI ctia vén Cohn ban du duoc 1am két tua trong phan tng két tia ban dau. Theo
mot s& phuong 4n, it nhit 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% lugng A1PI ciia vén Cohn ban dauhogc

nhidu hon duge 1am két tia trong phan Gng két tia ban dau.

Theo mdt phuong 4n cua phixcmg phap theo séng ché, it nhit 70% lugng yéu t6 H
ctia vén Cohn ban dau dugc lam két tia trong phan tmg két tia ban dau. Theo mdt phuong
4n wu tién, it nhit 80% lwong yéu t& H ctia von Cohn ban dau dugc 1am két tia trong phan
trng két tiia ban dau. Theo mdt phuwong 4n wu tién, it nhét 90% lwong yéu t6 H ciia von Cohn
ban du duge 1am két tia trong phan Gmg két tia ban dau. Theo mot phuong 4n uu tién hon

nita, it nht 95% luong yéu t6 H ctia vbén Cohn ban ddu duoc 1am két tia trong phan tmg
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két tha ban dAu. Theo mdt s phuong 4n, it nhit 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%,
T7%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% lwong yéu t& H ctia von Cohn ban dauhogc

nhidu hon dugc lam két tia trong phan tmg két tia ban dau.

Theo mét phuong an ctia phuong phép theo sang ché, it nhat 70% luong chét wrc ché
inter-alpha (Ialp) ctia vén Cohn ban d?;u duoc 1am két tua trong phan Gng két tia ban du.
Theo mot phuong an wu tién, it nhat 80% lugng Ialp clia v6n Cohn ban dau dugc 1am két
tiia trong phan tng két tia ban du. Theo mdt phwong 4n uu tién, it nhit 90% luwgng Ialp
ctia vén Cohn ban diu duge 1am két tua trong phan tmg két tia ban dau. Theo mdt phuong
4n wu tién hon nita, it nhit 95% lugong lalp cua vdn Cohn ban diu dugc lam két tia trong
phan tmg két tia ban dau. Theo mot s& phuong 4n, it nhit 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% lugng Ialp ciia vén Cohn ban

dAuhoic nhiu hon dugc lam két tha trong phan tng két tha ban dau.

Do d6, theo mdt phuong &n, sang ché dé xuit phwong phép phin doan protein
ciamau trong vén Cohn, phuong phép ndy bao gbm céc bude: lam két tia cac globulin
mién dich, A1PL yéu t6 H, va Ialp trong budc tach thir nhit biang cach bd sung etanol vao
vén Cohn dén ndng d6 cubi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH ndm trong khoang
tir 5,0 dén 6,0 dé tao ra cht két tua thir nhit va dich ndi thi nhat; tach riéng chit két tia
thir nhét ra khoi dich ndi thir nhét; trong d6 két tia thi nh:%t chtra 1.) it nhit 95%, t6t hon
néu it nhét 97%, tét hon nita 1 chtra it nhit 99% luong IgG clia vén Cohn ban dau, ii.) it
nhét 90%, t6t hon néu chtra it nhat 95%, t6t nhat 1a chira it nhit 97% luong A1PI cta vén
Cohn ban du, iii.) it nhét 80%, t6t hon néu chira it nhat 90%, tot hon nita 13 chira it nhit
95% luong yéu t6 H ctia vén Cohn ban dAu, va iv.) it nhit 80%, t6t hon néu it nhat 90%,
t6t hon nita 1 chtra it nhit 95% lwong Ialp cla vén Cohn ban dau, va tiép theo trong d6
dich ndi thr nhit chira it nhit 70%, tét hon néu chia it nhét 80%, tét hon nira 1a chua it
nhit 90% luong albumin cia vén Cohn. Theo mdt phuong an, bude lam két tia thir nhat
duoc thue hién bing cach phdi tron etanol vi vén huyét tvong ban dau (v6n Cohn) dé thu

dwoc ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 22% dén 28% (thé tich) & d6 pH ndm trong khoang
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tir 5,0 dén 6,0. Theo mo6t phuong 4n, etanol dugc phéi trdn v6i vén Cohn dén néng d6 cudi
bing 25+3% (thé tich). Theo phuong 4n khac, etanol dugce phéi tron vi von Cohn dén ndng
do cubi béng 25+2% (thé tich). Theo phwong én khéc, etanol dwoc phdi tron véi vén Cohn
dén ndng d6 cudi bang 25+1% (thé tich). Theo phuong 4n khéc, etanol dugc phdi trén véi
vén Cohn dén ndng dd cudi bing 25% (thé tich). Twong ty theo mot phuong 4n, bude lam
két taa tht nhét duoc thuc hién & d6 pH bang 5,5+0,5. Theo phuong 4n khéc, budc lam két
tia thir nhit duoc thuc hién & do pH bing 5,5+0,4. Theo phuong 4n khac, buéc 1am két tia
thir nhat duge thue hién & d pH bang 5,5+0,3. Theo phuong 4n khéc, bude 1am két tha thir
nhét dwoc thue hién & do pH bing 5,5+0,2. Theo phuong 4n khéc, budce 1am két tia thi
nhét duoc thuc hién & dd pH bing 5,5+0,1. Theo phuong an khéc, budc lam két tha thir
nhét duoc thuc hién & dd pH béng 5,5. Theo cac phuong 4n khéc, néng d6 etanol cudi va
gai tri pH clia budce lam két tha thir nhét dugc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugc

liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, Bang 7 va Bang 8.
Diéu ché ché pham globulin mién dich

N6i chung, cc ché phim globulin mién dich theo sang ché c6 thé duoc didu ché tir
nguyén liéu huyét tuong ban dau thich hop bat ky, vi du, huyét trong da thu hdi hodc huyét
tuong ngudn. Trong vi du cu thé, méu hoic huyét twong duoc thu gom tir thé cho khoe
manh. Thong thuong, méu duge thu gom tur nhiéu loai dong vit twong tw nhu dbi tuong
duoc ding ché phdm globulin mién dich (thudng dwgc goi 1a cac globulin mién dich “twong
ddng”). Huyét twong da thu hdi hogic huyét twong ngudn ¢6 thé hoic khong thé duge 1am
két tha lanh dé tao ra huyét twong da tach tia lanh. Hon nita, huyét twong hodc huyét twong
da tach tua lanh ciing ¢6 thé duge xir Iy d8 loai bd mot hodc nhiéu yéu t6 mau bang cach
hép phu, séc ky trao ddi ion, hoic phuong phép sic ky khac. Cac globulin mién dich tiép
d6 duoc 1am két tia ra khoi huyét trong hodc huyét twong da tach tia lanh nguyén liéu ban
dau, duogc goi la “ybn Cohn,” trong diéu kién do pH thép, nf“)ng dd ruou cao d8 tao ra chét

két taa phan doan I-IV-1.

Céc globulin mién dich ¢6 thé duoc 1am giau tiép tir chét két tiia phan doan I-IV-1
theo quy trinh thich hop, vi dy, lam két tia (phan doan bing rugu hoic phan doan bang

polyetylen glycol), phuong phap sic ky (vi dy, sc ky trao dbi ion, sic ky ai luc, sac ky 4i
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luc mién dich, v.v.), loc (Siéu loc/loc thAm tach, loc nano), siéu ly tAm, didu ché bang xung
dién, va cac quy trinh twong ty. (xem, vi dy, Cohn et al., J. Am. Chem. Soc. 68:459-75
(1946); Oncley et al., J. Am. Chem. Soc. 71:541-50 (1949); Barundern ef al., Vox Sang.
7:157-74 (1962); Koblet et al., Vox Sang. 13:93-102 (1967); cac patent My sb 5,122,373
va 5,177,194; PCT/US2010/036470; va PCT/US2011/038247; ndi dung cia ching dugc

dua vao ddy hoan toan bing cich vién din nhim moi myc dich).
Xt ly nguoc

Trong s céc khia canh khéc, sing ché @ xuét phuong phap phan doan protein c6
mat trong huyét twong da gop lai bang céach thuc hién bude lam két tiia ban ddu ma lam két
ta phan 16n globulin mién dich va ham lugng alpha-1-khang trypsin cia huyét trong ban
du. D& 1am tang tiép do tinh khiét ciia cac protein huyét twong riéng ré (vi dy, 1gG, A1PI,
yéu t6 H, Ialp, v.v.) thdy trong chét két tiia va dich ndi ctia buéc lam két tha ban dau, cac
ché phdm nay c6 thé dugc 1am giau tiép bang cach phan doan (vi duy, bang cach lam két tua
béng ruou, 1lam két tia bang PEG, 1am Kkét taa béng mudi, v.v.), sic ky, loc, hoic phuong
phép khac. Mic du viéc &p dung céc k¥ thuét khac nhau nay @& 1am giau protein c6 ngudn
gdc tir huyét twong c6 thé dugc thue hién theo tht ty bat k¥, theo phwong 4n cu thé, chit
két tiia va/hodc dich ndi thir nhét dugc phén doan thu nhét (vi dy, béng cach 1am két tua
bing etanol) va tiép d6 lam gidu bang cach 4p dung k¥ thuat sic ky va/hoic loc. Theo sang
ché, phan tng két tia ban d4u va phéan doan tiép theo dugc goi két hop 13 cac bude “xtr Iy

nguoc”, trong khi d6 céc bude sic ky va loc duge goi két hop 1a cac bude “xit 1y thuan”.
Lam két tia globulin mién dich khéi

Theo sang ché, cac tac gia sang ché da phat hién ra phuwong phép phan doan céi thién
huyét twong ciia ngudi dé tinh ché protein c6 hoat tinh diéu tri hitu ich trong méau nhu céc
globulin mién dich, alpha-1-khéng trypsin (A1PI), yéu t6 H, protein tic ché inter-alpha
(Ialp), albumin, fibrinogen, v.v.. Phwong phép nay hop nhit bude tinh ché ban dau trong
do phén 16n globulin mién dich, A1PI, yéu td H, Ialp, va fibrinogen cta vdn Cohn ban dau
(tirc 13, mAu, huyét twong, va/hodc huyét twong chwa dugc xit 1y) dugc 1am két tha va phan
16n ham lugng albumin cua vbén Cohn ban dau vén gitr dugce trong dich ndi. Theo cach c6

loi, cac tac gia sang ché da phat trién phuong phép tach riéng céc globulin mién dich ra
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khoi A1PL yéu td H, va Ialp bing céach chiét cac globulin mién dich, chtr khong phai cac
protein khéc, ra khoi chét két tha ban diu. Cu thé, céc tac gié sang ché nhan }théy rang viéc
xtt 1y hdn dich chira chat két tiia ban dAu bang silic dioxit d dugc nghién min (Si02) s& cai
thién dwoc kha ning luu gitt A1PI, yéu t6 H, va Ialp trong phan doan khong hoa tan. Khong
nhim bi rang budc béi Iy thuyét, céé tac gia séng ché tin ring trong c4c didu kién nhét dinh,
AlPI, yéu td H, va Talp, ma co thé ban diu duoc chiét tir chit két tua, gén két voi silic dioxit
da dugce nghién min, tiép theo dugc loai bé cling véi ph'?m khéng hoa tan ctia hdn dich. Viée
tach riéng dich ndi thu dwgc (tirc 13, phan doan hoa tan cta hdn dich) tao dung dich d3 dugc

1am giau chtra phan 16n thanh phan globulin mién dich ctia phan doan Cohn ban dau.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuét phuong phép didu ché ché phim globulin mién
dich da dwgc 1am giau tir von Cohn, phuong phép nay bao gdm céc budc: 1am két tia dong
thdi cac globulin mién dich va alpha-1-khang trypsin (A1PI) ra khoi vbn Cohn, trong budc
1am két tia thir nhit, dé tao ra chit két tia thir nhat va dich ndi thir nhat; tao hdn dich két
tiia tht nhat dé tao ra hdn dich thtr nhét; loai bd A1PI ra khoi hdn dich; va thu hdi phan
doan hoa tan cua hdn dich thi nhét, tir d6 tao ra ché phdm globulin mién dich da duoc lam
giau. N6i chung, cdc phuong phép lam két tha bat ky dé 1am két tia cac globulin mién dich
va A1PI c6 thé duge st dung, bao gdbm, nhung khong chi gi6i han &, két tha bang ruou (vi
du, str dung etanol hodc metanol), két tia bang cach sir dung polyme hoa tan trongnuéc (vi
du, PEG hoic dextran), va két taa b%mg mudi (vi dy, str dung amoni phosphat, amoni sulfat,
natri xitrat, v.v.). Theo mot phuwong 4n uvu tién, budc lam két tha 1a 1am két tha bang ruou,
t6t hon 1a 1am két tia bing etanol. Theo mdt phuong 4n, ché phdm globulin mién dich da

duoc 1am giau 13 ché pham IgG.

Theo mdt phuwong an, budce lam két tia thir nhét duge thuc hién bang cach phdi tron
etanol v&i vén Cohn dén ndng d6 cudi nim trong khoang tir 20% dén 30% (thé tich) & dd
pH nam trong khoang tu 5,0 dén 6,0. Theo mot phuong an, etanol dugce phéi tron véi vén
Cohn dén ndng d6 cubi bang 25+3% (thé tich). Theo phuong 4n khéc, etanol dugc phdi
tron v6i von Cohn dén ndng do cubi bing 25+2% (thé tich). Theo phudng an khac, etanol
dugc phéi tron voi von Cohn dén ndng d6 cudi bang 25+1% (thé tich). Theo phuong 4n

khac, etanol duoc phdi trén véi vén Cohn dén ndng do cudi bing 25% (thé tich). Twong tu
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theo mot phuong an, bude lam két tiia thir nhét duoc thuc hién & do pH béng 5,5+0,5. Theo
phuong 4n khéc, budce 1am két tia thir nhdt duge thuc hién & o pH bang 5,5+0,4. Theo
phuong 4n khéc, budce 1am két tia thir nhdt duge thuc hién & d6 pH bang 5,5+0,3. Theo
phuong én khéc, budc lam két tha thi nhét duge thuc hién & do6 pH bang 5,5+0,2. Theo
phuong 4n khac, budce 1am két tia thir nhét duge thye hién & do pH bang 5,5+0,1. Theo
phuong an khéac, buéc lam két ta tha nhét duoc thue hién & do pH bang 5,5. Theo cic
phuong 4n khac, ndng d6 etanol cudi va do pH ctia budc 1am két tia thir nhét duoc chon tir
céc bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5,
Bang 6, Bang 7 va Bang 8. Theo m¢t phuong én, ché pham globulin mién dich d duoc lam

giau 1a ché pham IgG.

Phuong phép theo sang ché tao ra hi¢u suét thu hdi globulin mién dich trong thanh
phém d4 dugc 1am giau cao hon dang ké do 1am két tiia phan 16n lugng globulin mién dich
ctia von Cohn ban diu trong phan tmg két tia ban dAu, so v6i cac quy trinh tinh ché da biét

ma dua vao cac bude lam két tia & ndng d6 ruou thip ban dau (tie 13, két tha phan doan I).

Do d6, theo mdt phuong an cia phuong phép theo séng ché, it nhit 90% lugng
globulin mién dich cta vén Cohn ban du dugc 1am két ta trong phan tng két tia ban dau.
Theo mot phuong én vu tién, it nhét 95% luong globulin mién dich cua vbn Cohn ban diu
duoc 1am két tia trong phan ung két tia ban diu. Theo mot phuwong 4n wu tién hon nita, it
nhe‘it 99% lwong globulin mién dich cta v6n Cohn ban d4u dugc 1am kéf tda trong phan tng
két thia ban dAu. Theo mdt s6 phuong 4n, it nhét 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% lugng globulin mién dich ctia vén Cohn ban diu hodc nhiéu hon dugc lam
két tua trong phan tng két tia ban dau. Theo mot phuong 4n dic biét, ham lugng globulin

mién dich ctia vén Cohn ban daula luong IgG cia vbn Cohn ban dau.

Nhu dugc thé hién trong cic vi du trong ban mo ta, viéc ap dung budc lam két toa &
d6 pH ban déau thip, ndng dd ruou cao (tc 13, két tha phan doan I-IV-1) 1am két tha it nhat
99% luong IgG cua v6n Cohn ban ddu. Do d6, theo mot phwong 4n, séng ché dé xuét
phuong phép didu ché ché phdm globulin mién dich da dugc lam giau, phuong phép bao
gdm céc budc: 1am két toa thanh phan IgG véi lugng ndm trong khoang tir 99% dén 100%
IgG ra khoi vbn Cohn trong budc tach thi nhét bing cach bd sung etanol vao vén Cohn
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dén ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén
6,0 dé tao ra chit két tia thu nhét va dich ndi thir nhit; tich riéng chit két tia thi nhét ra
khoi dich ndi thit nhét; va thu hdi IgG tir chit két tua thir nhét, tir d6 tao ra ché phdm globulin
mién dich d3 dugc lam gidu. Theo mot phuong an, IgG thu hdi tir chét két tha thir nhit duoc
lam giau tiép. Theo mot s6 phuong 4n, ndng d6 etanol cubi va do pH ding ébude 1am két
tda & do pH thap, ndng d ruou cao duge chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu duoc liét ké
trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, Bang 7 va Béang 8. Theo mot
phuong 4n, ché phdm globulin mién dich da dugc lam giau 13 ché phdm IgG. Theo mét

phuong én, etanol dugc phéi tron véi von Cohn dén ndng d6 cubi bang 25+3% (thé tich).

Nhu duge chimg minh bang dit lidu thé hién trong Bang 15 va Bang 31, 16n hon
97% thanh phan alpha-1-khéng trypsin (A1PI) cta vén Cohn ciing dugc 1am két tia bang
bude lam két tha & d6 pH ban dau thdp, ndng do rugu cao. Do d6, theo mot phuong é4n,
sang ché @& xuét phuong phéap diéu ché ché phdm globulin mién dich d3 dwoc lam giau,
phuong phap nay bao gdm c4c budc: lam két tia tir 95% dén 100% thanh phan IgG va A1PI
ra khoi vén Cohn trong budc lam két tia thi nhit bang cach bd sung etanol vao vén Cohn
dén héng d6 cubi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH ndm trong khoang tir 5,0 dén
6,0 d& tao ra chét két tia thir nhét va dich ndi tht nhét; tao hdn dich két tha thir nhét dé tao
ra hdn dich thir nhat; loai bd AIPI ra khéi hdn dich; va thu hdi phén doan hoa tan clia hdn
dich thit nhét, tir d6 tao ra ché phém globulin mién dich d dugc 1am giau. Theo mot phuong
an, etanol duoc phéi tron v6i vén Cohn dén ndng d6 cudi bang 25+3% (thé tich). Theo mdt
phwong an, IgG thu hdi tir chit két tia thir nhit dwogc lam giau tiép. Theo phwong 4n khAc,
A1PI dugc loai ra khéi hdn dich dugc 1am giau tiép. Theo mot sb phuong én, néng d6 etanol
cubi va d6 pH da ding trong bude lam két tiia & do pH thép, ndng d6 rugu cao dugc chon
tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang
5, Bang 6, va Bang 7. Theo mdt phuong 4n wu tién, tir 99% dén 100% thanh phén IgG cua
vén Cohn dugc 1am két tia trong budc 1am két tha thi nhét. Theo mot phuong 4n, ché phdm

globulin mién dich da dugc 1am giau 1a ché phdm IgG.

Hon nita, nhan thdy ring thanh phan albumin 16n hon 90% cua vbén Cohn khéng

duogc 1am két tia bang budc lam két tha & d6 pH ban d4u thip, ndng d6 rugu cao (Bang 33),
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va tir d6 c6 thé dugc thu hdi tir dich ndi. Do d6, theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuit
phuong phap diéu ché ché pham globulin mién dich d4 dugc 1am gidu, phwong phap nay
bao gdm céc bude: lam két tia tir 95% dén 100% IgG va A1PI ra khoi v6n Cohn trong budc
lam két tua thir nhit bang cach bd sung etanol vao vbn Cohn dén ndng d6 cubi nim trong
khoang tr 20% dén 30% & do pH nim trong khoang tir 5,0 dén 6,0 dé tao ra chét két tia
thr nhét va dich ndi thir nhat; tao hén dich két tia tht nhit dé tao ra hdn dich tht nhat; loai
b6 A1PI ra khéi hdn dich; va thu hdi phén doan hoa tan cua hdn dich tht nhét, trong do6 tur
80% dén 100% albumin vdn Cohn c6 mit trong dich ndi thir nhét, tir d6 tao ra ché phém
globulin mién dich di dugc lam gidu. Theo mdt phuwong an, etanol duge phéi tron véi von
Cohn dén ndng d6 cudi biang 25+3% (th tich). Theo mot phuong 4an, IgG thu hdi tir chat
két tiia thtr nhit dugc lam giau tiép. Theo phuong 4n khic, A1PI dugc loai ra khéi hon dich
duoc lam giau tiép. Theo phuong 4n khic nira, albumin d3 tim thdy trong dich ndi thir nhit
duge 1am giau tiép. Theo mot phuong 4n wu tién, tir 99% dén 100% IgG cla vén Cohn
duoclam két tia trong budc lam két tia thir nhit. Theo mot sé phwong 4n, ndng d6 etanol
cubi va do pH da ding trong budc lam két ta & do pH thap, ndng d6 rugu cao duge chon
tir c4c bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang
5, Bang 6, va Bang 7. Theo mt phuwong 4n, ché phim globulin mién dich da dwgc 1am giau

14 ché pham IgG.
Chiét va tach riéng céc globulin mién dich

So véi chit két tha phan doan Cohn II+III hoic chét két tua Kistler-Nitschmann A,
chit két tia ban ddu thu dugé theo phuong phép theo sang ché chira protein khong phai
globulin mién dich & ndng d cao, ké c& A1PI va fibrinogen. Vi dy, nhu dugc thé hién trong
Bang 30, gAn nhur 100% fibrinogen ctia v6n Cohn ban diu dwogc 1am két tia dong thoi véi
cac globulin mién dich trong phan ung két taa & do pH ban dau thip, ndng dd ruou cao.
Diéu nay 1a déi 1ap véi so db tinh ché Cohn-Oncley va Kistler-Nitschmann, trong d6 khéi
fibrinogen dugc loai bé & budc lam két tia ban diu & ndng do ruou thip (két tia phan doan
I). Tuong ty nhu duge thé hién trong Bang 15 va Bang 31, alpha-1-khéng trypsin (A1PI)
v6i ham lugng 16n hon 97% ctia vén Cohn ban dau duge 1am két tia dong thoi véi cac

globulin mién dich trong phan Gng két tia & d0 pH ban dAu thip, ndng d6 rugu cao. Trai
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lai, khéi A1PI khong dugc 1am két tia ddng thoi véi cac globulin mién dich trong so dod
tinh ché Cohn-Oncley va Kistler-Nitschmann. Mit khéac, A1PI dugc tim thay trong dich ndi
phéan doan II+III hodc Dich ndi A.

Do d6, dé tao ra dugc phém chira globulin mién dich, c4c chét tap nhiém nhu A1PI
va fibrinogen ¢6 mit trong chit két toa ban ddu can dugc loai ra khoi ché phdm globulin
mi2n dich. Didu nay c6 thé dugc thuc hién, vi dy, bing cach phan doan tiép két thia thir nhat
(vi dy, bang cach lam két tia biét hoa bang céch sir dung rugu, polyme ua nudc khong ion,

hoic bd sung mudi), phwrong phép séc ky, hodc phuong phap loc.

Theo mdt phuong 4n, két tha thi nhit duge tao hdn dich trong nudc dung dé tiém
(water for injection - WFI) hodc dung dich dém c6 cudong dd ion thdp thich hop dé chiét
c4c globulin mién dich ra khéi chét két tha. Theo mdt s phuong an, sau d6 hdn dich duge
xtr Iy bang silic dioxit (SiO,) da dugc nghién min, va phén hoa tan cia hdn dich chira cac
globulin mién dich duoc tach ra khoi phin khéng hoa tan ciia hdn dich chira khdi A1PI va

fibrinogen.

Céc dung dich thich hop dé chiét chét két tua thir nhit thuong c6 d6 pH nim trong
khoang tir 4,0 va 5,5. Theo mdt s6 phuong an, dung dich c6 d¢ pH nam trong khoang tir
4,5 va 5,0, theo cac phuong an khac, dung dich chiét c6 do pH béng khoang 4,0, 4,1, 4,2,
43,4,4,4,5,4,6,4,7,4,8,4,9,5,0,5,1,5,2,5,3, 5,4, hodc 5,5. Theo mot phuwong an wu tién,
do pH cta dung dich dém chiét bang 4,7+0,1. Theo phwong 4n uu tién khac, d6 pH cua
dung dich dém chiét bing 4,8+0,1. Theo phuong én wu tién khéc, do pH ctia dung dich dém
chiét bang 4,9+0,1. N6i chung, cic yéu céu vé d6 pH nay c6 thé dugc dap tmg bing cach
st dung dung dich dém duoc chon tir, vi du, axetat, xitrat, monobazo phosphat, dibazo
phosphat, hdn hop cua ching, va céc chét twong tu. Nong d6 dung dich dém thich hop
thuong nam trong khoang tir SmM dén 100mM, hodc ndm trong khoang tir 10mM dén
50mM, hodc bang 5mM, 10mM, 15mM, 20mM, 25mM, 30mM, 35mM, 40mM, 45mM,
50mM, 55mM, 60mM, 65mM, 70mM, 75mM, 80mM, 85mM, 90mM, 95mM, hodc
100mM.

Tét hon, néu dung dich dém chiét c6 do din dién ndm trong khoang tir 0,5mS/cm

dén 2,0mS/cm. Vi dy, theo mot sb phuong an, do dn dién cta dung dich dém chiét b%mg
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0,5+0,1mS/cm, hodc 0,6+0,IlmS/cm, 0,7+0,1mS/cm, 0,8+0,ImS/cm, 0,9+0,1mS/cm,
1,0£0,1mS/cm,  1,1+£0,ImS/cm, 1,2+0,1mS/cm, 1,3+0,ImS/cm, 1,4+0,1mS/cm,
1,5£0,1mS/cm, 1,6£0,1mS/cm, 1,7+0,ImS/cm, 1,8+0,1lmS/cm, 1,9+0,ImS/cm, hodc
2,0£0,1mS/cm. Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay s& biét cach tao
ra dung dich dém chiét c6 @6 dan dién thich hop. Theo mdt phuong an cu thé, dung dich
dém chiét chirta SmM monobazo natri phosphat va SmM axetat & d§ pH bing 4,8 £ 0,2 va

d6 dn dién ndm trong khoang tir 0,7mS/cm dén 0,9mS/cm.

Theo mdt phuong én, silic dioxit d4 dwgc nghién min duge phdi tron véi hdn dich
phéan doan I-IV-1 truéce khi l(jc. Theo mdt phuong an, bude xir Iy trude nay bao gdm viée
bd sung cac hat silic dioxit nghién min (vi dy, silic dioxit sinh nhiét; Aerosil®) tiép theo la
giai doan 1 trong thoi gian tir 40 dén 80 phit trong qua trinh hén dich duge trn lién tyc.
Theo mét sd phuong 4n, giai doan G nim trong khoang tir 50 phit dén 70 phut, hodc bang

khoang 30 phut, 35 phut, 40 phut, 45 phut, 50 phut, 55 phut, 60 phut, 65 phut, 70 phut, 75
| phut, 80 phut, 85 phut, 90 phut, hoacrlﬁu hon. N6i chung, viéc xtr Iy dugc thuc hién & nhiét
d6 nim trong khoang tir 0°C dén 10°C, hoic nim trong khoang tir 2°C dén 8°C. Theo mot
s phuong 4n, viée xir Iy c6 thé dugc thuc hién & nhiét d bang khoang 0°C, 1°C, 2°C, 3°C,
4°C, 5°C, 6°C, 7°C, 8°C, 9°C, hoac 10°C. Theo phuong an cu thé, viéc xir ly dugc thuc
hién & nhiét do nim trong khoang tir 2°C dén 10°C. Theo mdt phuong én wu tién, viée xur

ly dugc thuc hién ¢ nhiét do nim trong khoang tir 5°C dén 10°C.

Theo mot phuong an, silic dioxit sinh nhiét dugc bd sung vao & ndng d6 nim trong
khoéng tir 20g/kg chat két tha phan doan I-IV-1 va 100g/kg chét két tha phan doan I-IV-1.
Theo phuong an khac, silic dioxit sinh nhi€t dugc b sung vao & ndng do nim trong khoang
tir 30g/kg chét két tia phan doan I-IV-1 va 80g/kg chét két tia phan doan I-IV-1. Theo mot
s6 phuong én, silic dioxit sinh nhiét ¢6 thé dugc bd sung vao & ndng d6 bang khoang 20g/kg
chét két taa phan doan I-IV-1, hogc bang khoang 25g/kg, 30g/kg, 35g/kg, 40g/kg, 45g/ke,
50g/kg, 55g/kg, 60g/kg, 65g/kg, 70g/kg, 75g/keg, 80g/kg, 85g/kg, 90g/kg, 95g/kg, hodc
100g/kg chét két taa phan doan I-IV-1. Theo mdt phuong 4n déc biét, silic dioxit sinh nhiét
(vi du, Aerosil 380 hodc dang twong duong) dugc bd sung vao hdn dich phan doan I-IV-1
dé thu duoc ndng d6 cudi 40+20g/kg chét két tua phan doan I-IV-1. Theo phuong 4n cu thé
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khéc, silic dioxit sinh nhiét duwgc bd sung vao hdn dich phan doan I-1V-1 dé thu dugc ndng
d6 cubi 40+10g/kg chét két tiia phan doan I-IV-1. Tién hanh tai chd phdi tron & nhiét do
ndim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong thoi gian kéo dai it nhit tir 50 phut dén 70 phut.

Theo mot s& phuong 4n, SiO2 dugc bd sung vio ché phadm globulin mién dich & nong
d6 ndm trong khoang tr 0,01g/g protein toan phin dén 10g/g protein toan phén. Theo
phuong 4n khéc, SiO2 dugc bd sung vao ché phdm globulin mién dich ¢ ndng d6 ndm trong
khoang tir 0,01g/g protein toan phéan dén Sg/g protein toan phén. Theo phuong 4n khic,
Si0, dugc bd sung vao ché phim globulin mién dich & ndng d6 nim trong khoang tir
0,02g/g protein toan phin dén 4g/g protein toan phén. Theo mot phuong 4n, SiO2duge bd
sung vao ¢ ndng do6 cudi it nhét 0,1g trong mdi gam protein todn phén. Theo phwong 4n cu
thé khac, silic dioxit sinh nhiét dugc bd sung vao & ndng do it nhét 0,2g trong mdi gam
protein toan phan. Theo phwong 4n cy thé khac, silic dioxit sinh nhiét dugc bd sung vao &
ndng do it nhit 0,25g trong mdi gam protein toan phén. Theo cac phuong 4n cu thé khéc,
silic dioxit sinh nhiét dwoc bd sung vao & ndng d9 it nhét 1g trong mdi gam protein toan
~ phén. Theo phuong 4n cu thé khéc, silic dioxit sinh nhiét dwoc bd sung vao & ndng d it
nhét 2g trong mdi gam protein toan phén. Theo phuong 4n cu thé khac, silic dioxit sinh
nhiét dugc bd sung vao & ndng dd it nhét 2,5g trong mdi gam protein toan phén. Theo céc
phuong an cu thé khéc nira, silic dioxit d& dugc nghién min duoc bd sung vao & ndng do it
nhét 0,01g/g protein toan ph'?m hodc it nhét 0,02g, 0,03g, 0,04g, 0,05g, 0,06g, 0,07g, 0,08,
0,09g, 0,1g, 0,2g, 0,3g, 0,4¢, 0,5¢g, 0,6g, 0,7g, 0,8g, 0,9¢, 1,0g, 1,5g, 2,0g, 2,5g, 3,0g, 3,58,
4,0g, 4,5g, 5,0g, 5,5g, 6,0g, 6,5g, 7,0g, 7,5, 8,0g, 8,5g, 9,0g, 9,58, 10,0g, hodc nhiéu hon

trong mdigam protein toan phén.

Do d6, theo mdt phuong an, sang ché d& xult phuwong phap didu ché ché phim
globulin mién dich d& dugc lam giau, phuong phap nay bao gém céc budc: 1am két ta tir
95% dén 100% IgG va A1PI ra khoi vén Cohn trong buéc lam két tia thir nhit béng cach
bd sung etanol vao vén Cohn dén ndng do cudi nim trong khoang tlr 20% dén 30% & do
pH nam trong khoang tu 5,0 dén 6,0 détaora chét két tia thir nhét va dich ndi tht nhét; tao
h3n dich két tia thir nhit d& tao ra hdn dich tht nhét; x 1y hdn dich tht nhat bing silic

dioxit d& dugc nghién min; va tich riéng phin hoa tan ctia hdn dich tir phén khong hoa tan
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ctia hdn dich, trong d6 phan hoa tan cia hdn dich chita cac globulin mién dich va phan
khong hoa tan cta hdn dich chtra A1PI, fibrinogen, yéu td H, va Ialp, tr d6 tao ra ché phém
globulin mién dich d3 dwgc lam gidu. Theo mot phuong an, etanol duge phéi tron véi von
Cohn dn ndng d6 cudi bing 25+3% (thé tich). Theo mdt phuong én, IgG thu hdi tir chét
két tia thir nhét duoc 1am giau tiép. Theo phuong 4n khac, A1PI dugc loai ra khéi hdn dich
duoc 1am giau tiép. Theo mdt sd phuong 4n, ndng do etanol cudi va do pH di dung trong
budce lam két tha & do pH th'?ip, néng'dcf) ruou cao dugc chon tir cac bién thé 1 dén 2166,
nhu duogc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo
mdt phuong 4n wu tién, tr 99% dén 100% IgG cta vén Cohn dugclam két ta trong bude
1am két toa thi nhét. Theo phuong 4n cu thé, cic phan hoa tan va phén khéng hoa tan cia
hdn dich thtr nhit dugce tach riéng bﬁng cach loc. Theo mdt phuong an, ché phém globulin

mién dich da dugc 1am giau 1a ché phim IgG.

Hon nita, nhan thy rang 16n hon 90% lugng albumin cua vbén Cohn khéng dugc 1am
két tia bang budce lam két tia & do pH ban dAu thip, ndng dd ruou cao (Bang 33), va tir d6
¢6 thé thu hdi duge tir dich ndi. Do do, theo mdt phwong 4n, sang ché dé xuét phwong phap
didu ché ché phdm globulin mién dich da dwgc 1am giau, phuong phép bao gdm cac bude:
1am két tha tir 95% dén 100% IgG va A1PI ra khoi vén Cohn trong bude 1am két tia tht
nhét bang cach bd sung etanol vao vén Cohn dén ndng do cudi ndm trong khoang tir 20%
dén 30% & d pH ndm trong khoang tir 5,0 dén 6,0 dé tao ra chit két tia thtr nhit va dich
ndi thit nhét; tao hdn dich két tia tht nhét d& tao ra hdn dich tht nhét; xtr Iy hdn dich thir
nhét bballng silic dioxit da dugc nghién min; va tich riéng phin hoa tan ctia hdn dich tir phan
khong hoa tan cia hdn dich, trong d6 phan hoa tan clia hdn dich chita cac globulin mién
dich va phén khong hoa tan cua hdn dich chtra A1PI, fibrinogen, yéu td H, va Talp, va con
chita albumin v6i ham lugng nim trong khoang tir 80% dén 100% cua vén Cohn c6 mit
trong dich ni thi nhét, tir d6 tao ra ché phim globulin mién dich di dugc lam giau. Theo
mot phuong én, etanol dugc phéi tron véi vén Cohn dén ndng do cudi bang 25+3% (thé
tich). Theo mdt phuong 4n, IgG c6 mit trong phén hoa tan ctia hdn dich dugc lam giau tiép.
Theo phuong 4n khac, A1PI c6 mit trong phén khong hoa tan clia hdn dich dugc 1am giau

tiép. Theo phuong 4n khéc, fibrinogen c6 mit trong phén khéng hoa tan ctia hdn dich duge
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lam giau tiép. Theo phuong 4n khac, yéu t6 H c6 mit trong phén khong hoa tan ctia hon
dich dugc 1am giau tiép. Theo phuong 4n khéc, Ialp c6 mit trong phén khong hoa tan ciia
hén dich duoc 1am giau tiép. Theo phuong an khéc niva, albumin di tim thdy trong dich nbi
thir nhit duoc 1am giau tiép. Theo mdt phuong 4n wu tién, tir 99% dén 100% IgG cua von
Cohn dugclam két tha trong budc lam két tia tha nhit. Theo mot s6 phuong 4n, ndng do
etanol cubi va do pHobudc lam két tha & do pH thép, ndng d rugu cao duge chon tir cac
bién thé 1 dén 2166, nhu duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang
6, va Bang 7. Theo phuong an cu thé, cac phan hoa tan va phén khéng hoa tan ctia hdn dich
thir nhét dugc tach riéng bing cach loc. Theo mot phwong 4n, ché phdm globulin mién dich

da duoc 1am giau 13 ché phim IgG.

Phéan doan

Theo mot phuong an, cac globulin mién dich thu hdi tir phin hoa tan ciia hdn dich
thir nhat (hdn dich nhdo I-IV-1) dugc lam gidu tiép bing cach phan doan. No6i chung,
phuong phap phan doan batky (vi du, 1am két tia bang rugu hozc polyme, 1am két tua bang
mubi, v.v.) c6 thé dliqc 4p dung. Theo mdt phuong an uvu tién, cic globulin mién dich dugc
lam giau tiép bang cach phan doan phdn hoa tan ciia hdn dich thi nhét bing cach lam két
tia bang etanol. Theo mdt phuong 4n, cac globulin mién dich dwoc 1am giau bang cach bd
sung etanol vao phén hoa tan ctia hén dich thl’r nhit & ndng do cudi va do pH thich hop dé
1am két taa cic globulin mién dich, ddng thdi it nhit mot chat tap nhiém khong duoc lam
két tia. Theo phuong 4n khéc, cac globulin mién dich dugc 1am giau bing cach bd sung
etanol vao phin hoa tan ctia hdn dich thir nhit & ndng do cudi va d pH thich hop dé 1am
két tha it nhat mot chit tap nhiém, ddng thoi cac globulin mién dich khong dugc lam két
tua.

Qua trinh phén doan bd sung nguyén lidu da thu hdi tir bude 1am két tha ban dau &
d6 pH thip, ndng d6 rugu cao 1a thy y. Theo mot s§ phuong 4n, ché pham globulin mién
dich thu hdi tir buée lam két tia ban diu & do pH thép, néng dd ruou cao co thé duge lam
gidu tiép bang cach st dung mot hodc nhiéu budc xir Iy thusn khéc nhau da néu trong ban
mo ta. Theo cic phuong én khéc, ché phim thu hdi tir bude lam két tia ban dau & do pH

thép, ndéng d6 rugu cao co thé dugc xr 1y tiép thong qua viéc st dung mot hodc nhicu bude
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lam két tia bd sung. Theo mot s6 phuong 4n, budc lam két tia globulin mién dich bd sung
c¢6 thé duoc ap dung dé co dic ché ph'?lm globulin mién dich, didu ché globulin mién dich

dé bao quan, va/hoic diéu ché ché pham globulin mién dich dé van chuyén.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& xuit phuong phép diéu ché ché phim globulin
mién dich di dugc 1am gidu tir vbn Cohn, phwong phép ndy bao gbm cac budc: 1am két tha
ddng thoi cac globulin mién dich va alpha-1-khang trypsin (A1PI) ra khoi vbn Cohn, trong
buéc 1am két tha thit nhat, dé tao ra chit két taa thir nhét va dich ndi thtr nhét; tao hdn dich
két tia thtr nhét dé tao ra hdn dich thit nhét; loai bd A1PI ra khoi hdn dich; 1am két tia cac
globulin mién dich tir hdn dich thir nhét trong budc 1am két tha thit hai, dé tao ra chat két
tia thtt hai bao gdm c4c globulin mién dich va dich ndi thir hai bao gdm it nhat mot chat
tap nhidm; va thu hdi céc globulin mién dich tir chét két tia thtr hai, tir d6 tao ra ché phim
globulin mién dich d& duge lam giau. Theo mdt phuong 4n, IgG dé thu hoi tir két tia thir
hai duoc 1am giau tiép. Theo phuong 4n khéc, A1PI da dugc loai ra khéi hdn dich thir nhét
dugc 1am giau tiép. Theo mot s6 phuong 4n, ndng d9 etanol cubi va do pHobude 1am két
tiia thi nhét duoc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2,
Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo mdt phuong an, ché pham globulin mién
dich d3 duogc lam giau la ché phim IgG.

Theo phuwong 4n minh hoa, bu¢c lam két tia thr hai dugc thue hién bing cach phdi
tron etanol véi ph?m hoa tan ctia hdn dich tht hai (vi du, dich loc hodc dich ndi cia hdn
dich tao ra sau khi loc hodc ly tdm) & ndng do cudi nam trong khoang tlr 22% dén 28% (thé
tich) & do pH nam trong khoang tir 6,5 va 7,5. Theo mdt phwong én, etanol dugc phéi tron
dén ndng do cubi bang 25+3% (thé tich). Theo phuong 4n khéc, etanol dugc phéi tron dén
ndng do cubi bang 25+2% (thé tich). Theo phuong 4n khéc, etanol dugc phéi tron dén ndng
d6 cudi bang 25+1% (thé tich). Theo phuong 4n khéc, etanol dugc phdi tron dén ndng do
cubi bing 25% (thé tich). Tuong tw theo mot phuong an, budc 1am két tia thit hai duge
thuc hién & do pH bang 7,0£0,5. Theo phuong an khéc, bude lam két tha tht hai duoc thuc
hién & d6 pH bing 7,0+0,4. Theo phuong 4n khac, buéc lam két tia thir hai dugc thye hi¢n
& d6 pH bing 7,0+0,3. Theo phuong 4n khéc, budc lam két tiia thir hai dugc thye hién & 40
pH béng 7,0+0,2. Theo phuong an khéc, buéc lam két tha tht hai dugc thuc hién & do pH
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béng 7,0+0,1. Theo phuwong 4n khéc, budc 1am két tha tha hai duoc thyc hién 6 46 pH béng
7,0. Theo phuong &n cu thé, budc 1am két tha thtr hai dugc thyc hién bing cach st dung

ndng do etanol cudi bang 25+3% (thé tich) & 46 pH bang 7,0+0,3.

Theo mot phuong 4n wu tién, hdn dich thi nhét hodc phan doan hoa tan ctia chiing,
duge xtt 1y bing chét 1am sach trude khi tién hanh bude lam két tia thi hai. Theo mot
phuong 4n, hdn dich tht nhét hodc phan doan hoa tan ctia ching con duge xir 1y tiép bang
xitrat truc khi tién hanh bude 1am két tia thir hai. Theo phuong 4n cu thé, polysorbat-80
duge bd sung vao hdn dich thi nhét hodc phan doan hoa tan cta chung va ché phém duoc
U trong it nhat 30 phut. Theo phuong an cu thé khéc, natri xitrat dihydrat dugc bd sung tiép

vao hdn dich thir nhét hosc phan doan hoa tan clia chung va ché phdm dugc u trong thém

2

it nhét 30 phit. Theo mot phuong an, polysorbat-80 duoc bd sung vio & ndng d6 cubi bang
khoang 0,2% (khdi lwong/thé tich). Theo mot phwong én, natri xitrat dihydrat tiép d6 dugc
tron vao dung dich & nong do cubi bang khoang 8g/l. Theo phuong an cu thé, quy trinh @

duoc thue hién & nhiét do ndm trong khoang tir 2°C dén 8°C ddng thoi khudy lién tuc.

Theo phuong an cu thé, phuwong phap nay bao gdm céc bude: 1am két tia tir 99%
dén 100% IgG ra khéi vbn Cohn huyét tvong trong buéc lam két tia thir nhét bang cach bd
sung etanol vao vén Cohn dén ndng do cudi nim trong khoang tir 20% dén 30% & do pH
nam trong khoang tur 5,0 dén 6,0 dé tao ra chét két tia thit nhit va dich ndi tht nhét; tach
riéng chét két tia tht nhét ra khoi dich ndi thir nhét; tao hdn dich két tia thi nhat dé tao ra
hdn dich tht nhit; lam két tua cac globulin mién dich tir hdn dich thir nhit trong budc 1am
két tha thr hai, d& tao ra chét két ta thit hai bao gdm cac globulin mién dich va dich nbi
thit hai bao gdm ft nhét mot chét tap nhidm; va thu hdi céc globulin mién dich tir chét két
tia thit hai, tir d6 tao ra ché pham globulin mién dich d& dugc 1am giau. Theo mot phuong
4n, etanol duogc phéi trdn v6i vén Cohn dén ndng dd cubi bang 25+3% (thé tich). Theo mdt
phuong an, IgG da thu hdi tir két tha thtt hai duge lam giau tiép. Theo mot s6 phuong 4n,
ndng d6 etanol cudi va @6 pH d3 dung trong budc 1am két tia thir nhét duoc chon tir cac
bién thé 1 dén 2166, nhu duge liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang
6, va Bang 7. Theo mot phuong an, ché phim globulin mién dich da dugc lam giau 14 ché

pham IgG.
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Theo phuong an cu thé, phuong phép bao gdm céc bude: 1am két tia tir 99% dén
100% IgG ra khéi vén Cohn huyét trong trong budc lam két tia thir nhit bang cach bd
sung etanol vao vbn Cohn dén ndng do cudi nim trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH
ndm trong khoang tir 5,0 dén 6,0 dé tao ra chét két tta thr nhit va dich ndi thtr nhit; tach
riéng chét két tia thi nhét ra khoi dich ndi thir nhét; tao hdn dich két tha thi nhét dé tao ra
hén dich tht nhét; lam két taa cac globulin mién dich tir hon dich thir nhét trong budc 1am
két tia thi hai bang cach phéi tron etanol v6i hdn dich thi nhét & ndng d6 cudi bang khoang
25+3% (thé tich) & do pH bing 7,0+0,3, dé tao ra chét két tia thtr hai bao gdm céc globulin
mi&n dich va dich néi thit hai bao gdm it nhit mot chét tap nhidm; va thu hdi cac globulin
mién dich tir két ta thir hai, tir d6 tao ra ché phdm globulin mién dich da dugc lam giau.
Theo mdt phuong én, etanol dugc phéi trén véi vén Cohn dén ndng d6 cudi bang 25+3%
(thé tich). Theo mot phuong én, IgG thu hdi tir két tia thi hai duge 1am giau tiép. Theo mot
s6 phwong 4n, ndng d6 etanol cubi va do pH da ding trong budc lam két tua thtr nhét dugc
chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugce liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4,
Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo mét phuong an, ché phim globulin mién dich da duoc

1am giau 12 ché pham IgG.

Theo mot phuong an, phuong phép bao gdm céc budce: 1am két tia tir 95% dén 100%
IgG va A1PI ra khéi vén Cohn trong buéc 1am két tia thir nhét bang cach bd sung etanol
vao vén Cohn dén ndng d6 cudi nim trong khoang tr 20% dén 30% & d6 pH nidm trong
khoang tir 5,0 dén 6,0 d& tao ra chét két tia thtr nht va dich ndi thtr nhét; tao hén dich két
tiia thir nhit dé tao ra hdn dich th nhét; loai bd A1PI ra khéi hdn dich; thu hdi phan doan
hoa tan ctia hdn dich thir nhét; 1am két ta cac globulin mién dich tir hén dich tha nhét trong
budc lam két tia thi hai, dé tao ra chit két tia thr hai bao gém cac globulin mién dich va
dich ni thit hai bao gdm it nhat mot chét tap nhiém; va thu hdi cac globulin mién dich tir
két tia thir hai, tir d6 tao ra ché phdm globulin mién dich dd dwgc 1am giau. Theo mot
phuong an, etanol dugc phéi trén vé6i vbn Cohn dén ndng do cubi bang 25+3% (thé tich).
Theo mdt phuong 4n, IgG thu hi tir két tia thtr hai dugc 1am gidu tiép. Theo mot phuong
4n, A1PI dugc tach ra khéi hdn dich thu nhit duge lam giau tiép. Theo mot s6 phuong an,
ndng do etanol cubi va do pH da dung trong budc lam két tia thtr nhét duge chon tir cac

bién thé 1 dén 2166, nhu duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang
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6, va Bang 7. Theo mdt phuong 4n wu ti€n, tr 99% dén 100% IgG ctia vén Cohn dugc lam
két tia trong budce 1am két tia thir nhit. Theo mot phwong 4n, ché phdm globulin mién dich

da dugc lam gidu 12 ché phim IgG.

Theo phuong an cu thé, phwong phap bao gdm cac budc: 1am két tua tir 95% dén
100% IgG va A1PI ra khai vén Cohn trong budc 1am két tia thir nhét bing céch bd sung
etanol vio vén Cohn dén ndng do cubi nim trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nim
trong khoang tur 5,0 dén 6,0 a8 tao ra chit két tha thit nhit va dich ndi thit nhét; tao hdn
dich k&t tia thtr nhét dé tao ra hdn dich thir nhAt; loai bd A1PI ra khéi hdn dich; thu hoi
phan doan hoa tan cua hdn dich the nhit; 1am két tia cac globulin mién dich tur hdn dich
tht nhét trong bude lam két tha thir hai bang cach phdi tron etanol véi hdn dich thu nhét &
néng do cubi nam trong khoadng tir 25+3% (thé tich) & do pH béng 7,0+0,3, dé tao ra chét
két tiia thir hai bao gdm céc globulin mi&n dich va dich ndi thi hai bao gdm it nhat mot chét
tap nhidm; va thu hdi céc globulin mién dich tir két tia thir hai, tir d6 tao ra ché phdm
globulin mién dich dd duoc 1am gidu. Theo mdt phuong 4n, etanol dugc phéi tron voi von
Cohn dén ndng d6 cudi bing 25+3% (thé tich). Theo mdt phuong an, IgG thu hdi tir két ta
thir hai dugc lam giau tiép. Theo mdt phuong 4n, A1PI duge tach ra khoi hdn dich thir nhat
duoc lam giau tiép. Theo mot s§ phuong 4n, ndng do etanol cubi va do pHobude lam két
tia thir nhét dugc chon tir céc bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2,
Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo mét phuong én vu tién, tir 99% dén
100% 1gG clia vén Cohn dugc 1am két tia trong bude lam két tua thir nhat. Theo mot

phuong 4n, ché phdm globulin mién dich da dwoc 1am giau 13 ché phim IgG.

Theo phuong 4n khac, phuong phép bao gbm céc budc: lam két tua tir 99% dén
100% IgG va A1PI ra khoi vén Cohn trong budc 1am két tia thir nhit bang cach bd sung
etanol vao vén Cohn dén ndng do cudi nim trong khoang tir 20% dén 30% & do pH nim
trong khoang ttr 5,0 dén 6,0 d8 tao ra chét két tha thu nhét va dich ndi th nhit; tao hdn
dich két taa thi nhat dé tao ra hdn dich thir nhét; loai bé A1PI ra khoi hén dich; thu hoi
phén hoa tan ciia hdn dich thi nhét; 1am két toa cac globulin mién dich tr phén hoa tan ciia
hdn dich thir nhét trong budc lam két tiia thit hai, @8 tao ra chét két tiia thir hai bao gdm cac

globulin mién dich va dich ndi tht hai bao gém it nhit mot chét tap nhiém; va thu hdi céc
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globulin mién dich tir két tiia thtt hai, trong d6 tir 80% dén 100% albumin cua vdn Cohn ¢6
mit trong dich ndi tht nhét, tir d6 tao ra ché phim globulin mién dich da dugc lam giau.
Theo mdt phuong an, etanol dugc phdi tron véi vén Cohn dén ndng do cudi bing 25+3%
(thé tich). Theo mot phuong 4n, IgG thu hdi dugc tir két tia thir hai dugc lam gidu tip.
Theo mdt phuong an, A1PI dugc tach ra khoi hén dich tht nhit duoc 1am giau tiép. Theo
phuong 4n khéc, albumin c6 mit trong dich ndi tht nhit dugc 1am gidu tiép. Theo mot sb
phuong én, nf‘)ng d6 etanol cudi va do pHobudce lam két tha thit nhat duoc chon tir cac bién
thd 1 dén 2166, nhu duge liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6,
va Bang 7. Theo mdt phuong 4n uu tién, tir 99% dén 100% IgG cta von Cohn dugc 1am
két tia trong bude 1am két tia thir nhat. Theo mot phuong 4n wu tién, tir 90% dén 100%
albumin ctia vén Cohn c6 mit trong dich ndi thir nhat. Theo mot phwong 4n, ché phim

globulin mién dich d& dugc lam giau 1a ché pham IgG.

Theo phuong 4n khac, phuong phép bao gdm cac budc: 1am két taa tir 99% dén
100% IgG va A1PI ra khéi vén Cohn trong budc lam két tia thi nhit bing cach bd sung
etanol vao vén Cohn dén ndng d¢ cubi nim trong khoang tir 20% dén 30% & do pH nim
trong khoang tir 5,0 dén 6,0 dé tao ra chit két tia th nhat va dich nbi thir nhét; tao hdn
dich két taa thir nhat dé tao ra hdn dich thir nhét; loai bo A1PI ra khéi hdn dich; thu hoi
phén hoa tan ctia hdn dich thi nhét; 1am két tua cac globulin mién dich tir phén hoa tan ctia
hdn dich tht nhét trong budc 1am két tia tht hai bing cach phdi tron etanol v6i phan hoa
tan ctia hdn dich tht nhét & ndng do cubi nam trong khoang tir 25+3% (thé tich) & o pH
bang 7,0+0,3, dé tao ra chét két tia thir hai bao g@)m cac globulin mién dich va dich ndi thr
hai bao gdm it nh&t mot chat tap nhidm; va thu hdi cac globulin mién dich tir két tia thu
hai, trong dé tur 80% dén 100% albumin cta von Cohn c6é mit trong dich ndi tht nhét, tir
d6 tao ra ché phém globulin mién dich d3 dugc 1am giau. Theo mt phuong 4n, etanol dugc
phéi tron véi vén Cohn dén ndng do cudi bang 25+3% (thé tich). Theo mot phuong an, IgG
thu hdi tir két tha thir hai duge 1am giau tiép. Theo mot phuong an, A1PI duge tach ra khoi
hdn dich thir nht dugc 1am giau tiép. Theo phuong an khéc, albumin c6 mit trong dich nbi
thtr nhit duge 1am giau tiép. Theo mot s6 phuong 4n, ndng dd etanol cubi va do pH da ding

trong buéc 1am két tia thir nhét dugce chon tir cdc bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké
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trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo mét phuong &n
wu tién, tir 99% dén 100% IgG ctia vén Cohn duge lam két tiad budc 1am két tia thi nhat.
Theo mot phuong 4n wu tién, tr 90% va 100% lugng albumin cia vbn Cohn ¢6 mit trong
dich ndi thr nhit. Theo mot phuong én, ché phim globulin mién dich da dwgc 1am giau la

ché phim IgG.

Theo mot phuong an, sdng ché d& xuét phuong phap didu ché ché pham globulin
mién dich d3 dugc lam giau, phuong phép bao gbm céc buéc: lam két taa tir 95% dén 100%
IgG va A1PI ra khoi vdn Cohn trong buéc 1am két thia thtr nhit bdng cach bd sung etanol
vao vén Cohn dén ndng do cudi nam trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nidm trong
tiia thir nhét dé tao ra hdn dich tht nhét; xir Iy hdn dich thir nhét bang silic dioxit da dwgc
nghién min; va tich riéng phén hoa tan ctia hdn dich tir phan khong hoa tan clia hdn dich,
trong d6 phan hoa tan cua hén dich chira cac globulin mién dich va phén khong hoa tan clia
hdn dich chira A1PI, fibrinogen, yéu t6 H, va Ialp, thu hdi phan hoa tan cua hdn dich thir
nhit; 1am két tda cac globulin mién dich tir phén hoa tan clia hdn dich thir nhét trong budc
Jam két tha th hai, dé tao ra chit két tia thir hai bao gdm céc globulin mién dich va dich
néi thir hai bao gdm it nhit mot chét tap nhidm; va thu hdi cac globulin mién dich tir két
taa thi hai, tir d6 tao ra ché phim globulin mién dich d3 duoc lam gidu. Theo mdt phuong
an, etanol dugc phéi tron v6i von Cohn dén ndng do cudi béng 25+3% (thé tich). Theo mdt
phuong 4n, IgG thu hdi tir chét két tia tht nhat duoc 1am gidu tiép. Theo phuong an khac,
A1PI dugce loai ra khoi hdn dich dugc lam giau tiép. Theo mot s6 phuong 4n, ndng d6 etanol
cudi va d@d pH di dung trong budc lam két thia thit nhit dugc chon tir cc bién thé 1 dén
2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Béng 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7.
Theo mdt phuong 4n wu tién, tir 9% dén 100% IgG ciia vén Cohn dugc 1am két tua trong
budc lam két tia thir nhét. Theo phuong 4n cu thé, cac phin hoa tan va phén khong hoa tan
ctia hdn dich thir nhit dugc tach riéng bang céch loc. Theo mdt phwong 4n, ché pham

globulin mién dich da dugc 1am gidu 1a ché phim IgG.

Theo phuong 4n cu th8, sang ché dé xuét phuong phap didu ché ché phdm globulin

mién dich d3 duoc lam giau, phuong phép nay bao gbm cac budc: lam két tia tir 95% dén
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100% IgG va A1PI ra khoi vén Cohn trong bude 1am két tia thir nhit bing cach bd sung
etanol vao vén Cohn dén ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nim
trong khoang tur 5,0 dén 6,0 dé tao ra chét két tia tht nhét va dich ndi tha nhét; tao hdn
dich két tia thtt nhit dé tao ra hdn dich thir nhit; xr Iy hdn dich tht nhét bang silic dioxit
d3 dugc nghién min; va tach riéng phén hoa tan ctia hdn dich tir phén khéng hoa tan ctia
hdn dich, trong d6 phan hoa tan ctia hdn dich chira céc globulin mién dich va phan khong
hoa tan cua hdn dich chita A1PI, fibrinogen, yéu td H, va Ialp, thu hoi ph?m hoa tan cua
hdn dich thir nhét; 1am két tia cac globulin mién dich tir phn hoa tan ctia hdn dich thir nhét
trong budc lam két tia tht hai bing cach phbi tron etanol v6i phén hoa tan ctia hdn dich
thit nhét & ndng @ cudi ndm trong khoéng tir 25+3% (thé tich) & do pH bang 7,0+0,3, dé
tao ra chét két tia thir hai bao gc“)m}'céc globulin mién dich va dich ndi thir hai chua it nhét
mt chét tap nhidm; va thu hdi cac globulin mién dich tir két tia thit hai, tir d6 tao ra ché
phim globulin mién dich d& duge 1am giau. Theo mdt phuong 4n, etanol dugc phéi tron
v6i vén Cohn dén ndng do cudi bang 25+3% (thé tich). Theo mot phurong 4n, IgG thu hdi
tir chét két tua tht nhét dugc 1am giau tiép. Theo phuong dn khéc, A1PI dugc loai ra khoi
hdn dich duge 1am giau tiép. Theo mot s6 phwong 4n, ndng dd etanol cubi va do pH da
diing trong budc 1am két tia thir nhét dugc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét
ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo m{t phuong
4n wu tién, tir 99% dén 100% IgG cta vén Cohn dwgc 1am két tiad bude 1am két tia thi
nhat. Theo phuong 4n cu thé, cac phn hoa tan va phin khong hoa tan ctia hdn dich tht nhét
duoc tach riéng bang cach loc. Theo mdt phuong 4n, ché pham globulin mién dich di dugc

1am giau 13 ché phim IgG.

Theo mot phuong an, sang ché dé xuit phuong phap didu ché ché phdm globulin
mién dich d3 dugc 1am giau, phuong phap bao gbm céc bude: lam két tia tir 95% dén 100%
| IgG va A1PI ra khoi vbn Cohn trong budc lam két ta thi nhit bing cach bd sung etanol
vao vén Cohn dén ndng d6 cubi nim trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nim trong
khodang ttr 5,0 dén 6,0 dé tao ra chét két tha thu nhit va dich ndi tht nhét; tao hdn dich két
tiia thr nhit dé tao ra hdn dich tht nhét; xt ly hdn dich thir nhét bang silic dioxit da dwogc

nghién min; va tach riéng phin hoa tan ctia hdn dich tir phan khong hoa tan cia hon dich,
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trong d6 phan hoa tan ctia hdn dich chira céc globulin mién dich va phan khéng hoa tan clia
hdn dich chita A1PL fibrinogen, yéu t& H, va Ialp; 1am két tia céc globulin mién dich tir
phé“m hoa tan cta hén dich thu nhét trong budc lam két tua tha hai, d tao ra chét Kkét tua
thr hai bao gém céc globulin mién dich va dich ndi thtr hai bao gdm it nhat mot chét tap
nhidm; va thu hdi cac globulin mién dich tur két tha tht hai, trong d6 tir 80% dén 100%
albumin ctia von Cohn c6 mat trong dich ndi thir nhét, tir d6 tao ra ché phim globulin mién
dich d3 dugc lam giau. Theo mot phuong an, etanol duoc phéi tron véi vbn Cohn dén ndng
d6 cubi bang 25+3% (thé tich). Theo mdt phuong én, IgG c6 mit trong phén hoa tan cia
hén dich dugc 1am gidu tiép. Theo phwong 4n khac, A1PI c6 mit trong phén khong hoa tan
ctia hdn dich dugc lam giau tiép. Theo phwong 4n khéc, fibrinogen c6 mit trong phén khong
hoa tan ctia hdn dich duge lam giau tiép. Theo phuong 4n khac, yéu té H c6 mit trong phan
khong hoa tan ctia hon dich dugc lam giau tiép. Theo phuong an khac, Ialp c6 mit trong
phén khong hoa tan ctia hdn dich duge lam giau tiép. Theo phuong 4n khéc nita, albumin
da tim thiy trong dich ndi thir nhit dugc 1am giau tiép. Theo mot phwong 4n wu tién, tir
99% dén 100% IgG cta vén Cohn dugce 1am két tiad budce 1am két tia thir nhat. Theo mot
s& phwong 4n, ndng dd etanol cubi va do pHobude lam két taa thir nhit duoc chon tir céc
bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang
6, va Bang 7. Theo phuong én cu thé, phan hoa tan va phan khong hoa tan ctia hdn dich thi
nhét duoc tach riéng bang cach loc. Theo mot phuong 4n, ché phadm globulin mién dich da

dugc lam giau 12 ché phdm IgG.

Theo mdt phuong an, sang ché @& xuét phuong phap didu ché ché phdm globulin

midn dich di duoc 1am giau, phuong phép bao gdm céc budce: lam két tia tir 95% dén 100%

IgG va A1PI ra khoi vén Cohn trong budc 1am két taa thi nhit bang cach bd sung etanol

vao vén Cohn dén ndng do cudi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nim trong

‘khoéng tir 5,0 dén 6,0 dé tao ra chat két tia thir nhét va dich ndi thir nhét; tao hdn dich ket
tia thir nhit dé tao ra hdn dich tht nhat; xr Iy hdn dich tht nhit bang silic dioxit da dwoc

nghién min; va tich riéng phén hoa tan ctia hdn dich tir phén khong hoa tan cia hdn dich,

trong d6 phan hoa tan ctia hon dich chira cac globulin mién dich va phan khong hoa tan clia

hén dich chira A1PI, fibrinogen, yéu t8 H, va Ialp; 1am két tia cac globulin mién dich tur
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phén hoa tan ctia hdn dich thir nhét trong budc 1am két tia thi hai bang cach phdi tron
etanol v6i phan hoa tan ctia hdn dich thir nhit & ndng d6 cudi nim trong khoang tir 25+3%
(thd tich) & do pH bang 7,0+0,3, d& tao ra chét két tia thir hai bao gdm cac globulin mién
dich va dich ndi thir hai bao gdm it nhit mot chit tap nhidm; va thu hdi cac globulin mi&n
dich tir két tha th hai, trong d6 tir 80% dén 100% albumin ctia vén Cohn c¢6 mit trong dich
ndi thi nhét, tir d6 tao ra ché phim globulin mién dich da dugc lam giau. Theo mot phuong
4n, etanol dugc phéi trén véi vén Cohn dén ndng do cubi bang 25+3% (thé tich). Theo mdt
phuong 4n, IgG c6 mit trong phén hoa tan clia hdn dich dugc 1am giau tiép. Theo phuong
4n khéc, A1PI c6 mit trong phan khéng hoa tan ctia hdn dich dugc lam giau tiép. Theo
phuong 4n khéc, fibrinogen c6 mit trong phan khong hoa tan ctia hdn dich dugc 1am giau
tiép. Theo phuong 4n khac, yéu td H c6 mit trong phan khong hoa tan ctia hdn dich dugc
lam giau tiép. Theo phwong an khéc, Ialp c6 mit trong phén khéng hoa tan cia hdn dich
dugc 1am giau tiép. Theo phuong 4n khac nita, albumin da tim thy trong dich ndi thtr nhit
dugc 1am gidu tiép. Theo mdt phuong 4n wu tién, tir 99% dén 100% IgG ctia vén Cohn duoc
Jam két taad budc 1am két tia thi nhét. Theo mdt sb phuong 4n, ndng dd etanol cudi va do
pHoébude lam két tiia thir nhat dugc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong
Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo phuong én cy thé, phan
hoa tan va phan khong hoa tan ctia hén dich thir nhét dugc tach riéng biang cach loc. Theo

mdt phuong 4n, ché phim globulin mién dich da dugc lam giau 1a ché phdm IgG.

Theo mdt phuong 4n, cac globulin min dich dugc thu hdi tir két tia th hai bing
céch tao hdn dich chét két tia v6i dung dich dém chiét lanh. Vi du, chét két tia tht hai
duoc tao hdn dich vé6i ty 1&: 1 phén két tha v6i 2 dén 15 phin nudc ding dé tiém (WFI)
hodc dung dich d€m c6 dd dan dién thap. Theo mot phuong 4n wu tién, két tta thir hai duge
tao hdn dich véi ty 1&: 1 phﬁn két tha v6i 4 dén 5 ph?m, tét hon 14 3,5 ph?m, WFI. Theo mot
phuong an, budc tao hén dich duge thuc hién & nhiét do nim trong khoang tir 0°C dén 8°C.
Theo mdt phuong 4n, d6 pH cubi ciia dung dich dugce didu chinh dén khoang tir 4,5 dén
5,6, tot hon 1a dén 5,2 £ 0,2. Theo mot phuong én, viée didu chinh d6 pH nay duoc thuc

hién bang axit axetic. Theo mdt phuong an, do din dién cua hén dich dugc ting lén t6i
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khoang tir 2,5mS/cm dén 6,0mS/cm d& 1am ting kha ning hoa tan cta cic globulin mién

dich. Theo mdt phuong 4n, d6 din dién dugc ting 1én bang cach bd sung natri clorua vao.

Céc dung dich thich hop dé chiét chit két taa thir hai bao gdm WFI va dung dich
dém c6 d6 dan dién thép. Theo mot phuong an, dung dich dém c6 do din dién th‘élp tac 1a
c6 do dan dién thép hoﬁ 10mS/cm. Theo c4c phuong 4n khéc, dung dich dém c6 do dan
dién thép nhd hon khoidng 9mS/cm, 8mS/cm, 7mS/cm, 6mS/cm, 5mS/cm, 4mS/cm,
3mS/cm, 2mS/cm, hodc 1mS/cm. Theo mdt phuong an vu tién, dung dich dém c6 do din
dién thip hon 6mS/cm. Theo phuwong 4n wu tién khéc, dung dich dém c6 do dan dién
thépthép hon 4mS/cm. Theo phuong an wu tién khac, dung dich dém c6 dd din dién thép
thip hon 2mS/cm.

Theo mdt phuong an, phin hoa tan ciia hdn dich, chita céc globulin mién dich, dugc
tach ra khoi phin khong hoa tan. Theo mdt phuong an, quy trinh ndy dugc thuc hién bing
cach loc hdn dich bang thidt bi loc sdu c6 kich thuée 16 xbp khong dang ké ndm trong
khoang tir 0,1pm dén 0,4um. Theo mot phwong 4n, kich thuée 18 x6p khong déng ké cua
thiét bi loc su bang 0,2um (vi du, may loc Cuno VRO6 hoic thiét bi twong dwong). Theo
mdt phuong an, thiét bi loc duge rira bing WFI hodc dung dich dém thich hop sau khi loc
@& thu hdi globulin mién dich bd sung va nudce sau khi rira dugc bd sung vao dich loc. Theo
mot phuong 4n uu ti€n, budc sau rira thiét bi loc dugc thuc hién bang cach st dung dung
dich natri clorua c6 d6 din dién ndm trong khoang tir 2,5mS/cm dén 6,0mS/cm. Theo
phuong 4n khéc, hdn dich thir hai duge ly tim dé thu hdi phan hoa tan.

Xt ly thuan

Céc phan doan globulin mién dich thu dugc sau khi phan doan bang cach 4p dung
buée 1am két tia ban ddu ma lam két tia cac globulin mién dich va alpha-1-khang trypsin
(A1PI), chit khong 1am két tiia albumin, ¢6 thé dugc 1am giau tiép theo céc phuong phép
d3 biét trong linh vuc k¥ thut, bao gbm, nhung khong chi giéi han &: sic ky (vi du, sic ky
trao ddi anion, sic ky trao dbi cation, sic ky tuong tac ky nuée (HIC), sdc ky hydroXyapatit
(HAP), séc ky ai luc Protein A, séc ky &i luc mién dich, séc ky ngoai ¢d, v.v.); loc (vi dy,
siéu loc va/hoac loc thdm tach); va mot hoic nhiéu bude khir virut (vi du, loc nano, xtt ly

dung moi va lam sach, chiéu tia UV, xtt Iy nhiét, 0 & d6 pH thép, V.V.).
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Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phép diéu ché ché phidm globulin
mién dich d4 dugc lam gidu tir vén Cohn bao gdm bude 1am két tia & do pH ban diu thip,
ndng do rugu cao va it nhat mot bude xit Iy thuan (vi du, sic ky). Theo mot s& phuong 4n,
phuong phép con bao gdm bude lam két tia thi hai trude it nhit mot bude xi 1y thuan (vi
dy, budc 1am két tua PptG). Qua trinh 1am két tia thi hai 13 tity ¥, do hdn dich ctia qué trinh
lam két tha & do pH ban dau thép, néng dd ruou cao ¢co thé dugc str dung truc tiép dé tinh
ché xudi dong.

Theo mdt phwong 4an, cac globulin mién dich c6 mit trong ché phdm c6 ngudn gbc
tir huyét twong da didu ché bang cach ap dung budce lam két tha & 6 pH ban dau thap, ndng

d6 ruou cao dugc lam giau tiép béng cach thuc hién it nhit mot bude séc ky. Theo mdt

phuong an, budc sic kydiroc chon tir séc ky trao dbi ér{ibh: séc ky trao déi aﬁion, sdc ky
twong tac ky nude (HIC), sic ky hydroxyapatit (HAP), sic ky ai luc protein, sic ky ai luc
mién dich, va séc ky ngoai c¢&. Theo phwong 4n cu thé, céc globulin mién dich dugc lam
gidu bang cach thuc hién sic ky trao ddi anion. Theo phuong 4n khéc, cc globulin mién
dich dugc 1am giau tiép bang cach thuc hién sc ky trao dbi cation. Theo phuong 4n cu thé,
céc globulin midn dich dwoc 1am giau tiép bing cach thuc hién ca sic ky trao ddi cation 13n

sac ky trao doi anion.

Theo phuong én cu thé, sang ché dé xuét phwong phap didu ché ché phdm globulin
mién dich d dugc lam gidu, phuong phéap nay bao gdm céc bude: 1am két taa tir 95% dén
100% IgG va A1PI ra khoi vén Cohn & bude 1am két tia thir nhét bang cach bd sung etanol
vao vén Cohn dén ndng dd cubi nim trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nim trong
khoang tir 5,0 dén 6,0 d tao ra chat két tia thir nhit va dich ndi thir nhét; tao hdn dich két
tda thir nhét dé tao ra hdn dich thir nhét; xit Iy hdn dich thtr nhét bing silic dioxit da dugc
nghidn min; va tach riéng phin hoa tan ctia hdn dich tir phan khong hoa tan ctia hdn dich,
trong d6 phan hoa tan ciia hdn dich chira céc globulin mién dich va phan khong hoa tan cia
hdn dich chira A1PI, fibrinogen, yéu t H, va Ialp, gén két cac globulin mién dich v6i nhya
trao ddi cation; rtra giai cac globulin mién dich ra khoi qua trinh trao d6i cation dé tao ra
dich rtra giai trao dbi cation; tiép xuc dich rira gidi trao ddi cation vé&i nhya trao ddi anion;

va thu hdi céc globulin mién dich khéong gin két v6i nhya nay, tir d6 tao ra ché phim
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globulin mién dich da dugc lam giau. Theo mdt phwong 4n, etanol dugc phéi tron v6i vén
Cohn dén ndng d6 cudi bang 25:£3% (th tich). Theo mdt phuong 4an, IgG thu hdi tir bude
séc ky trao déi anion dugc lam gidu tiép. Theo phuong 4n khac, A1PI dugc loai ra khéi hon
dich ducjc 1am giau tiép. Theo mdt s6 phuong 4n, ndng dod etanol cubi va do pH di dung
trong bude lam két tha & do pH thép, néng dd rugu cao dugc chon tur cac bién thé 1 dén
2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7.
" Theo mdt phuong 4n wu tién, tir 99% dén 100% IgG ctia vén Cohn duge lam két tiad bude
1am két tia thtt nhét. Theo phuong 4n khac, tir 80% va 100%, tt hon 1a tir 90% va 100%,
albumin ctia vén Cohn c¢6 mit trong dich ndi thi nhit. Theo phwong 4n cu thé, cac phén
hoa tan va phén khong hoa tan cta hdn dich thir nhit dugc tach riéng bang cach loc. Theo
mdt phuong 4n, phuong phép con bao gdm it nhit mét bude khir/lam bat hoat virut. Theo
mdt phuong an wu tién, phuong phap con bao gdm it nhét hai budc khir/lam bét hoat virut.
Theo mot phuong 4n uu tién nita, phuong phép con bao gbm it nhét ba buéc khir/lam bat
hoat virut. Theo mot phuong 4n, ché phim globulin mién dich da dugc lam giau la ché

pham IgG.

Theo phuong 4n cu th8, sang ché dé xuit phuong phép diu ché ché phdm globulin
mién dich d3 duoc 1am gidu, phuong phap nay bao gdm cac budc: 1am két tia tir 95% dén
100% IgG va A1PI ra khoi vén Cohn trong budc 1am két tia thir nhét bang cach bd sung
etanol vao vén Cohn dén ndng d6 cudi nim trong khoang tr 20% dén 30% & d6 pH nim
trong khoang tir 5,0 dén 6,0 dé tao ra chét két tia thir nhét va dich néi th nhat; tao hdn
dich két tia tht nhat d& tao ra hdn dich thir nhit; xtr 1y hdn dich tht nhat bang silic dioxit
d3 dugc nghién min; va tach riéng phén hoa tan cla hdn dich t phén khéng hoa tan cia
hén dich, trong d6 phin hoa tan ctia hdn dich chta céc globulin mién dich va phan khong
hoa tan ctia hdn dich chira A1PI, fibrinogen, yéu td H, va Ialp, thu hdi phin hoa tan ciia
hdn dich thir nhit; 1am két tia c4c globulin mién dich tir phin hoa tan ctia hdn dich tht nhét
trong budc lam két tua th(r hai bang cach phdi trén etanol véi phén hoa tan ctia hdn dich
thit nhat & ndng do cubi nam trong khoang tlr 25+3% (thé tich) & d6 pH bang 7,0+0,3, aé
tao ra chit két tia thi hai bao gbm cac globulin mién dich va dich ndi thtr hai bao gdm it
nhit mot chit tap nhiém; thu hdi cac globulin mién dich tir két tia thir hai; gin két cac

globulin mién dich véi nhya trao ddi cation; rira giai cac globulin mién dich tir qua trinh
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trao dbi cation dé tao ra dich rira giai trao dbi cation; cho dich rtra giai trao d6i cation tiép
xic v&i nhua trao déi anion; va thu hdi cac globulin mién dich khong gin két v6i nhua, tir
d6 tao ra ché pham globulin mién dich da dugc lam gidu. Theo mdt phuong 4n, etanol dugce
phéi tron véi vén Cohn dén ndng d6 cudi bang 25+3% (thé tich). Theo mdt phuong én, IgG
thu hdi tir bude sic ky trao ddi anion duge 1am gidu tiép. Theo phuong an khac, A1PI dugc
loai ra khoi hdn dich dugc lam giau tiép. Theo mdt s6 phuong 4n, ndng do etanol cudi va
do pH da dung trong budc lam két tua & do pH thap, ndng d6 rugu cao dugc chon tir cac
bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang
6, va Bang 7. Theo mdt phwong 4n uvu tién, tr 99% dén 100% IgG ctia vén Cohn dugc lam
két tira trong budc 1am két tiia thit nhét. Theo phuong an khéc, tir 80% va 100%, tot hon 12
tir 90% va 100%, albumin ctia vén Cohn ¢6 mit trong dich ndi thit nhét. Theo phuong 4n
cu thé, cac phan hoa tan va phén khong hoa tan cla hén dich tht nhit duoc tach riéng bing
cach loc. Theo mot phuong an, phuong phép con bao gdm it nhit mot budc khir/lam bét
hoat virut. Theo mdt phwong an vu tién, phuong phap con bao gOm it nhét hai budc khir/lam
bét hoat virut. Theo mot phwong 4n wu tién hon nita, phwong phdp con bao g0m it nhét ba
budc khi/lam bit hoat virut. Theo mdt phwong é4n, ché pham globulin mién dich da dugc
lam giau la ché phém IgG. | |

Theo modt phuong an cu th8, sang ché dé xuét phwong phap didu ché ché phim
globulin mién dich da dugc 1am giau, phuwong phép bao gdm cac budc: 1am két tua cac
globulin mién dich va A1PI ra khoi vén Cohn & bude 1am két tia & do pH thap, ndng dd
rugu cao; tach riéng céc globulin mién dich va A1PI da két tia; 1am giau ché phdm globulin
mi&n dich bing cach thye hién séc ky trao ddi cation; va 1am gidu tiép ché pham globulin
mién dich bang céach thuc hién sdc ky trao dbi anion. Theo mdt phuong é4n, ndng dd etanol
cudi va d6 pHobuése lam két thia & do pH thip, ndng d6 rugu cao dugce chon tir cac bién thé
1 d@én 2166, nhu duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, Bang
7 va Bang 8. Theo mot phuong én, phuong phép con bao gdm it nhit mdt budc khi/lam
bét hoat virut. Theo mot phwong an wu tién, phuwong phap con bao gbm it nhat hai budc
khir/lam bét hoat virut. Theo mot phuong &n wu tién hon nita, phwong phap con bao gbm it
nhit ba budc khi/lam bat hoat virut. Theo mot phuong an, ché phim globulin mién dich da

dugce lam giau 1a ché phim IgG.
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Theo phuong 4n cu thé khac, séang ché dé xuit phuong phap diéu ché ché phidm
globulin mién dich da dugc l1am giau, phuong phép bao gdm cac budc: lam két tia cic
globulin mién dich va A1PI ra khéi vén Cohn & bude 1am két tia & d6 pH thap, ndng do
rugu cao; tich riéng céc globulin mién dich va A1PI da két tia; lam két tha cac globulin
mién dich da tach trong budc lam két tia thi hai; 1am giau ché phdm globulin mién dich
béng céach thuc hién sic ky trao doi cation; va lam giau tiép ché phdm globulin mién dich
béng cach thuc hién séc ky trao ddi anion. Theo mdt phwong 4n, ndng d6 etanol cudi va do
Ph & budc lam két tia & do pH thip, ndng d6 rwou cao dugc chon tir cic bién thé 1 dén
2166, nhu duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7.
Theo mot phuong 4n, phuong phap con bao gom it nhit mot bude khir/lam bat hoat virut.
Theo mot phuong an wu tién, phuong phap con Bao gbm it nhét hai budc khir/lam bat hoat
virut. Theo mdt phuong én wu tién hon nita, phuong phép con bao gdm it nhit ba budc
khfr/léun bét hoat virut. Theo mdt phuong 4n, ché phim globulin mién dich d3 dugc 1am

giau 12 ché phim IgG.

Theo phwong 4n cu thé khic, séang ché d& xuét phuong phép diéu ché ché phdm
globulin mién dich di dugc 1am giau, phuong phép bao gbdm cac bude: 1am két taa cac
globulin mién dich va A1PI ra khéi vbén Cohn & budc lam két tia & @6 pH thép, nf”mg do
ruou cao; tach riéng cac globulin mién dich va A1PI da két tha; 1am két tua cac globulin
mi&n dich da tach trong budc 1am két tia thr hai; xir Iy ché pham globulin mién dich bing
dung méi va chét 1am sach d 1am bAt hoat virut; 1am giau ché phdm globulin mién dich
béng cach thuc hién sic ky trao d6i cation; 1am giau tiép ché phdm globulin mién dich bing
cach thuc hién sic ky trao ddi anion; va loc nano ché phém globulin mién dich dé loai bo
virut. Theo mot phuong 4n, ndng d6 etanol cudi va d6 pHébudc 1am két thia & d6 pH thap,
ndng do rugu cao dugce chon tir cac bién thé 1 dn 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1,

Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, Bang 7 va Bang 8.

Theo mdt phwong én, phuong phép con bao gbm budc cd ché phim globulin mién
dich bing céach siéu loc/loc thim tach dé thu dugc ndng dd protein cudi nim trong khoang
tir 5g/l dén 25g/1. Theo phuong 4n cu thé, ndng d6 cudi ctia ché phim globulin mién dich

d3 duoc 1am gidu bing 5+1% (khdi lvong/thé tich). Theo phwong 4n cy thé khéc, ndng do
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cubi ctia ché phdm globulin mién dich da dugc 1am giau bing 10+1% (khdi lwong/thé tich).
Theo phuong an cu th8 khéc, ndng d6 cudi ctia ché phim globulin mién dich da dugc lam
gidu bang 15+1% (khdi lwong/thé tich). Theo phuong 4n cu th8 khac, ndng d6 cubi ctia ché
phim globulin mién dich da dugc lam giau bing 20+2% (khbi lwong/thé tich). Theo phuong
4n cu thé khac, ndng d6 cudi cua ché phdm globulin mién dich da dwgc lam giau bang
2542% (khdi lugng/th tich). Theo mot phuong &n, ché phdm globulin mién dich da dugc
lam giau 12 ché pham IgG.

Quy trinh minh hoa c4ch lam giau IgG tr chét két tia phan doan I-IV-1
Chiét chit két tia phan doan I-IV-1

Dé hoa tan thanh phan IgG cua chét két tia phan doan I-IV-1, dung dich dém chiét
lanh duoc st dung dé tao hdn dich lai chét phan doan II+III vé6i ty 1€ thong thuong 1a 1
phan két tia v6i 15 phin dung dich dém chiét. Cac ty 1¢ thich hop khac dé tao lai hon dich
6 thé dugc stir dung, vi du, nim trong khoang tir 1:8 dén 1:30, hodic nim trong khoang tir
1:10 dén 1:20, hodc nim trong khoang tr 1:12 dén 1:18, hoajc nam trong khoang tir 1:13
dén 1:17, hodic nim trong khoang tir 1:14 dén 1:16. Theo mot sb phwong 4n, ty 1€ tao lai
hdn dich c6 thé bang 1:8, 1:9,1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15, 1:16, 1:17, 1:18, 1:19, 1:20,
1:21, 1:22, 1:23, 1:24, 1:25, 1:26, 1:27, 1:28, 1:29, 1:30, hodc cao hon.

Céc dung dich thich hop @8 chiét chit két tha thit nhét thuong c6 do pH nim trong
khoang tir 4,0 dén 5,5. Theo mot s phwong 4n, dung dich c6 d§ pH nim trong khoang tir
4,5 dén 5,0, theo céc phuong 4n khéc, dung dich chiét c6 @ pH béng khoang 4,0, 4,1, 4,2,
43,44, 4,5, 4,6,4,7,4,8,49,5,0,5,1,52,5,3, 5,4, hodc 5,5. Theo mdt phuong &n vu ti€n,
dod pH cua dung dich dém chiét bang 4,7+0,1. Theo phuong 4n uu tién khac, do pH cta
dung dich dém chiét bang 4,8+0,1. Theo phuong an wu tién khac, d6 pH ctia dung dich dém
chiét bang 4,9+0,1. N6i chung, cac yéu cau vé do pH nay c6 thé dap tng duoc bang cach
st dung céac dung dich dém dugc chon tir, vi dy, axetat, xitrat, monobazo phosphat, dibazo
- phosphat, hdn hgp cta ching, va cic dung dich tuong ty. Nong @6 dung dich dém thich
hop thudng nam trong khoang tir SmM dén 100mM, hodc nim trong khoang tir 10mM dén
50mM, hodc bang SmM, 10mM, 15mM, 20mM, 25mM, 30mM, 35mM, 40mM, 45mM,
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50mM, 55mM, 60mM, 65mM, 70mM, 75mM, 80mM, 85mM, 90mM, 95mM, hodc
100mM.

Tbt hon, néu dung dich dém chiét c6 d6 dan dién nam trong khoang tir 0,5mS/cm
dén 2,0mS/cm. Vi dy, theo mot sb phuong 4n, do din dién cta dung dich dém chiét b%mg
0,5+0,1mS/cm, hodc béng khoang 0,6+0,1mS/cm, 0,7+0,1mS/cm, 0,8+0,1mS/cm,
0,9+0,1mS/cm,  1,0£0,1mS/cm, 1,1+0,ImS/cm, = 1,2£0,1mS/cm,  1,3+0,1mS/cm,
1,440,1mS/cm,  1,540,ImS/cm, 1,6+0,ImS/cm, 1,7+0,1ImS/cm, 1,8+0,1mS/cm,
1,940,1mS/cm, hodc 2,0+0,1mS/cm. Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét

ndy sé& biét cdch tao ra cac dung dich dém chiét c6 do dan dién thich hop.

" Theo phuong 4n minh hoa, chét két tia phan doan I-IV-1 dugc chiét v6i hdn dich dé
tao ra ty 16 dém bang 1:15 bang cach str dung dung dich dém chiét chra SmM monobazo
natri phosphat va 5SmM axetat, d¢ pH ctia dung dich dugc diéu chinh dén 4,8 + 0,2 béng
axit axetic. Theo mot phuong 4n, d6 pH cua dung dich dugc duy tri ¢ 4o pH b?mg 4,8+0,3
trong qué trinh chiét. Theo phwong 4n cu thé, @6 pH cta dung dich dugc duy tri & do pH
bﬁng‘4,8 + 0,2 trong qué trinh chiét.

No6i chung, quy trinh chiét duoc thuc hién & nhiét do nim trong khoang tir 0°C dén
10°C, hodic nim trong khoang tir 2°C dén 8°C. Theo mot sé phuong 4n, quy trinh chiét c6
thé dugc thuc hién & 0+1°C, 1£1°C, 2+1°C, 3+1°C, 4+1°C, 5+1°C, 6+1°C, 7+1°C, 8+1°C,
9+1°C, hogc 10+1°C. Theo phuong 4n cu thé, chiét dugc thuc hién & nhiét do nam trong
khoang tur 2°C dén 10°C. Thong thudng, quy trinh chiét dugc thuc hién trong thoi gian nim
trong khoang tir 60 phut dén 300 pht, hodc trong thoi gian nim trong khoang tir 120 phut
dén 240 pht, hodc trong thoi gian ndm trong khoang tir 150 phut dén 210 phut, déng thdi
hén dich dugc khuéy lién tuc. Theo mdt s6 phuong &n, quy trinh chiét duoc thyc hién trong
khoang .60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220,
230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300 phut, hodc lauhon. Theo mdt phuong én wu tién,
quy trinh chiét dugc thuc hién trong it nh4t 160 phut bing cach khudy lién tuc.
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Xt ly bang silic dioxit (Si02)

So v6i qua trinh tinh ché Cohn-Oncley va Kistler-Nitschmann, cac chit két tia chtra
globulin mién dich ban du da tao ra bing cac phuong phap theo sang ché chira ndng do
tuong dbi cao protein khong phai globulin mién dich, bao gdmA1PI, fibrinogen, yéu t6 H,
va lalp. Da biét ring Yéu t6 H va Ialp c6 thé duoc gin két boi va sau d6 rira gii silic dioxit
da duoc nghién min (xem, WO 2011/011753 va PCT/US2011/045099, ndi dung cta ching
duoc két hop toan bd vao day bang cach vién dan nhdm moi muc dich). Nhén thiy ring c6
loi néu sy ¢6 mit cia budce xit Iy SiO» sau khi chiét chét két tha phan doan I-IV-1 va truée
khi loc hdn dich phan doan I-IV-1 s& hd trg cho viéc tach riéng A1PI, fibrinogen, yéu t6 H,
va Ialp khoi banh loc khong tan tao ra trong qua trinh loc hdn dich phan doan I-IV-1.

Do d6, theo mot phuong an, silic dioxit da dugc nghién min duoc phdi trén véi hdn
dich phan doan I-IV-1 trudc khi loc. Theo mét phuong 4n, bude xit ly truée ndy bao gbdm
viée bd sung cac hat silic dioxit nghién min (vi dy, silic dioxit sinh nhiét; Aerosil®), tiép
do u trong thoi gian tir 40 phut dén 80 phut trong khi d6 hdn dich dugc tron lién tuc. Theo
mdt s& phuong 4n, giai doan 0 nim trong khoang tir 50 phut dén 70 phut, hodc bang khoang
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, hodc 1au hon. N6i chung, viéc xut ly dugce
thuc }hién & nhiét do ndm trong khoang tir 0°C dén 10°C, hogc ndm trong khoang tir 2°C
dén 8°C. Theo mot sb phuong 4n, vide xit Iy c6 thé dugce thuc hién & nhiét do khoang 0°C,
1°C, 2°C, 3°C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C, 8°C, 9°C, hodc 10°C. Theo phuong 4n cu thé, viec xtr
ly duogc thue hién & nhiét d nam trong khoang tlr 2°C dén 10°C. Theo mot phuong 4n uu

tién, viéc xtr Iy duge thuc hién & nhiét do nim trong khoang tir 5°C dén 10°C.

Theo mot sb phuong an, silic dioxit sinh nhiét dugc bd sung vao & ndng dd nim
trong khoang tir 20g/kg chét két tia phan doan I-IV-1 dén 100g/kg chit két tia phan doan
[-IV-1. Theo mot sé phuong 4n, silic dioxit sinh nhiét c6 thé dugc bd sung vao & ndng dd
bing khoang 20g/kg cht két tia phan doan I-IV-1, hodc bing khoang 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, hodc 100g/kg chét két tia phan doan I-IV-1. Theo
mdt phuong an dic biét, silic dioxit sinh nhiét (vi dy, Aerosil 380 hodc chét trong tw) duge

bb sung vao hdn dich phan doan I-IV-1 dé thu dugce ndng dd cubi clia chit két tia phan

-87-



35034

doan I-IV-1 bing 40+10g/kg. Tién hanh tron cb dinh & nhiét d6 ndm trong khoang tir 2°C
dén 8°C trong thoi gian it nhét tir 50 phat dén 70 phit.

Theo mdt s6 phuong 4n, SiO» dugc b sung vao ché phim IgG & ndng d6 nim trong
khoang tir 0,01g/g protein toan phan dén 10g/g protein toan phan. Theo phuong 4n khac,
Si0; dugc bd sung vao ché phim IgG & ndng d6 ndm trong khoang tlr 0,01g/g protein toan
phin dén 5g/g protein toan phén. Theo phwong 4n khéc, SiO2 dugc bd sung vao ché phim
IgG & ndng d6 nim trong khoang tir 0,02g/g protein todn phin dén 4g/g protein toan phan.
Theo mot phuong an, SiO2 dugc Bé sung vao & ndng dd cudi it nhét 0,1g trong mdi gam
protein toan phan. Theo phuong 4n cu thé khéc, silic dioxit sinh nhiét dugc bd sung vao &
ndng dd it nhat 0,2g trong mdi gam protein todn phén. Theo phuong 4n cu thé khac, silic
dioxit sinh nhiét dugc bd sung vao & ndng do it nhét 0,25g trong mdi gam protein toan
phan. Theo cac phuong an cu thé khac, silic dioxit sinh nhiét dugc bd sung vio & ndng do
it nhét 1g trong mdi gam protein toan phin. Theo phuong 4n cyu thé khéc, silic dioxit sinh
nhiét dwgc bd sung vao & néng do it nhét 2g trong mdi gam protein toan phén. Theo phuong
4n cu thé khac, silic dioxit sinh nhiét dugc bd sung vao & ndng do it nhét 2,5g trong mdi
gam protein toan phén. Van theo c4c phuong 4n cu thé khéc, silic dioxit dd dugc nghién
min dugc bd sung vao & ndng do it nhit 0,01g/g protein toan phan hoic it nhét 0,02g, 0,03g,
0,04g, 0,05g, 0,06g, 0,07g, 0,08g, 0,09¢, 0,1g, 0,2g, 0,3g, 0,4¢g, 0,5g, 0,6g, 0,7g, 0,8g, 0,9¢g,
1,0g, 1,5g, 2,0g, 2,5g, 3,0g, 3,5g, 4,0g, 4,5g, 5,0g, 5,5g, 6,0g, 6,5g, 7,0g, 7,58, 8,08, 8,5¢,
9,0g, 9,5g, 10,0g, hodc nhiéu hon trén gam protein toan ph'?m.

Loc hdn dich phan doan I-IV-1

D& tach riéng phén hoa tan ciia hdn dich phan doan I-IV-1 chira cic globulin mién
dich ra khoi phan khong hoa tan chua fibrinogen, A1PI, yéu t6 H, va Ialp, hdn dich dugc
loc, ty ¥ sir dung thiét bi loc sau. Thiét bi loc sdu c6 thé dugc ding trong phuong phap
theo sang ché bao gdm, thiét bi loc sau bang kim loai, thity tinh, gbm, vo co (nhu diatomit),
v céc thiét bi twong tw. Vi du v& céc thiét bi loc thich hgp bao gdm, nhung khong chi gidi
han & Cuno 50SA, Cuno 90SA, va thiét bi loc Cuno VRO06s (3M). Theo c4ch khéc, budc

tach riéng c6 th duogc thuc hién bang cach ly tAm cht khong phai loc.
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Theo mot s6 phwong 4n, chat trg loc, vi du Celpure C300 (Advanced Minerals) hodc
Hyflo-Super-Cel (World Minerals), dugc bd sung vao hdn dich sau khi xt 1y silic dioxit aé
thuén tién cho viéc loc sau. Chét tro locduogc bd sung vao & nbéng d6 cudi ndm trong khoang
tir 0, 1kg/kg chat két tiia phan doan I-IV-1 dén 1,0kg/kg chat két tia phan doan I-IV-1, hodc
nim trong khoang tir 0,2kg/kg chét két tia phan doan I-IV-1 dén 0,8kg/kg chat két tia phan
doan I-IV-1, hodc nim trong khoang tir 0,3kg/kg chét két tha phan doan I-IV-1 dén 0,7kg/kg
chét két tia phan doan I-IV-1. Theo cac phuong 4n khéc, chét trg loc c6 thé dugc bd sung
vao & ndng do cubi nim trong khoang tir 0,1kg/kg chit két tia phan doan I-IV-1 dén
0,7kg/kg chét két tha phan ddah I-IV-1, hodic ndm trong khoang tr 0,2kg/kg chét két tua
phan doan I-IV-1 dén 0,6kg/kg chit két tia phan doan I-IV-1, hodc nam trong khoang tir
0,3kg/kg chit két tha phan doan I-IV-1 dén 0,05 kg/kg chit két tia phan doan I-IV-1. Theo
mot s6 phuong 4n, chét trg locdugc bd sung vao & ndng do cudi bang khoang 0,01kg/kg
chat két tiia phan doan I-IV-1, hodc bang khoang 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08,
0,09, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, hoic 1,0kg/kg chét két tia phan doan I-IV-1.

P& han ché t6i da mic hao hut globulin mién dich trong khi loc, banh loc tao ra can
duoc rira b%mg it nhit mot thé tich tréng, t6t hon néu it nhat hai thé tich tréng, tSt hon nira
13 it nhét ba thé tich tréng, cia hdn dich dém hogc dung dich dém tuong tu cua ching, ma
khong hoa tan protein khong phai globulin mién dich c6 mit trong banh lgc. Theo mdt
phuong an, thiét bi loc va banh loc dugc rira sau d6 béng it nhét 3,0 thé tich trong cta dung
dich dém. Theo phuong 4n khéc, thiét bi loc va banh loc duge rira sau d6 bang it nhét 3.6
thé tich trdng ctia dung dich dém. Theo phwong 4n khéc, thiét bi loc va banh loc dugc rira
sau d6 bing it nhat 50% thé tich hdn dich dugc loc, bing céch sir dung dung dich dém thich
hop. Theo phuong 4n khéc, thiét bi loc va banh loc dwgc rira sau d6 bing it nhét 75% thé
tich hdn dich duge loc, st dung dung dich dém thich hop. Theo phuong én khac, thiét bi
loc va banh loc dugc rira sau d6 bing it nhét 100% thé tich hdn dich duoc loc, st dung dung
dich dém thich hgp. Thong thuong, khong qua 200% thé tich hdn dich duoc loc cin ding

dé rira thiét bi loc va banh loc.

Theo phuong &n cu thé, dung dich dém rira 1a dung dich dém hoa tan chtra axit axetic

bang voi luong nam trong khoang tir 90ml dén 150ml trén 10001. Theo mdt phuong an, do
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pH clia dung dich dém chiét sau khi rtra nim trong khoang tir 4,6 dén 5,3. Theo mot phuwong
4n uwu tién, do pH cua dung dich dém sau khi rra dém nim trong khoang tir 4,7 dén 5,2.
Theo phuong 4n wu tién khac, 9 pH ctia dung dich dém sau khi rira dém nam trong khoang
tir 4,8 dén 5,1. Theo phuong an khic nita, dd pH cta dung dich dém sau khi rira dém nim

trong khoang tir 4,9 dén 5,0.
Xt 1y bang chét 1am sach

Dé loai bd cac chét tap nhiém khéc ra khéi dich loc phan doan I-IV-1, mau duge XU
ly tiép bang chit 1am sach. Phuong phép xtt Iy bang chét 1am sach ctia cdc phan doan c6
ngudn goc tir huyét trong 12 d4 biét trong linh vuc k¥ thuat nay. N6i chung, phuong phép
xir Iy béng chét 1am sach khéng ion tiéu chudn bt ky c6 thé dugc st dung két hop véi
phuong phép theo sang ché. Vi du, quy trinh minh hoa v& viée xi Iy bang chét 1am sach

dugc dua ra dudi day.

Polysorbat-80 dugc bd sung vao dich loc phan doan I-IV-1 & ndng d6 cudi bing
khoang 0,2% (khdi lwgng/thé tich) ddng thoi khudy va miu duge G trong it nhéit 30 phit &
nhiét do nim trong khoang tir 2°C dén 8°C. Natri xitrat dihydrat tiép d6 duoc tron vao dung
dich & ndng dd cudi bang khoing 8g/l va méu dugc u trong thoi gian 30 phit nita, dong

thoi khudy lién tuc & nhiét d6 nim trong khoang tix 2°C dén 8°C.

Theo mot sb phuong 4n, cac chét 1am sach khong ion thich hop bét ky c6 thé dugc
st dung. Vi du vé cic chét 1am sach khong ion thich hgp bao gbm, nhung khong chi gidi
han &, Octylglucosit, Digitonin, C12E8, Lubrol, Triton X-100, Nonidet P-40, Tween-20
(ttc 13, polysorbat-20), Tween-80 (tirc 13, polysorbat-80), alkyl poly(etylen oxit), chét lam
sach Brij, alkylphenol poly(etylen oxit), poloxame, octyl glucosit, dexyl maltosit, va cac

chét tuong tu.

Theo mdt phuwong 4n, viée cai thién quy trinh thu dugc béng cach bd sung chét phan
rng 1am sach (vi dy, polysorbat-80 va natri xitrat khan) bang cach b sung khuéch tén. Viée
bd sung khuéch tén cac chét phan tng nay sé giadm thidu dugc sy thay dbi bat thuong cuc
bo cﬁnéng dd rugu va d6 pH so véi khi bd sung vao tai mot diém. Theo mdt phwong 4n,

qué trinh bo sung khuéch tan bao gdm phun, cht khong phai bd sung bang cach cho chay.
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Theo phuong an khéc, qué trinh bd sung khuéch tan bao gbm b sung chét phan (mg vao
tur nhiéﬁ 15. Theo mot phwong 4n, qué trinh bd sung khuéch tan bao gbm bd sung chit phan
g vao tir cac 16 khuéch tan. Theo mot s6 phuong an, it nhét mot 15 da dung dé dua chét
phén rng vao hé théng duoc dit & hotic gan canh khudy hodc by phan phén tan khéc. Theo
cac phuong 4n khéc, chét phan tng 1am sach c6 thd dugc bd sung dudi dang céac chit rin
vao dich loc phan doan II+III cai bién déng thoi mAu cin duge tron d& dam bao qua trinh
phan b6 nhanh chét phu gia. Theo mdt s6 phuong 4n, t6t hon néu bd sung chat phan mg
m&i bing cach thc céc chét rin 1&n dién tich bé mit da loai bd chita dich loc sao cho khong
lam xuét hién ndng d6 cuc bd qua muc, nhu trong qua trinh bd sung bang cach cho chay

qua.
Lam két taa 14n thi hai — Két tia G

Dé loai bd cac tap chét rén, qua trinh 1am két tha thr hai duoc thuc hién & d6 pH
nam trong khoang tir 6,5 dén 7,5 béng cach st dung rugu 25%. Tém lai, dich chiét phan
doan I-IV-1 dugc didu chinh dén do pH ndm trong khoang tir 6,5 dén 7.5, tt hon 13 nim
trong khoang tr 6,8 dén 7,2, t5t hon nita 13 ndm trong khoang tr 6,9 dén 7,1, t6t nhit 1a
bang 7,0 v6i dung dich diéu chinh d6 pH thich hgp (v{ dy, natri hydroxit hodc axit axetic).
Ruou lanh sau d6 dugce bd sung vao dung dich dén ndng do cubi bing khoang 25% (thé
tich) va hon hop nay dugce 0 ddng thoi khudy tron & nhiét do nim trong khoang tir -6°C dén
-10°C trong it nhét 1 gio dé tao ra chét két taa the hai (#ike [a, két tia G). Theo mot phuong
4n, hon hop dugce U trong thoi gian it nhét 2 gid, hoic it nhét 3 gio, 4 giv, 5 gio, 6 gio, 7
gid, 8 giv, 9 giv, 10 giv, 11 giv, 12 gio, 13 giv, 14 gio, 15 gio, 16 giv, 17 gio, 18 gio, 19
gid, 20 giv, 21 giv, 22 giv, 23 gio, 24 gio, hodc lau hon. Theo mot phuong an uu tién, hdn
hgp dugc U trong thoi gian it nhét 2 gid. Theo mdt phuong 4n wu tién hon nira, hdn hop
dugc U trong thoi gian it nhét 4 gid. Theo phuong 4n wu tién hon nita, hdn hop duge 1 trong
thoi gian it nhit 8 gio.

Theo mdt sb phuong 4n, ty 1& phén tram IgG cao ¢6 thé dugc 1am két tia ra khoi
dich chiét I-IV-1 bing c4ch didu chinh @6 pH ctia dung dich trong va/hodc sau khi bd sung
rugu vao phan tng két taa. Twong tw do sy thay dbi bat thudong ctia d6 pH trong dung dich

trong qua trinh lam két ta, nén d6 pH ciia hdn hgp phén Gng cb thé duoc kiém soat va/hodc
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didu chinh théng qua toan bd qua trinh 1. Theo phwong 4n khac, viéc cai thi¢n hi¢u suét
IgG thu dugc bing cach bb sung rugu két tia va/hoic dung dich di dung dé diéu chinh do
pH ciia hon hop 'béng cach b sung khuéch tén rugu hodc chét diéu chinh d6 pH. Qu4 trinh
bd sung khuéch tan cic chét phan ng nay s& giam ti thiéu su thay ddi bét thudng cuc bd
cua néng d6 rugu va dd pH so véi khi bd sung vao tai mot diém. Theo mot phuong an, qua
trinh bd sung khuéch tan bao gdm phun, chit khong phai bd sung bang cach cho chay vio.
Theo phuong an khéc, qué trinh bd sung khuéch tan bao gdm bd sung chét phan tmg vao
tir nhidu 15. Theo mot phuong 4n, qua trinh bd sung khuéch tan bao gdm bd sung chit phan
{mg vao tir cac 18 khuéch tén. Theo mot s& phuong an, it nhét mot 18 da ding dé dua chét

phan g vao hé¢ théng duoc dit & hodc gan canh khudy hodc bo phan phan tan khéc.
Tao hdn dich va loc chét két tia G (Ppt G)

Dé hoa tan thanh ph?m IgG cua chét két tha G, dung dich dém chiét lanh dugc st
dung dé tao lai hdn dich PptG. Tém lai, chét két tia G dugc hoa tan véi ty 18 1 phﬁn Kkét tua
v6i 2 dén 5 phan nuéc ding dé tiém (WFI) hoic dung dich dém ¢6 d¢ dén dién thép. Theo
mot phuong an uu tién, chit két tia G duge hoa tan véi ty 18 1 phan két tha v6i 1 dén 15
phn, t&t hon 1a 3,5 phan, WEL Buéc tao hdn dich tuy ¥ dwoc thyc hién & nhiét 6 ndm
trong khoang tir 0°C dén 8°C 8 thu dwoc gi tri AU2so-320 ndm trong khoang tir 40 dén 95.
Do pH cudi cia dung dich, dugce khudy trong thoi gian it nhét 2 gio, tiép d6 duge diéu chinh
dén gia tri nAm trong khoang tir 4,5 dén 5,6, t6t hon néu dén 5,2 + 0,2. Theo mot phuong
4n, viéc diéu chinh d§ pH nay dugc thuc hién bing axit axetic. Pé 1am ting kha ning hoa
tan IgG, d6 din dién cua hén dich duge ting 1én tGi gia tri nim trong khoang tir 2,5mS/cm
dén 6,0mS/cm. Theo mdt phuong 4n, d§ dan dién dugc ting 1én bang cach bd sung natri

clorua.

Cac dung dich thich hop dé chiét chat két tia G bao gdbm WFI va dung dich dém c6
d6 din dién thép. Theo mot phuong 4n, dung dich dém c6 do dén dién thap c6 do dan dién
thap hon 10mS/cm. Theo cdc phuong 4n khéc, dung dich dém c6 do dan dién thip c6 do
din dién thip hon 9mS/cm, 8mS/cm, 7mS/cm, 6mS./cm, 5mS/cm, 4mS/cm, 3mS/cm,
2mS/cm, hoic 1mS/cm. Theo mdt phuong 4n wu tién, dung dich dém c6 dd dan dién thép

c6 d6 din dién thép hon 6mS/cm. Theo phwong 4n wu tién khéc, dung dich dém c6 do dan
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dién thip c6 @6 din dién thap hon 4mS/cm. Theo phuong 4n wu tién khac, dung dich dém

c¢6 do dn dién thip c6 d6 din dién thip hon 2mS/cm.

Sau d6, dung dich PptG da duqc tao hdn dich duoc loc béng thiét bi loc sau thich
hop ¢6 kich thuée 18 x6p khong dang k& ndm trong khoang tir 0,1pm dén 0,4pm dé loai bo
céc hat khong hoa tan bét ky. Theo mdt phwong én, kich thude 15 x6p khong dang ké cta
thiét bi loc sau bf?mg khoang 0,2um (v dy, may loc Cuno VR06 hodc cac thiét bi tuong tw).
Theo phuong an khac, dung dich PptG da dugc tao hdn dich duoc ly tAm dé thu hdi dich
ndi sach. Thiét bi loc dugc rira bang WFI hoic dung dich dém thich hgp sau khi loc dé thu
hdi tiép IgG va nudce sau khi rira duge bd sung vao dich loc. Theo mdt phuwong an vu tién,
nuée sau khi rira ctia thiét bi loc duge ding bang cach st dung dung dich natri clorua c6 do

dan dién ndm trong khoang tir 2,5mS/cm dén 6,0mS/cm.
Xt 1y bang dung mdi va chét 1am sach (S/D)

Dé 1am bAt hoat cac chit tap nhiém chira virut khac nhau c¢6 mit trong cac san pham
6 ngudn gdc tir huyét twong, dich loc sach PptG dugc xt 1y tiép bang chat 1am sach dung
moi (S/D). Phuong phap xur ly bing chét 1am sach cac phén doan c6 ngudn gbe tir huyét
twong da biét trong linh vyc ky thuat nay (xem, Pelletier JP et al., Best Pract Res Clin
Haematol. 2006;19(1):205-42). N6i chung, phuong phap xir Iy S/D tiéu chuan bat ky ¢6
thé duoc &p dung két hop véi phuong phap theo séng ché. Vi du, quy trinh minh hoa dé xur
ly S/D dugc dua ra dudi day.

Triton X-100, Tween-20, va tri(n-butyl)phosphat (TNBP) dugc bd sung vao dich loc
sach PptG & céc_néng d6 cudi 1an luot bang khoang 1,0%, 0,3%, va 0,3%. Tiép d6, hdn hop
nay duoc khudy tron & nhiét do nam trong khoang tir 18°C dén 25°C trong thoi gian it nhét
mot gio.

Theo mdt phuong an, cac chét phan ung S/D (vi du, Triton X-100, Tween-20, va
TNBP) dugc bd sung vao bing cach bd sung khuéch tan. Theo phuong an cu thé, cac chét
phan tng S/D duoc bd sung vio bing cach phun chit khong bang cach cho chay qua. Theo
phuong 4n khic, chét phan tng 1am sach dugc bd sung duéi dang chét rin vao dich loc

sach PptG, can duoc tron dé dam bao su phéan b nhanh cac thanh phﬁn S/D. Theo mot sb
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phuong 4n, tot hon néu bo sung chat phan ng mdi vao bang cach rac cac chat ran 1€n dién
tich bé mit da loai bd cua dich loc sao cho khong 1am xuat hién nong do cuc bd qué mirc,

nhu trong bd sung vaobing cich cho chay qua.
Séc ky trao dbi ion

Dé tinh ché va cb tip IgG, séc ky trao d6i cation va/hoic séc ky trao ddi anion c6
thé duoc 4p dung. Phuong phap tinh ché va c6 IgG bang cach sir dung sic ky trao dbi ion
d3 biét trong linh vuc k§ thuat ndy. Vi dy, Patent M§ s6 5,886,154 mb ta phuong phap trong
d6 chét két tia phan doan II+1III dugc chiét & 4o pH thip (ndm trong khoang tir 3,8 dén 4,5),
tiép d6 két tiia IgG bang cach sir dung axit caprylic, va cubi ciing bd sung hai budc sic ky
trao d6i anion. Patent My $6 6,069,236 mé ta so dd tinh ché séc ky IgG, hoan toan khong
dwa vao két tia rugu. Cong bd don qudc t& s6 WO 2005/073252 mb ta phuong phép tinh
ché IgG bao gbém budc chiét chét két tia phan doan II+IIL, xit 1y bang axit caprylic, xi 1y
bing PEG, va mot budc séc ky trao ddi anion. Patent M§ s6 7,186,410 mé ta phuong phép
tinh ché IgG bao gém budc chiét chétkét tia phan doan I+II+III hodc phan doan II, tiép d6
mdt budce trao dbi anion duge thuc hién & do pH kiém. Patent My sb 7,553,938 md ta
phuong phép bao gdm budc chiét chét két tua phan doan I+II+III hodc chit két tia phan
doan II+II1, xi Iy bang caprylat, va mdt hodc hai budce sic ky trao dbi anion. Patent My s6
6,093,324 md ta phuong phap tinh ché bao gbm viéc str dung nhya trao dbi anion vi 15 hoat
dong & @6 pH nam trong khoang tix 6,0 dén 6,6. Patent M¥ s6 6,835,379 md ta phwong phap
tinh ché dya trén séc ky trao dbi cation khi khong c6 mit qua trinh phan doan ruqu. Phan
boc 16 ciia cac Cong bd don néu trén dugce dua vao day hoan toan bing cach vién ddn nhim

moi muc dich.

Theo mdt phuong 4n, dich loc PptG da xit Iy bing S/D c6 thé duge tién hanh séc ky
trao ddi cation va séc ky trao dbi anion. Vi du, theo mot phuong 4n, dich loc PptG da dugc
xir Iy bang S/D dugc tiép xtc v6i nhya trao ddi cation trong cac didu kién thich hop dé gén
két IgG véi nhya. Tiép d6, cac chat phan tng S/D c6 thé dugc rira ra khoi IgG da hép phu,
sau d6 dugc rira giai nhyra bang dung dich dém rira giéi thich hop. Theo cach nay, budc sic
ky trao dbi cation c6 thé duge sit dung dé loai bo cac chét phan tng S/D ra khéi ché pham,

c6 dung dich chira IgG, va/hodc loai bd cac tap chét ra khoi ché pham.
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Theo mdt phuong 4n, IgG duoc rira gii ra khéi nhya trao d6i cation bang cach st
dung dung dich dém rira giai c6 do pH nim trong khoang tir 8,0 dén 9,0. Theo mot sb
phuong an, dung dich dém rira giai pH c6 d6 pH nim trong khoang tr 8,2 dén 8.8, hoic
nim trong khoang tir 8,4 dén 8,6, hoic d6 pH bang khoang 8,0, 8,1, 8,2, 8,3, 8,4, 8.5, 8,6,
8.7, 8.8, 8,9, hodc 9,0. Theo mdt phwong 4n wu tién, d pH clia dung dich dém rira giai béng
khoang 8,5 £ 0,1.

Tuong tu, phuong phap sic ky trao d6i anion c6 th dugc sir dung dé 1am giam céc
tap chét trong ché phdm IgG. Theo mot phuong an, sic ky trao dbi anion dugc thyc hién
trong cac diéu kién dung dich trong d6 mot hodc nhidu tap chét gin két v6i nhya trao doi
anion nhung khong gin két v6i IgG. Theo phuong 4n cu th8, sic ky trao d6i anion duge
thuc hién & diéu kién c6 tinh axit nhe, néc la, & d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén 7,0, t6t
hon 13 ndm trong khoang tir 5,5 dén 6,5, & @5 bén ion thip thich hop dé gin két cac chét tap

nhiém nhung IgG khong gan két v&i nhya trao ddi anion.

Theo phuong 4n cu thé, dich rra giai ra khoi cdt trao ddi cation c6 thé dugc diéu
chinh dén do pH thap hon, vi du nam trong khoéng tir 5,5 dén 6,5, va dugc pha loang bing
dung dich dém thich hgp sao cho d§ din dién cta dung dich dugc giam xudng. Theo mdt
s6 phuong 4n, d6 pH cita dich rira giai trao ddi cation ¢6 thé dugc diéu chinh dén do pH
nam trong khoang tir 5,7 dén 6,7, hoic nam trong khoang tir 5,9 dén 6,5, hoic dd pH béng
khoang 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5.9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, hodc 6,7. Theo mdt phuong dn
wu tién, d6 pH cua dich rira giai dugc didu chinh dén gia tri bing khoang 6,4 = 0,1. Tiép
do, dich rira giai dugc dua lén cot trao dbi anion, gén két mot sb chét tap nhiém d3 tim théy
trong ché phdm nay. Dong chay qua cot di qua, chira phan doan IgG, dugc thu gom trong
qué trinh mang va rira cot. Theo mot s6 phuong 4n, cac budce sécrk}’l trao ddi ion theo sang
ché c6 thé duoc thuc hién theo kidu cdt, kiéu mé, hogc két hop hai kiéu nay. Theo mot
phuong 4n, dung dich ding d& didu chinh do pH ciia ché phim IgG trudc khi tién hanh séc
ky trao ddi anion dugc b sung vao bang cich bd sung khuéch tan. Theo phuong 4n cu thé,
dung dich dugc bd sung vao bing cach phun, chtr khong bd sung vao bang cach cho chay

qua.
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Loc nano

* Pé 1am giam kha ning mang virut ciia ché phim IgG theo sang ché, ché phdm nay
¢6 thé duge loc nano béng céach st dung thiét bi loc nano thich hop. Theo mdt sb phuong
4n, thiét bi loc nano c6 c& 16 x8p trung binh ndm trong khoang tir 15nm dén 200nm. Vi du
v& c4c thiét bi loc nano thich hgp nhim muc dich nay bao gbm, nhung khéng chi giéi han
& DVD, DV 50, DV 20 (Pall), Viresolve NFP, Viresolve NFR (Millipore), Planova 15N,
20N, 35N, va 75N (Planova). Theo phuong an cu thé, thiét bi loc nano c6 thé c6 ¢ 16 xép
trung binh ndm trong khoang tir 15nm dén 72nm, hodc ndm trong khoang tir 19nm dén
35nm, hdac bang khoang 15nm, 19nm, 35nm, hogc 72nm. Theo mdt phwong an wu tién,
thiét bi loc nano ¢6 c& 18 xép trung binh béng khoang 35nm, nhu thiét bi loc Asahi
PLANOVA 35N hodc thiét bi tvong dwong. Theo phuong 4n cu thé, ché phdm IgG thu hdi
tlr bude trao d6i anion dugce loc nano béng cach st dung thiét bi loc nano c6 ¢& 18 xép nim
trong khoang tir 30nm dén 40nm, t6t hon 13 bang 35+2nm. Theo phuong 4n wru tién khéc,
thiét bi loc nano ¢6 c& 18 x6p trung binh bing khoang 19nm hoic 20nm, nhu thiét bi loc
Asahi PLANOVA 20N (19+2nm) hodc c4c thiét bi twong duong. Theo phuong 4n cu thé,
ché phém IgG thu hdi tir budce trao dbi anion dugc loc nano bang cach sir dung thiét bi loc

nano c6 ¢ 16 x6p nim trong khoang tir 15nm dén 25nm, t6t hon 13 bing 1942nm.
Siéu loc/Loc thdm tach (UF/DF)

Qua trinh siéu loc/loc thim tach c6 thé dugc thuc hién dé c6 dic ché phim IgG &
budc bét ky trong quy trinh tinh ché. Theo mét phuong 4n, dich loc nano duge co dic bing
cach UF/DF. Theo mét phuong an, dich loc nano ¢6 thé dugc c6 dic b%mg cach siéu loc dé
thu dugc ndng dd protein nim trong khoang tir 2% dén 10% (khdi lwong/thé tich). Theo
mot s phuong 4n, qué trinh siéu loc dugce thyc hién trong cat-xét véi tAm chin kénh mo
va mang si€u loc co ngudng khéi luong phan tit NMWCO) khong dang ké khoang thdphon
100kDa hogc théphon 90kDa, 80kDa, 70kDa, 60kDa, 50kDa, 40kDa, 30kDa, hoic thip
hon. Theo mdt phwong 4n vu tién, mang siéu loc c6 NMWCO khong qué S0kDa.

Theo mdt phuong 4n, mang kénh md duge sir dung cé dau rira phia sau dugc thict
ké ddc biét va ché phidm ndm gin diu cudi cta quy trinh san xuét d¢ gitp cho ché pham

IgG thu dugc c6 ndng do protein cao gip khoang hai 14n (200mg/ml) so véi cac IVIG da
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biét (vi dy, GAMMAGARD® LIQUID, 10% IgG) ma khong anh hudng t6i hi¢u suit va do
bn dinh trong bao quéan. P&i véi hau hét mang siéu loc c6 sin trén thi trudng, ndng do IgG
200mg/mlkhong thé dat duqé ma khong bi hao hut lugng 16n protein. Cidc mang nay bi
dong vao sém va do d6 qua trinh rira sau thich hgp kho ¢6 thé thuc hién duge. Do d6, ciu
hinh cuia mang kénh m¢& dugc st dung. Ngay ca khi c6 cdc mang kénh mé, quy trinh rira
sau d6 duoc thiét ké dic biét duge dung dé thu dugc ndng dd mong mudn ma khéng lam
hao hut protein dang ké (mtrc hao hut nhé hon 2%). Pang ngac nhién 12 trén thuc té ndng
do protein cao hon 200mg/mlkhong lam gidm kha nang bét hoat virut ciia budc bao quan &

d6 pH théap.

Sau khi hoan thanh budc siéu loc, dich c6 ¢6 thé duoc cd dic tiép bang cach loc thdm
tach nho dung dich thich hop dé ding quadudng tinh mach hodc dung qua dudng trong co.
Theo mdt s6 phuong 4n, dich loc thAm tach c6 thé bao gdm chét 6n dinh va/hoic dém. Theo
mot phuong an uu tién, chét dn dinh va dém 13 glyxin & néng d6 thich hop, vi du, nam trong
khoang tir 0,20M dén 0,30M, hodc ndm trong khoang tir 0,22M dén 0,28M, hogc nim trong
khoang tir 0,24M dén 0,26M, hoic & ndng do 0,20+0,01M, 0,21+0,01M, 0,22+0,01M,
0,23£0,01M, 0,24£0,01M, 0,25+0,01M, 0,26+0,01M, 0,27+0,0IM, 0,28+0,01M,
0,29+0,01M, hoic 0,3+0,01M. Theo mdt phuong &n wu tién, dung dich loc thdm tach chra
0,25+0,01M glyxin.

Thong thuong, thé tich trao dbi t6i thiéu dé loc thim tach it nhét gdp khoang 3 1an
thé tich ndng do ban dau hoic it nhét gép khoang 4, 5,6, 7, 8,9 14n, hoic gép nhiéu 1an thé
tich ndng dd ban diu. Dung dich IgG ¢6 thd duge ¢ dic dé thu dugc ndng do protein cudi
ndm trong khoang tir 5% dén 25% (khéi luong/thé tich), hoic nim trong khoang tlr 6% dén
18% (khdi lugng/thé tich), hogic nim trong khoang tir 7% dén 16% (khdi lugng/thé tich),
hodc ndm trong khoang tlr 8% dén 14% (khdi lugng/thé tich), hodc nim trong khoang tir
9% dén 12%, hoic dé thu duge ndng do cudi bang khoang 5%, hodc 6%, 7%, 8%, 9%, 10%,
11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25% hodc
cao hon. Theo mdt phwong 4n, ndng do protein cubi dat it nhit bing 23% ma khong can bd
sung nuGe sau khi rira phan doan vao dung dich di cd. Theo phuong an khac, ndng do

protein cudi dat it nhét bing khoang 24% ma khong cin bd sung nudce sau khi rira phan
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doan vao dung dich di c6. Theo phuong 4n khéc, ndng dd protein cubi dat it nhét bing
khoang 24% ma khong can bd sung nuéc sau khi rira phan doan vao dung dich da co. Theo
mdt phuong an, d6 pH cta dung dich ndm trong khoang tir 4,6 dén 5,1 sau khi loc thim
tach.

- Theo phuong 4n minh hoa, dd pH ctia ché phim IgG dugc didu chinh dén khoang
4.5 trude khi siéu loc. Dung dich dugc co ddc dén néng do protein 5 + 2% khéi luqng/thé
tich thong qua si€u loc. Mang UF ¢6 ngudng khéi luong phan tt (NMWCO) khong dang
ké bang 50,000 Palton hodc nhé hon (vi dy, mang sufon Millipore Pellicon Polyete). Dich
¢ tiép d6 dugc loc tudn hoan 61 v6i mudi lugng thé tich dung dich glyxin 0,25M, d6 pH
bang 4,5 + 0,2. Trong qua trinh siéu loc thim tach, dung dich dugc duy tri & nhiét do nim
trong khoang tir 2°C dén 8°C. Sau khi loc thim tach, dung dich dugc cd dic dén néng do
protein it nhit bang 11% (khdi lugng/thé tich).

Ché phdm

Trong qué trinh hoan thanh buéc loc thAm tach, protein néng do dung dich duge didu
chinh bing dung dich dém loc thiAm tach d& thu dugc ndng d cudi ndm trong khoang tur
5% dén 20% (khdi lugng/thé tich), hodc nim trong khoang tir 6% dén 18% (khéi luong/thé
tich), hodc nam trong khoang tir 7% dén 16% (khdi luong/thé tich), hodc ndm trong khoang
tir 8% dén 14% (khdi lwong/thé tich), hodc nim trohg khoang tir 9% dén 12%, hoidc dé thu
duoc ndng @9 cudi bing khoang 5%, hodc 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%,
15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, hodc 25%. Theo mdt phuong an,
ndng do protein cubi ctia dung dich nim trong khoang tir 9% dén 11%, tét hon nita 12 bing
khoang 10%.

Dung dich dang khbi d3 tao ra con dugc kht tring bang loc qua mang loc ¢6 & 16
x6p hap phu khong qua khoang 0,22 micron, vi dy, bang khoang 0,2 micron. Tiép d6, dung
dich dugc phén tan v6 tring vao cac vat chira cubi dé gén kin thich hop, kém theo cac mau
dung @& thtr nghiém., |

Theo mdt phuong an, ché phém IgG con dugce didu chinh dén néng d6 10,2 £ 0,2%
(khéi lwong/thé tich) bang dung dich dém loc thdm tach. Theo phuong én khac, ché phdm
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I¢G duge didu chinh dén ndng d6 15+1% (khéi lugng/thé tich). Theo phwong 4n khac, ché
phim IgG dugc diu chinh dén ndng d6 20+1% (khdi lwong/thé tich). Theo phuong 4n
khéc, ché phdm IgG dugce didu chinh dén ndng d6 25+1% (khdi lugng/thé tich). d pH dugc
didu chinh nim trong khoang tir 4,4 dén 4,9 néu can. Cubi cing, dung dich dugc loc vo

trung va dugc U trong ba tudn & nhiét do hoic khoang nhiét do 30°C.
Globulin mién dich G (IgG)

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phép didu ché ché phdm globulin mién
dich G (IgG) da lam giau tur vdn Cohn, phuong phép nay bao gbm cac budc: 1am két tua
ddng thoi IgG va alpha-1-khang trypsin (A1PT) ra khoi vbn Cohn, trong budc 1am két tia
thir nhét, d8 tao ra chét két tia thir nhét va dich néi thir nhét; tao hén dich két tia thir nhét
dé tao ra hén dich tht nhét; loai bd A1PI ra khoi hon dich; va thu hdi phan doan hoa tan
ctia hdn dich thir nhit cha IgG, tir d6 tao ra ché phim IgG d3 duoc 1am giau. N6i chung,
cac phuong phép lam két tha bt ky dé 1am két ta cac globulin mién dich va A1PI c6 thé
dugc ap dung, bao g(‘”)m, nhuﬁg khong chi giéi han 6, Kkét tua béng ruou (Vi dy, st dung
etanol hodic metanol), két tia bang cach sit dung polyme hoa tan trong nuéc (vi du, PEG
hodac dextran), va lam két tua bﬁng mudi (vi dy, stt dung amoni phosphat, amoni sulfat, natri
xitrat, v.v.). Theo mdt phuong én wu tién, bude lam két tha nay 1 két tia bing ruou, tot

hon 12 két tiia bang etanol.

Theo mdt phuong an, sang ché d& xuit phuong phap diéu ché ché pham globulin
mién dich G (IgG) da dugc lam gidu bang cach lam két tia IgG ra khéi huyét twong da tach
tia lanh & bude lam két tia & do pH thip, ndng d6 ruou cao. Theo phuong an cy thé, phuong
phép nay bao gdm céc bude: 1am két tia IgG ra khoéi huyét tuong da duge tach tia lanh
trong budc tach thir nhét bing cach b sung etanol vao huyét twong d tach tia lanh dé thu
dwoc ndng d6 cubi nim trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nam trong khoang tir 5,0
dén 6,0 d8 tao ra chét két tiia thtr nhét va dich ndi thir nhit; tach riéng chat két tiia thir nhét
ra khéi dich ndi thtr nhét; va thu hdi IgG ra khoi chit két tha tht nhat, tir d6 tao ra ché phim
IgG d3 dugc lam giau. Theo mdt phuong én, etanol duge phéi tron véi vbn Cohn dén ndng
d6 cudi bing 25+3% (thé tich). Theo mdt phuong 4n, IgG thu hdi tir chét két tia thir nhat

duoc 1am giau tiép.

-90-



35034

Theo mot phuong an, phuong phap bao gdm céc budc: lam két tua IgG ra khoi huyét
twong da tach tda lanh & buéc tach thu nhéit bing cach bd sung etanol vao huyét twong da
tach tia lanh d& thu dwgc ndng d6 cudi va d6 pH dugc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu
duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7 dé tao ra
chét két tda thir nhit va dich ndi thir nhét; tach riéng chat két tia thir nht ra khoi dich néi
thi nhét; va thu hdi IgG ra khéi két tia thir nhét, tir d6 tao ra ché pham IgG da duoc 1am

giau. Theo mot phuwong an, I-gG thu hdi tir chét két tha thir nhit duoc 1am gidu tiép.

Theo mdt phwong an, bude lam két tia thit nhit dugc thue hién bing cach phéi tron
etanol v6i vén Cohn dén ndng do cudi nim trong khoang tir 20% dén 30% (thé tich) & do
pH nim trong khoang tir 5,0 va 6,0. Theo mét phuong 4n, etanol dugc phéi tron véi von
Cohn dén ndng d6 cubi bing 25+3% (thé tich). Theo phuong 4n khic, etanol duoc phéi
tron voi vén Cohn dén ndng do cubi bang 25+2% (thé tich). Theo phuong an khéc, etanol
dugc phdi tron véi vén Cohn dén ndng d6 cubi bang 25+1% (thé tich). Theo phuong 4n
khéc, etanol dugc phdi trdn v6i vén Cohn dén ndng d6 cudi bang 25% (thé tich). Twong tu
theo mdt phuong 4n, budc 1am két tia thir nhét duge thye hién & do pH bang 5,5+0,5. Theo
phuong 4n khéc, budc 1am két tia thir nhit dwoc thuc hién & do pH bang 5,5+0,4. Theo
phuong 4n khéc, bude lam két tia thi nhét duge thue hién & do pH bing 5,5+0,3. Theo
phuong 4n khdc, buée 1am két taa tht nhét duge thye hién & do pH bing 5,5+0,2. Theo
phuong 4n khdc, bude 1am két taa thi nhét duge thuc hién & do pH bing 5,5+0,1. Theo
phuong an khéac, budc lam két taa tht nhét duge thuc hién & d6 pH b%mg 5,5. Theo cac
phuong an khéc, nE‘)ng d6 etanol cudi va do pHbuéc lam két tﬁa tht nhét dugc chon tir cac
bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang
6, va Bang 7. Phuong phép theo sang ché tao ra hiéu suit cao hon ding ké v& muc @6 thu
hdi IgG trong thanh pham 1am giau do qua trinh lam két ta phan 16n ham lugng globulin
mién dich cua vén Cohn ban déu trong phan Gng két tia ban dau, so v6i quy trinh trong
finh trang k§ thuat tinh ché tién hanh dya vao buéc lam két tia ban diu & nong do rugu

thap (tikc la, két tha phan doan I).

Do d6, theo mdt phuong 4n ciia phuong phap theo sang ché, it nhéit 90% luong IgG

ctia vén Cohn ban dau dugc 1am két tia trong phan Umg két tia ban dau. Theo mdt phuong
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4n wu tién, it nht 95% luong IgG cta vén Cohn ban du duge 1am két tia trong phan tng
két tia ban dau. Theo mdt phuong 4n wu tién hon niva, it nhét 99% luong IgG cia von Cohn
ban dau dugc 1am két tua trong phan tng két thia ban diu. Theo mot s& phwong én, it nhét
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% IgG ciia vén Cohn ban dau hozc

nhiéu hon dugc 1am két taa trong phén ting két tia ban dau.

Nhu duge thé hién trong cac vi du trong bén md ta, viéc p dung bude lam két tha &
d6 pH ban dau thép, néng d6 ruou cao (tuc la, Kkét tua phén doan I-IV-1) lam két tha it nhét
99% luong IgG ciia von Cohn ban diu. Do d6, theo mdt phuong 4n, séng ché dé xudt
phuong phap didu ché ché phdm IgG di dugc lam giadu, phuong phap nay bao gbm céc
bude: 1am két tia tir 9% dén 100% IgG ra khéi vén Cohn trong budc 1am két tia thir nhit
bing cach bd sung etanol vao vén Cohn dén ndng do cudi ndm trong khoang tir 20% dén
30% & d pH nim trong khodng tr 5,0 dén 6,0 d& tao ra chit két tia thit nhét va dich nbi
thir nhét; tach riéng chat két tia thir nhAt ra khoi dich ni thr nht; va thu hdi IgG ra khoi
két tha th@ nhét, tr d6 tao ra ché phim globulin mién dich d& duoc lam giau. Theo mdt
phuong an, etanol duoc phéi tron véi vén Cohn dén ndng d6 cudi bang 25+3% (thé tich).
Theo mdt phuwong an, IgG thu hoi tir chét két tia thir nhat dugc 1am giau tiép. Theo mdt sb
phwong 4n, ndng do etanol cudi va d6 pH di dung trong budc lam két tia & d6 pH thap,
néng d6 ruou cao dugc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1,

Béang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7.

Theo mét phuong an, sang ché dé xut phwong phap didu ché ché pham IgG da dugc
lam giau, phuong phap bao gdm céc bude: lam két tia tir 95% dén 100% IgG va A1PI ra
khoi vén Cohn trong buée 1am két thia thir nhit bing cach bd sung etanol vao v6n Cohn dén
ndng do cudi nim trong khoang tlr 20% dén 30% & d6 pH niam trong khoang tr 5,0 dén 6,0
d& tao ra chét két tia tht nhét va dich néi thir nhit; tao hdn dich két ta thit nhét dé tao ra
hdn dich thtt nht; loai bd A1PI ra khéi hdn dich; va thu hdi phan doan hoa tan ciia hdn
dich tha nhét, tir d6 tao ra ché phém IgG da duge 1am giau. Theo mdt phuong én, etanol
duogc phdi tron véi vén Cohn dén ndng do cudi bing 25+3% (thé tich). Theo mot phuong
&n, IgG thu hdi tir chét két tia thit nhat duoc lam giau tiép. Theo phuong 4n khac, A1PI

duoc loai ra khoi hdn dich dugc 1am giau ti€p. Theo mdt s6 phuong én, nong df etanol cubi
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va do pH da dung trong budc lam két ta & d0 pH thip, ndng d6 rugu cao duge chon tir céc
bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang
6, vi Bang 7. Theo mdt phuong 4n uu tién, tir 9% dén 100% IgG ciia vén Cohn dugce lam

két taa & budc 1am két tia thi nhét.

Theo mdt phuong &n, sang ché d& xuit phwong phap diéu ché ché pham IgG da dugc
1am gidu, phuong phap nay bao gdm céc budc: lam két tia tir 95% dén 100% IgG va A1PI
ra khoi von Cohn trong budc 1am két tia thir nhét bang cach bd sung etanol vio vén Cohn
dén ndng d6 cudi ndm trong khoéng tir 20% dén 30% & d6 pH nim trong khoang tir 5,0 dén
6,0 d& tao ra chit két tia thir nht va dich ni thit nhét; tao hdn dich két tia thir nhét dé tao
ra hdn dich tht nhét; loai bd A1PI ra khoi hdn dich; va thu hoi phéan doan hoa tan cua hdn
dich tht nht, trong d6 tir 80% dén 100% albumin ctia vén Cohn ¢6 mit trong dich ndi thix
nhét, tir d6 tao ra ché pham IgG d4 duge lam gidu. Theo mdt phuong an, etanol dugc phdi
vtr(f)n v6i vdn Cohn dén ndng do cudi b%lng 25+3% (thé tich). Theo mdt phwong 4n, IgG thu
hdi tir chit két tia th nhat dwoc 1am gidu tiép. Theo phuong 4n khic, A1PI dugc loai ra
khéi hdn dich dugc 1am giau tiép. Theo phuong 4n khéc nita, albumin da tim thy trong
dich ndi tht nhét dugc 1am giau tiép. Theo mot phuong 4n wu tién, tir 99% dén 100% IgG
ctia vén Cohn dugc lam két tha trong bude 1am két tia tht nhat. Theo mot sb phuong an,
ndng d6 etanoi cudi va 4o pH da dung trong budc lam két tia & do pH thap, ndng do rugu
cao duoc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3,
Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Dé tao ra ché phém IgG loai dung dugc trong dugc
phim, céc chét tap nhiém nhu A1PI va fibrinogen c6 mit trong chét két tua ban dau can
duoc loai ra khoi ché phim globulin mién dich. Diéu nay c6 thé dat duge, vi duy, bang cach
phan doan tiép chit két tia thi nhit (vi dy, bang cach lam két tia phan biét nhd st dung
rugu, polyme wa nude khong ion, hodc bd sung mudi), phuong phap séc ky, hoic phuong

phép loc.

Theo mdt phuong 4n, chit két tia thtr nhat duge tao hdn dich trong nuée ding dé
tiém (WFT) hodc dung dich dém c6 cudng do ion thép thich hop dé chiét IgG ra khoi chat

két tiia, hdn dich tiép d6 dugc xi 1y bing silic dioxit d4 dugc nghién min (SiO2), va phan
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hoa tan ctia hdn dich chira IgG dugc tach ra khoéi phan khong hoa tan ciia hdn dich chua

khéi A1PI va fibrinogen.

Céc dung dich thich hgp d8 chiét chit két tia thir nhit thuong c6 d6 pH nim trong
khoang tir 4,0 va 5,5. Theo mot ) phuong 4n, dung dich ¢6 d6 pH nam trong khoang tir
4.5 va 5,0, theo cic phuong an khéc, dung dich chiét c6 do pH bang khoang 4,0, 4,1, 4,2,
43,4,4,45,4,6,4,7,4,8,4,9,5,0,5,1,5,2,5,3, 5,4, hodc 5,5. Theo mdt phuong an vu tién,
do pH cua dung dich dém chiét bang 4,7+0,1. Theo phuong 4n wu tién khac, d6 pH cua
dung dich dém chiét bang 4,8+0,1. Theo phwong 4n vu tién khac, do pH ctia dung dich dém
chiét bang 4,9+0,1. Néi chung, céc yéu ciu vé& d6 pH nay c6 thé dap tng duoc bing cich
st dung dung dich dém dugc chon tir, vi du, axetat, xitrat, monobazo phosphat, dibazo
phosphat, hdn hop cua ching, va cac dung dich twong ty. Nong d6 dung dich dém thich
hop thudng nim trong khoang tir 5 mM dén 100mM, hodc nim trong khoang tir 10mM dén
50mM, hodc SmM, 10mM, 15mM, 20mM, 25mM, 30mM, 35mM, 40mM, 45mM, 50mM,
55mM, 60mM, 65mM, 70mM, 75mM, 80mM, 85mM, 90mM, 95mM, hodc 100mM.

Tét hon néu dung dich dém chiét c6 do dan dién nam trong khoang tir 0,5mS/cm dén
2,0mS/cm. Vi duy, theo mot ) phuong an, do din dién cia dung dich dém chiét b%mg
0,5+0,1mS/cm, hodc 0,6+0,1mS/cm, 0,7+0,1mS/cm, 0,8+0,1mS/cm, 0,9+0,1mS/cm,
1,0£0,1mS/cm,  1,1£0,1mS/cm, 1,24£0,1mS/cm, = 1,3+0,1mS/cm, 1,4+0,1mS/cm,
1,5+0,ImS/cm, 1,6+0,1mS/cm, 1,7+0,ImS/cm, 1,8+0,1mS/cm, 1,9+0,1mS/cm, hodc
2,0+0,1mS/cm. Nguoi ¢o hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét nay biét cach tao ra
cac dung dich dém chiét c6 dd dan dién thich hop. Theo mt phuong 4n cu thé, dung dich
dém chiét chira SmM monobazo natri phosphat va SmM axétat & do pH bang 4,8 + 0,2 va

dd dan dién nam trong khoang tir 0,7rhS/cm, dén 0,9mS/cm.

Theo mot phuong 4n, silic dioxit sinh nhi€t dugc bd sung vao trude khi téch riéng
(v dy, loc hodc ly tam) & ndng d6 ndm trong khoang tir 20g/kg chét két tia phan doan I-
IV-1va 100g/kg chat két tiia phan doan I-IV-1. Theo phuong an khéc, silic dioxit sinh nhiét
duogc bd sung vao & ndng dd nam trong khoang tir 30g/kg chét két taa phan doan I-IV-1 va
80g/kg chit két tia phan doan [-IV-1. Theo mdt s6 phuong 4n, silic dioxit sinh nhiét c6 thé
duoc bd sung vao & ndng do bang khoang 20g/kg chét két tia phan doan I-IV-1, hodc bang
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khoang 25g/kg, 30g/kg, 35g/kg, 40g/ke, 45g/kg, 50g/kg, S5g/kg, 60g/kg, 65g/kg, 70g/kg,
75g/kg, 80g/kg, 85g/kg, 90g/kg, 95g/kg, hodc 100g/kg chit két tia phan doan I-IV-1. Theo
mdt phuong an dic biét, silic dioxit sinh nhiét (vi du, Aerosil 380 hodc chét tuong tu) dugc
bd sung vao hdn dich phan doan I-IV-1 d8 thu dugc ndng do chét két tiia phan doan I-IV-
1cubi bing 40+20g/kg. Theo phuong 4n cu thé khac, silic dioxit sinh nhiét dwgc bd sung
vao hdn dich phan doan I-IV-1 dé thu dugc ndng d6 chét két tia phan doan I-IV-1cudi
40+10g/kg. Tién hanh tron ¢b dinh 2°C dén 8°C trong thdi gian kéo dai it nht tir 50 phit
dén 70 phut.

Do d6, theo mdt phuong an, sang ché dé xuit phuong phép didu ché ché phim IgG
d3 duoc lam giau, phuong phép nay bao gdm céc budc: lam két tia tir 95% dén 100% IgG
va A1PI ra khoi vén Cohn trong budc 1am két tia thi nhéit bing cach bd sung etanol vio
vén Cohn dén ndng do cudi nim trong khoang tir 20% dén 30% & do pH nam trong khoang
tir 5,0 dén 6,0 dé tao ra chit két tia tht nhét va dich néi thir nhét; tao hdn dich két tua thir
nhit dé tao ra hdn dich tht nhét; xi Iy hdn dich thir nhit bing silic dioxit di dugc nghién
min; va tach riéng phan hoa tan ctia hdn dich tir phan khong hoa tan ctia hdn dich, trong d6
phin hoa tan ctia hdn dich chua IgG va phin khéng hoa tan clia hdn dich chira A1PI,
fibrinogen, yéu t& H, va Ialp, tir d6 tao ra ché phdm IgG da duoc 1am giau. Theo mdt phuong
an, etanol duogc phéi trdn v6i von Cohn dén ndng do cubi bang 25+3% (thé tich). Theo mdt
phuong an, IgG thu hdi tir chét két tua thi nhét duge 1am gidu tiép. Theo phwong 4n khéc,
AI1PI dugc loai ra khéi hdn dich duge 1am gidu tiép. Theo mdt s6 phuong 4n, ndng do etanol
cubi va do pH da dung trong budc 1am két tia & do pH thip, ndng dd ruou cao duge chon
tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugce liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang
5, Bang 6, va Bang 7. Theo m{t phuong &n uu tién, tr 99% dén 100% IgG ciia von Cohn
duoc 1am két tha & budc 1am két tia thi nhét. Theo phuong 4n cu thé, cac phan hoa tan va
phin khong hoa tan ctia hdn dich thi nhat dugc tach riéng bang cach loc. Theo mdt phuong

4n, SiO, dugc bd sung vao dén ndng do cubi 40+10g/kg chét két tia phan doan I-IV-1.

Theo mdt phuong an, sdng ché d& xuat phwong phap didu ché ché pham IgG d3 dugc
lam giau, phuong phap nay bao gbm c4c budc: lam két toa tir 95% dén 100% IgG va A1PI

ra khéi vén Cohn trong budc lam két tia thi nhit bang cach bd sung etanol vao vén Cohn
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dén ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & @6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén
6,0 dé tao ra chét két tia thir nhét va dich ndi tht nhét; tao hdn dich két tua thir nhét dé tao
ra hdn dich th@ nhét; xi Iy hdn dich thir nhit bing silic dioxit da dugc nghién min; va tach
riéng phan hoa tan ctia hdn dich tir phin khong hoa tan ctia hdn dich, trong d6 phén hoa tan
ctia hdn dich chtra IgG va phin khong hoa tan ctia hdn dich chira A1PI, fibrinogen, yéu to
H, va Ialp, va tiép theo trong d6 tr 80% dén 100% albumin ctia von Cohn c¢6 mit trong dich
ndi thtt nhét, tir d6 tao ra ché phém IgG da dugc lam gidu. Theo mot phuong é4n, etanol
duoc phdi trén véi vén Cohn dén ndng d6 cubi bang 25+3% (thé tich). Theo mot phuong
an, IgG c6 mit trong phén hoa tan ctia hdn dich duge 1am giau tiép. Theo phuong an khéc,
A1PI ¢6 mit trong phan khong hoa tan ctia hdn dich dugce 1am gidu tiép. Theo phuong 4n
khac, fibrinogen c6 mat trong phin khong hoa tan ciia hdn dich duge lam giau tiép. Theo
phuong 4n khéc, yéu 6 H c6 mit trong phﬁn khong hoa tan cia hdn dich dugc lam gidu
tiép. Theo phuong 4n khéc, Ialp c6 mit trong phin khéng hoa tan cia hdn dich duge lam
gidu tiép. Theo phuong 4n khac nita, albumin d tim thiy trong dich ndi thi nhét dugc 1am
giau tiép. Theo mot phwong 4n wru tién, tir 99% dén 100% IgG ctia vén Cohn dugc lam két
tia & budc lam két tda thi nhit. Theo mét sb phuong 4n, ndng o etanol cudi va do
pHébudce lam két tua & d6 pH thép, néng d6 ruou cao dugc chon tir cac bién thé 1 dén 2166,
nhu duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo
phuong 4n cu thé, cac phén hoa tan va phén khong hoa tan ctia hdn dich thu nhét dugc tach
riéng bang cach loc. Theo mot phuong 4n, SiO2 dugce bd sung vao dén ndng do cubi

40+10g/kg chét két tha phan doan I-IV-1.

Theo mdt phwong 4n, IgG thu hdi tir phin hoa tan ctia hdn dich thi nhat dugc lam
giau tiép bang cach phan doan. Néi chung, phuong phép phén doan bét ky (vf dy, rugu hodc
polyme két tiia, 1am két tiia bang mudi, v.v.) c6 thé dugc st dung. Theo mot phuong én wu
tién, IgG dugc lam giau tiép bang cach phan doan phén hoa tan ctia hdn dich tht nhét bz‘“ing
cach 1am két tha bang etanol. Theo mot phuong 4n, IgG dugc lam giau bing cach bd sung
etanol vao phan hoa tan ctia hon dich thir nhit & ndng d6 cubi va d6 pH thich hop dé lam
két tiia [eG, ddng thdi it nhét mot chét tap nhiém khong duge lam két tia. Theo phuong én

khéc, IgG dugc lam gidu bang cach b sung etanol vao phan hoa tan ctia hdn dich tha nhét
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4] néng d6 cudi va do pH thich hop dé 1am két tha it nhat mot chit tap nhiém, trong khi d6
IgG khong dwoc lam két tia.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét phwong phép diéu ché ché phim IgG da dugc
1am giau tir vén Cohn, phuong phép bao gbm cic budce: lam két tia ddng thoi IgG va alpha-
1-khéng trypsin (A1PI) ra khoi vdn Cohn, trong bude 1am két tha thu nhét, dé tao ra chit
két tia thtr nhét va dich ndi thir nhat; tao hdn dich két tia tht nhét dé tao ra hdn dich thu
nhét; loai b A1PI ra khoi hdn dich; 1am két tia IgG ra khéi hdn dich thit nhét trong bude
1am két tia tht hai, dé tao ra chit két tiia tht hai bao gdm IgG va dich ndi thi hai bao gdm
it nhat mot chat tap nhiém; va thu hdi IgG ra khéi két tta tht hai, tir d6 tao ra ché phém
I¢G di duoc lam giau. Theo mdt phuong 4n, IgG thu hdi tir két tua thir hai duoc 1am giau
tiép. Theo phuong 4n khac, A1PI dugc loai ra khoi hén dich thtr nhit duge 1am giau tiép.
Theo mdt sé phuong 4n, ndng do etanol cudi va do pH da dung trong budce lam két tha thir
nhit duoc chon tir cac bién thé 1 @én 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3,
Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7.

Theo phuong 4n minh hoa, budc lam két tia thi hai dugce thuc hién béng cach phéi
tron etanol véi phin hoa tan ctia hén dich tht hai (vi dy, dich loc hodc dich néi ciia hon
dich tao ra sau khi loc hodc ly tdm) & ndng do cubi ndm trong khodng tir 22% dén 28% (thé
tich) & d6 pH nim trong khoang tir 6,5 va 7,5. Theo mdt phwong 4n, etanol dugc phéi tron
dén ndng do cubi bang 25+3% (thé tich). Theo phuong 4n khac, etanol dugc phéi tron dén
ndng d6 cubi bang 25+2% (thé tich). Theo phuong 4n khéc, etanol dugc phéi tron dén ndng
5 cudi bing 25+1% (thé tich). Theo phuong 4n khéc, etanol dugc phéi trén dén ndng do
cubi biang 25% (thé tich). Tuong tu theo mdt phwong 4n, budc lam két tha thir hai duoc
thuc hién & 0 pH bang 7,0£0,5. Theo phuong an khéc, bude lam két taa thr hai dugc thuc
hién & d6 pH bang 7,0+0,4. Theo phuong 4n khéc, bude 1am két tha thi hai duoc thyc hién
& d6 pH biing 7,0+0,3. Theo phuong an khac, budc lam két tia thir hai dugc thyc hién & do
pH bang 7,0£0,2. Theo phuong &n khéc, buée 1am két tia thtr hai dugc thuc hién & d§ pH
bing 7,040, 1. Theo phuong 4n khac, budc 1am két tia tht hai dugc thye hién & d6 pH bang
7,0. Theo phuong 4n cu thé, budc 1am két tua th hai duge thuc hién bang céach sir dung

etanol & ndng d6 cudi bang 25+3% (thé tich) & do pH bang 7,0£0,3.
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Theo phwong 4n cu thé, phwong phép bao gdm cac bude: lam két tia tir 99% dén
100% IgG ra khoi vén Cohn huyét twong trong buéc tach thir nhét bang cach bd sung etanol
vao vdn Cohn dén ndng d6 cudi nim trong khodng tir 20% dén 30% & d6 pH nim trong
khoang tir 5,0 dén 6,0 d& tao ra chét két tia thir nhit va dich ndi tht nhét; tach riéng chat
két tia thir nhat ra khoi dich ndi ther nhét; tao hdn dich két tia thit nhat dé tao ra hdn dich
thit nhét; 1am két tha IgG ra khoi hdn dich thir nhét trong budce 1am két tha thir hai, dé tao
ra cht két tia thir hai bao gdbm IgG va dich ndi thir hai bao gdm it nhit mot cht tap nhiém;
va thu hdi IgG ra khoi két tha thi hai, tir 6 tao ra ché phém IgG da dugce lam giau. Theo
mdot phuong 4n, etanol dugc phdi tron voi vén Cohn dén ndng do cudi bang 25+3% (thé
tich). Theo mot phuong én, IgG thu hdi tir két tia thir hai dwoc 1am giau tiép. Theo mot s6
phwong 4n, ndng do etanol cudi va do pH da ding trong budc 1am két tia thir nhét dugc
chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4,
Bang 5, Bang 6, va Bang 7.

Theo phuong 4n cu thé, phudng phap bao gdm céc buédc: lam két tha tir 99% dén
100% IgG ra khoi vén Cohn huyét twong trong budc tach thir nhéit bang cach bd sung etanol
vao vén Cohn dén ndng dd cubi nim trong khoang tr 20% dén 30% & do pH nim trong
khoang tir 5,0 dén 6,0 d& tao ra chét két tia thir nhdt va dich ndi thir nhét; téch riéng chét
két tia thir nht ra khoi dich néi thi nht; tao hdn dich két tia tht nhat d¢€ tao ra hdn dich
thr nhét; 1am két tia IgG ra khoi hdn dich thir nhit trong budc lam két tia thr hai bang
céch phdi trén etanol véi hdn dich thit nhit & ndng d6 cudi nim trong khoang tir 25+3%
(thé tich) & do pH bing 7,0£0,3, dé tao ra chit két tia thr hai bao gdm IgG va dich noi thi
hai bao gdm it nhit mot chét tap nh_iém; va thu hdi IgG ra khéi két tia thit hai, tir d6 tao ra
ché pham IgG d3 dugc 1am giau. Theo mdt phuong 4n, etano‘l dugc phdi tron véi von Cohn
dén ndng dd cubi biang 25+3% (thé tich). Theo mot phuong 4n, IgG thu hdi tir két tia tha
hai duge 1am giau tiép. Theo mot s6 phuong 4n, ndng d6 etanol cubi va d6 pH da ding
trong budc 1am két tia thir nhit dugc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké

trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7.

Theo mét phuong 4n, phuong phap bao gdm cac budc: 1am két tiia tir 95% dén 100%
IgG va A1PI ra khéi vén Cohn trong bude lam két tia thir nhit bang cach bd sung etanol
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vao vén Cohn dén ndng @6 cudi nim trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nam trong
khoang tir 5,0 dén 6,0 d tao ra chét két tia thi nhit va dich ndi thir nhét; tao hdn dich két
tiia thtr nhét dé tao ra hdn dich tht nhat; loai bd A1PI ra khoi hdn dich; thu hoi phéan doan
hoa tan ctia hdn dich thir nhét; 1am két tia IgG ra khoi hén dich thir nhit trong budc 1am
két tia thir hai, dé tao ra chit két tia thr hai bao gbm IgG va dich ndi thir hai bao gdm it
nhét mot chét tap nhiém; va thu hdi IgG ra khéi két tha thi hai, tir d6 tao ra ché phém IgG
da dugc lam giau. Theo mft phuong 4n, etanol dugc phéi trdn v6i vén Cohn dén néng do
cubi bing 25+3% (thé tich). Theo mot phuong 4n, IgG thu hoi tir két tia thir hai duge 1am
gidu tiép. Theo mot phuong 4n, A1PI duge tach ra khéi hén dich tht nhat duge 1am giau
tiép. Theo mot s6 phuong 4n, ndng do etanol cubi va do pH da dung trong budc lam két tha
thtt nhit duoc chon tir céc bién thé 1 dén 2166, nhu duge liét ké trong Bang 1, Bang 2,
Bang 3, Bang 4, Béng 5, Bang 6, va Bang 7. Theo mdt phuong an uu tién, tir 99% dén
100% IgG clia vén Cohn dugc 1am két tiia & bude 1am két tia thir nhat.

Theo phuong 4n cu thé, phuong phép bao gém céc bude: lam két tua tir 95% dén
100% TgG va A1PI ra khéi vén Cohn trong budc lam két tiia thir nhét bang cach bd sung
etanol vao vén Cohn dén ndng do cudi nim trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nim
trong khoang ttr 5,0 dén 6,0 dé tao ra chét két tua thir nhat va dich ndi tht nhét; tao hdn
dich két ta tht nhét d8 tao ra hdn dich thi nhét; loai bd A1PI ra khéi hon dich; thu hoi
‘phan doan hoa tan cia hdn dich thtr nhét; lam két tha IgG ra khoi hdn dich thir nhét trong
budc 1am két tia thir hai bang cach phdi tron etanol véi hén dich th nhit & ndng d6 cudi
nim trong khoang tir 25+3% (thé tich) & do pH bing 7,0+0,3, d& tao ra chét két taa thtr hai
bao gdm IgG va dich néi thit hai bao gdm it nhit mot chat tap nhi€m; va thu hdi IgG ra khoi
két tha thir hai, tir d6 tao ra ché phém IgG d3 duoc lam giau. Theo mot phuong an, etanol
dugc phdi tron véi vén Cohn dén ndng d6 cudi bang 25+3% (thé tich). Theo mot phuong
an, IgG thu hdi tir két tia thit hai dwoc 1am giau tiép. Theo mot phuong 4n, A1PI dugc tach
ra khéi hdn dich thir nhét duge 1am giau tiép. Theo mot s6 phuong 4n, ndng do etanol cubi
va do pH da diing trong budc lam két tia tht nhit duge chon tir céc bién thé 1 dén 2166,
nhu dwoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo
mét phuong 4n uu tién, tir 99% dén 100% luong IgG cta von Cohn dugc lam két tha &

bude lam két tia thi nhét.
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Theo phuong an khéac, phuong phép bao gbm céc bude: lam két tia tir 99% dén
100% IgG va A1PI ra khoi vén Cohn trong budc lam két tia thit nhat bang cach bd sung
etanol vao vén Cohn dén ndng d6 cubi nim trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH ndm
trong khoang tir 5,0 dén 6,0 dé tao ra chit két tua tha nhét va dich ndi thir nhét; tao hdn
dich két tia thtr nhét dé tao ra hén dich tht nhat; loai bd A1PI ra khoi hén dich; thu hdi
phan hoa tan cta hdn dich thir nhét;_le‘lm két tia IgG ra khoi phan hoa tan ctia hdn dich thi
nhét trong budc 1am két tha thi hai, d8 tao ra chit két taa thtr hai bao gdm IgG va dich ndi
tht hai bao gdm it nh4t mét chét tap nhiém; va thu hdi IgG ra khoéi két tia thir hai, trong d6
tir 80% dén 100% albumin cta vén Cohn c¢6 mit trong dich ndi thir nhét, tir d6 tao ra ché
pham IgG d3 dugc 1am giau. Theo mot phwong an, etanol duoc phéi tron v6i vén Cohn dén
ndng do cudi bing 25+3% (thé tich). Theo mot phuong &n, IgG thu hoi tir két tia thit hai
dugc lam giau tiép. Theo mot phuong an, A1PI dugc tach ra khoi hdn dich thir nhit dugc
lam giau tiép. Theo phuong 4n khéc, albumin c6 mit trong dich ndi thir nhat dugc 1am giau
tiép. Theo mét s6 phuong 4n, ndng do etanol cudi va do pH da dung trong budce 1am két tha
thir nhit dugc chon tir céc bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2,
Bang 3, Bang 4, Bang 3, Béhg 6, va Bang 7. Theo m{t phuong én wu ti€n, tr 99% dén
100% lwong IgG cta vén Cohn duge lam két tha & budce lam két tia thi nhat. Theo mot
phuong an uu tién, tir 90% va 100% luong albumin cia vdn Cohn c6 mit trong dich ndi

thir nht.

Theo phuong an khac, phuong phép bao gbm cac budc: 1am két ta tir 99% dén
100% IgG va A1PI ra khoi vén Cohn trong budc 1am két tia thir nhat bing cach bd sung
etanol vao vén Cohn dén ndng d6 cudi nim trong khoang tr 20% dén 30% & d6 pH nim
trong khoang tr 5,0 dén 6,0 dé tao ra chét két tha thir nhit va dich ndi thr nhét; tao hdn
dich két tia thtr nhit dé tao ra hdn dich thir nhét; loai bd A1PI ra khéi hén dich; thu hoi
phan hoa tan ctia hdn dich thir nhit; 1am két tia IgG ra khi phan hoa tan clia hdn dich thu
nhét trong buée 1lam két tia thr hai bang cach phdi trén etanol véi phén hoa tan ctia hdn
dich thir nhét & ndng do cubi ndm trong khoang tlr 25+3% (thé tich) & 6 pH bang 7,0+0,3,
dé tao ra chit két tia thir hai bao gbm IgG va dich ndi thir hai bao gdm it nhit mot chét tap
nhiém; va thu hdi IgG ra khéi két tha tht hai, trong d6 tir 80% dén 100% albumin cta vén

Cohn ¢6 mit trong dich ndi thtr nhét, tir d6 tao ra ché phdm IgG da dugc lam giau. Theo
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mot phuong an, etanol dugc phéi tron voi vén Cohn dén ndng d6 cudi bang 25+3% (thé
tich). Theo mdt phuong 4n, IgG thu hdi tir két tia tht hai dwgc 1am gidu tiép. Theo mot
phudng &n, A1PI duoc tach ra khéi hdn dich tht nhit duge 1am giau tiép. Theo phuong 4n
khéc, albumin c6 mit trong dich ndi thir nhit dugc lam giau tiép. Theo mot sd phuong 4n,
ndng do etanol cudi va @6 pH d3 dung trong budc lam két tia thtr nhit dugc chon tir cac
bién thé 1 dén 2166, nhu duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang
6, va Bang 7. Theo mdt phuong an uu tién, tir 99% dén 100% IgG ctia vén Cohn dugc 1am
Kkét taa & budc lam két tia th nhat. Theo mot phuong 4n uwu tién, tr 90% va 100% lugng

albumin cia vén Cohn c6 mit trong dich ni thi nhét.

Theo mot phuong an, sang ché dé xut phwong phap diu ché ché pham IgG d3 dugc
lam giau, phuong phép nay bao gdm c4c bude: 1am két tia tir 95% dén 100% IgG va A1PI
ra khdi vén Cohn trong budc lam két tia thi nhét bing cach bd sung etanol vao vén Cohn
dén ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén
6,0 d8 tao ra chét két tiia thir nhat va dich ndi thi nhét; tao hdn dich két tia thi nhét d¢ tao
ra hdn dich thtr nhét; xir Iy hdn dich thu nhét bing silic dioxit da dugc nghién min; va tach
riéng phén hoa tan ctia hdn dich tir phén khéng hoa tan ctia hdn dich, trong d6 phén hoa tan
ctia hdn dich chira IgG va phﬁn khong hoa tan ciia hdn dich chira A1PI, fibrinogen, yéu t6
H, va Ialp, thu hdi phén hoa tan ctia hdn dich thir nhit; 1am két tda IgG ra khéi phén hoa
tan ciia hdn dich thit nhét trong budc 1am két tia thir hai, dé tao ra chét két tia thir hai bao
gdm IG v dich néi thi hai bao gdm it nhit mot chit tap nhidm; va thu hdi IgG ra khoi két
tia thit hai, tir d6 tao ra ché phdm IgG da dugc 1am giau. Theo mét phwong 4n, etanol dugce
phéi tron véi vén Cohn dén ndng d6 cubi bang 25+3% (thé tich). Theo mdt phuong an, 1gG
thu hdi tir chét két taa thi nhit duoc 1am giau tiép. Theo phwong én khéc, A1PI duoc loai
ra khoi hdn dich duge 1am giau tiép. Theo mot s6 phuong 4n, ndng do etanol cubi va do pH
da dung trong bude lam két tia thir nhit duge Qhon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu duoc
liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo mt phuong
4n wu tién, tr 99% dén 100% IgG ctia vén Cohn dugc lam két tia trong budce lam két tia
tht nhat. Theo phuong an cy thé, cac phan hoa tan va phan khong hoa tan cla hén dich thir
nhit dugc tach riéng bing cach loc. Theo mét phuong an, SiO2dugc bd sung vao dén ndng

d6 cubi 40+10g/kg chét két tia phan doan I-IV-1.
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Theo phuong &n cu th8, sang ché dé xuét phwong phép didu ché ché phdm IgG da
duoc lam giau, phuong phap nay bao gbm céc budc: lam két tia tir 95% dén 100% IgG va
AI1PI ra khéi vén Cohn trong bude 1am két tia thir nhit bing cach bd sung etanol vao vén
Cohn dén ndng d6 cubi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nim trong khoang tir
5,0 dén 6,0 dé tao ra chét két tiia thir nhit va dich ndi thir nhét; tao hdn dich két tiia thir nhit
dé tao ra hBn dich thir nhat; xtt 1y hdn dich thir nhit bing silic dioxit d4 dugc nghién min;
va tach riéng phan hoa tan ctia hdn dich tir phin khong hoa tan ctia hdn dich, trong d6 phan
hoa tan ctia hdn dich chtra IgG va phan khong hoa tan ctia hdn dich chita A1PY, fibrinogen,
yéu t6 H, va Ialp, thu hdi phin hoa tan ciia hdn dich thir nhat; lam két ttia IgG ra khoi phan
hoa tan ctia hdn dich thir nhat trong buéc 1am két tta thtt hai bang cach phéi trén etanol vé6i
phin hoa tan ctia hdn dich thi nhit & ndng d6 cudi nim trong khoang tir 25+3% (thé tich)
6 do pH béng 7,0+0,3, dé tao ra chét két tta thir hai bao gém IgG va dich ndi tht hai bao
g@)m it nhat mot chét tap nhiém; va thu hoi IgG ra khoi Kkét tia tha hai, tir d6 tao ra ché
phdm IgG d3 dugc lam giau. Theo mot phwong 4n, etanol dugc phéi tron véi vbn Cohn dén
ndng d6 cudi bing 25+3% (thé tich). Theo mot phuong 4n, IgG thu hoi tir chét két taa thi
nhit dugc 1am giau tiép. Theo phuong 4n khac, A1PI dugc loai ra khoi hdn dich dugc lam
giau tiép. Theo mot s& phuwong 4n, ndng d6 etanol cudi va do pH da ding trong bude lam
két ta thir nhat dugc chon tir cic bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang
2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo mot phuong an uu tién, tir 99% dén
100% IgG ctia vén Cohn dugclam két tha trong budc 1am két tia thir nhét. Theo phuong 4n
cu thé, cac phan hoa tan va phén khong hoa tan cla hén dich tht nhit dwoc tach riéng bang
cach loc. Theo mot phuong an, SiO2dugc bd sung vao dén ndng do cudi 40+10g/kg chét

két taa phan doan I-IV-1.

Theo mot phuong &n, sang ché dé xuat phwong phap didu ché ché pham IgG d3 dugc
l1am giau, phuong phap nay bao gbm céc budc: 1am két tha tir 95% dén 100% IgG va A1PI
ra khoi vén Cohn trong budc lam két tia thi nhit bang cach bd sung etanol vao vén Cohn
dén ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH nam trong khoang tir 5,0 dén
6,0 dé tao ra chét két tia thir nhét va dich ndi tht nhat; tao hdn dich két tia thir nhét dé tao
ra hdn dich thit nhét; xir ly hdn dich thir nhét béng silic dioxit da dugc nghién min; va tach

riéng phan hoa tan cua hdn dich tir phan khong hoa tan ctia hdn dich, trong d6 phan hoa tan
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ctia hdn dich chira IgG va phin khong hoa tan cia hdn dich chira A1PI, fibrinogen, yéu t&
H, va Ialp; 1am két tia IgG ra khoi phan hoa tan ctia hdn dich thi nhét trong bude 1am két
tiia thi hai, dé tao ra chit két tua thi hai bao gbm IgG va dich nbi thi hai bao gbm it nhat
mot chit tap nhidm; va thu hdi IgG ra khéi két tia thtr hai, trong d6 tir 80% dén 100%
albumin cua vén Cohn c6 mit trong dich ndi thir nhét, tir d6 tao ra ché pham IgG da duoc
- lam giau. Theo mdt phuong 4n, etanol dugc phéi tron v6i vén Cohn dén ndng dd cubi bang
25+3% (thé tich). Theo mot phwong 4n, IgG thu hdi tir két tha thir hai dugc 1am giau tiép.
Theo phuong &n khéc, A1PI c6 mit trong phén khong hoa tan ctia hdn dich dugce 1am gidu
tiép. Theo phuong 4n khAc, fibrinogen c6 mit trong phén khong hoa tan ctia hdn dich duoc
lam giau tiép.‘ Theo phuong an khéc, yéu t6 H c6 mat trong phan khong hoa tan cia hdn
dich dugc 1am giau tiép. Theo phuong 4n khac, Talp c6 mit trong phén khong hoa tan cua
hdn dich duge 1am giau tiép. Theo phuong 4n khéc nita, albumin da tim thy trong dich ndi
th nhét duge 1am gidu tiép. Theo mdt phurong 4n wu tién, tir 99% dén 100% IgG cta von
Cohn dugclam két tiad bude 1am két tia thir nhit. Theo mot s& phwong 4n, ndng do etanol
cudi va d6 pH da ding trong budc lam két tha thi nhét dugc chon tir cc bién thé 1 dén
2166, nhu duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7.
Theo phuong 4n cu thé, cac phén hoa tan va phan khong hoa tan ctia hdn dich thi nhét duoc
tach riéng bang cach loc. Theo mot phuong 4n, SiO2dugc bd sung vao dén ndng d6 cudi

40+10g/kg chét két tia phan doa_m I-IV-1.

Theo mot phuong &n, sang ché @& xuét phwong phép diéu ché ché phim IgG da duoc
lam giau, phuong phép nay bao gbm céc bude: lam két tia tir 95% dén 100% IgG va A1PI
ra khoi von Cohn trong buéc 1am két tua thir nhét bing cach bb sung etanol vao vén Cohn
dén ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & do pH ndm trong khoang tir 5,0 dén
6,0 d& tao ra chit két tiia thtr nhét va dich ndi tht nht; tao hdn dich két tia thtr nht dé tao
ra hdn dich tht nhét; xi Iy hdn dich thi nhit bing silic dioxit d dwgc nghién min; va tch
riéng phan hoa tan ctia hdn dich tur phan khéng hoa tan ctia hon dich, trong d6 phin hoa tan
ctia hdn dich chira IgG va phan khong hoa tan clia hdn dich chira A1PI, fibrinogen, yéu tb
H, va Ialp; lam két tha IgG ra kh()i phén hoa tan ctia hdn dich tht nhét trong budc lam két
tiia thir hai bang cach phdi tron etanol véi phén hoa tan ctia hdn dich thir nhit & ndng dd

cudi nim trong khoang tir 25+3% (thé tich) & do pH bing 7,0+0,3, dé tao ra chét két tua thir
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hai bao gdm IgG va dich néi thir hai bao gom it nh4t mot chat tap nhiém; va thu hdi IgG ra
khoi két tia thit hai, trong d6 tir 80% dén 100% albumin ctia vén Cohn c6 mit trong dich
ndi thir nhat, tir d6 tao ra ché pham IgG di dugc 1am giau. Theo mdt phuong an, etanol
duoc phdi tron véi vén Cohn dén ndng do6 cudi bang 25+3% (thé tich). Theo mét phuwong
an, IgG thu hdi tir két tia tht hai dugc lam giau tiép. Theo phuong 4n khac, A1PI c¢6 mat
trong phan khong hoa tan cia hdn ‘dich dwgc 1am giau tiép. Theo phuong 4n khéc,
fibrinogen c6 mét trong phin khong hoa tan ctia hdn dich dugc 1am giau tiép. Theo phuong
an khac, yéu t6 H c6 mit trong phin khong hoa tan ctia hdn dich dugc lam giau tiép. Theo
phuong an khéc, Ialp c6 mit trong phin khong hoa tan ctia hdn dich dugce lam giadu tiép.
Theo phuong én khéc nita, albumin da tim thdy trong dich ndi thit nhit dugc 1am giau tiép.
Theo mot phuong n wu tién, tir 99% dén 100% IgG ciia vén Cohn dugclam két tia trong
bude 1am két tia thit nhit. Theo mot s§ phuwong an, ndng do etanol cubi va 46 pH di ding
trong budc 1am két tia thir nhét duge chon tir céc bién thé 1 dén 2166, nhu dwogc ligt ké
tfong Bang 1, Bang 2, Béng 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo phuong 4n cu thé,
c4c phan hoa tan va phén khong hoa tan cua hén dich tht nhit dugc tach riéng bing cch
loc. Theo mét phuong an, SiO2 dugc bd sung vao dén ndng do cudi 40+10g/kg chét két tia
phan doan I-IV-1.

Theo mdt phuwong an, IgG dugce thu hﬁ”)i‘ tir két tia thir hai bang cach tao hdn dich
chét két tia véi dung dich dém chiét lanh. Vi du, két tia tht hai dugc tao hdn dich vdi ty
1é 1 phin két tia dén 2-5 phin Nu6c dung dé tiém (WFI) hoc dung dich dém c6 do dan
dién thap. Theo mot phuong 4n uu tién, két tia thr hai duoc tao hdn dich véi ty 1€ 1 phﬁn
két tiia dén 4-5 phan, tdt hon néu 3,5 phin, WFL Theo mdt phuong 4n, bude tao hon dich
dugc thyc hién & nhiét do ndm trong khoang tir 0°C va 8°C. Theo mdt phuong 4n, d6 pH
cudi cia dung dich dwgc diéu chinh nim trong khoang tir 4,8 dén 5,6, t6t hon néu didu
chinh t6i 5,2 + 0,2. Theo m6t phuong &n, viéc diéu chinh d6 pH nay dugc thuc hién with
axit axetic. Theo mot phwong én, dd din dién cta hdn dich dugc ting dén khoang tur
2,5mS/cm dén 6,0mS/cm dé 1am ting kha nang hoa tan IgG. Theo mdt phuong 4n, do dan

dién dugce ting lén bang cach bd sung natri clorua.
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Céc dung dich thich hop dé chiét chét két tia thir hai bao gdm WFI va dung dich
~ dém c¢6 d¢ din dién thap. Theo mot phuong 4n, dung dich dém c6 dd dan dién thip c6 do
din dién thip hon 10mS/cm. Theo cac phwong 4n khéc, dung dich dém c6 d9 dan dién thap
c6 d6 dan dién thép hon 9mS/cm, 8mS/cm, 7mS/cm, 6mS/cm, 5SmS/cm, 4mS/cm, 3mS/cm,
2mS/cm, hodic 1mS/cm. Theo mot phuong 4n wu tién, dung dich dém c6 d dén dién thap
c6 d6 dan dién thip hon 6mS/cm. Theo phuong an wu tién khac, dung dich dém c6 do dan
dién thép c6 do din dién thip hon 4mS/cm. Theo phuong 4n wu tién khac, dung dich dém

¢6 d6 din dién thip c6 do din dién thap hon 2mS/cm.

Theo mdt phuong 4n, phan hoa tan ctia hdn dich thir nhét, chira IgG, duoc tich ra
khoi phin khong hoa tan. Theo mdt phuong an, quy trinh nay dugc thyc hién bang cach loc
hdn dich bang thiét bi loc sau c6 kich thude 16 xép khé;lg déng ké nﬁrr; irgnig khoang tir
0,1pm dén 0,4pm. Theo mot phuong an, kich thude 15 x6p khong dang ké cua thiét bi loc
sau bang 0,2um (vi du, thiét bi loc Cuno VR06 hoc thiét bi twong tw). Theo mét phuong
4n, thiét bj loc dugc rira bing WFI hodc dung dich dém thich hop sau khi loc dé thu hoi
IgG b sung va nudc sau khi rira dugc bd sung vao dich loc. Theo mdt phuong 4n uu tién,
budc rira sau thiét bi loc dugc‘thl_rc hién b%tng cach st dung dung dich natri clorua c6 do
din dién ndim trong khoang tir 2,5mS/cm dén 6,0mS/cm. Theo phuong én khéc, hén dich

thtt hai dugce ly tim dé thu hoi phén hoa tan.

Theo mdt khia canh ciia sang ché, phuong phép didu ché ché pham IgG da dugc lam
giau con bao gbm buéc tinh ché it nh4t mot yéu t5 mau khac tir cing mot vbén Cohn. Theo
mdt phuong an, phwong phép nay con bao gdm tinh ché it nhét hai protein khéc trong méau
tir cing mdt von Cohn. Theo phuong 4n khéc, phuong phép con bao gdm budc tinh ché it
nhét ba protein khéc trong mau tir cing mot vdn Cohn. Theo c4c phuong én khéc, phuong
phap con bao gém tinh ché it nhéit bbn, nam, sau, hoic nhiéu protein khéc trong méu tu
cing mdt vén Cohn. Vi du vé protein trong mau c6 thé dugc tinh ché ddng thoi tir ciing
mot vén Cohn nhu IgG bao gbm, nhung khong chi gi6i han ¢ albumin, alpha-1-khéng
tryp'sin (A1PI), yéu t§ H, protein trc ché inter-alpha (Ialp), phic hgp Prothrombin, yéu té
VII (FVID), yéu t5 VIII (FVII), khang thrombin III (ATIN), fibrinogen,

butyrylcholinsteraza, va céc protein khéc.
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Theo mdt phuwong 4n, alpha-1-khéang trypsin (A1PI) dugc tinh ché tiép ra khéi cling
mot vdn Cohn nhu IgG. Theo phuong én cu thé, A1PI dugc tinh ché tir phan doan khong

hoa tan ciia hdn dich tht nhét.

Theo phuong 4n khéc, fibrinogen dugc tinh ché tiép ra khéi ciing mot vén Cohn nhu
IgG. Theo phuong an cu thd, fibrinogen duoc tinh ché tir phan doan khong hoa tan cia hdn
dich thu nhét. Theo phuong én cy thé khac, ca A1PI 1an fibrinogen dugc tinh ché tir phéan

doan khong hoa tan ciia hdn dich thu nhét.

Theo phuong &n khéc, yéu t6 H dugc tinh ché tiép ra khoi cling mot vbén Cohn nhu
IgG. Theo phuong an cu thé, yéu t6 H dugc tinh ché tir phan doan khong hoa tan ctia hdn
dich thir nhit. Theo phuong 4n cu thé khac, ca A1PT IAn Yéu t6 H dugc tinh ché tir phan
doan khong hoa tan cta hdn dich thir nhit

Theo phuong én khéac, protein (rc ché inter-alpha (Ialp) dugc tinh ché tiép ra khoi
cing mdt vn Cohn nhu IgG. Theo phuong 4n cu thé, Talp duoc tinh ché tir phan doan
khong hoa tan ctia hdn dich tha nhét. Theo phuong 4n cu thé khac, ca A1PI 14n Ialp dugc
tinh ché tir phan doan khong hoa tan cta hdn dich tht nhét.

Theo phuong an khéc, albumin dugc tinh ché tiép ra khoi cliing mot vbén Cohn nhu
IgG. Theo phuong an cu thé, albumin duoc tinh ché tr dich ndi tht nhét d3 tao ra. Theo
phuong 4n cy thé, albumin dugc tinh ché tir dich ndi thir nhét thu dwoc, trong khi d6 it nhat

mot yéu t6 méu khac dugc tinh ché tir phan khong hoa tan ctia hdn dich thu nhét thu dugc.

Theo mét phuong 4n, céc globulin mién dich thu hdi tir bude 1am két tia & do pH
ban dau thip, ndng d6 rugu cao dugce lam giau tiép theo quy trinh phan doan xudi dong
Kistler-Nitschmann ho#c Deutsch ez al.. Vi dy, ché phim globulin mién dich da thu hdi c6
thé dugc ding & budc tuong ty nhu quy trinh lam két tua Kistler-Nitschmann B hodc B-
globulin ctia Deutschva cac ddng tac gia. Céc diéu kién d3 dung trong céc budc nay tao ra

két tia a- va p-globulin, trong khi d6 globulin mién dich G van con trong dich noi.

Do d6, theo m6t khia canh sang ché @ xuét phuong phap didu ché ché phdm globulin
mi&n dich G (IgG) da 1am gidu bao gdm céc bude (i) két tia ddng thoi céc globulin mién

dich va alpha-1-khang trypsin (A1PI) ra khdi vbn Cohn trong qua trinh 1am két tha & d6 pH
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ban dAu thip, ndng d6 rugu cao; (ii) thu hdi cac globulin mién dich tir chét két tha; (iii) 1am
két tia it nhit mot protein globulin khong phéai gamma ra khoi ché phim globulin mién dich
thu hdi tir chét két tiia thtt nhit; va (iv) thu hdi dich ndi tir budc 1am két tia thtr hai. Theo
mot sb phuong 4n, phuong phép nay c6 thé con bao gbm budc 1am két tha bd sung (vi dy,
két tha chét két tia G), budce trao ddi anion va/hoic cation, mot hodc nhiéu buée siéu loc/loc
thim tach, va mot hoiic nhidu budc khir hodc bat hoat virut (vi du, xt ly S/D, loc nano, i &

d6 pH thép, v.v.).
Diéu ché ché phdm Alpha-1-khéng trypsin (A1PI)

Céac phuong phap hién dai dé san xuét protein trong mau tir huyét tvong duge cho
c6 ngudn gbc tir cong trinh trong nhitng ndm khoang tir nam 1940 d¢én nim 1950. Do cong
trinh nay chu yéu huéng téi qua trinh tinh ché céac globulin mién dich albumin va gamma
(IgG) nén so dd phan doan di phat trién khong dugc t81 wu hoa dé thu hdi cac protein khac
trong mau, c6 tim quan trong trong didu tri ngdy cang 16n. Vi dy, viéc &p dung cach lam
két tha & @6 pH ban d4u cao, ndng d6 rugu thip cia huyét twong (v duy, két tia phan doan
I) 1am hao hut mdt phan Yéu t6 H, Ialp, va mdt s6 globulin mién dich trong chét két tha
phan doan 1. Hon nita, viéc tach riéng cdc globulin mién dich va A1PI dugc thyc hién bang
céc bude lam két toa tiép theo (vf du, két tha phan doan II+11I hodc Két tia A) khong dugc
hoan thanh, v6i hao hut cac globulin mién dich trong dich ndi do két tia khong hoan toan
va hao hut A1PI trong chit két tia do két tia mot phan. Do d6, cin c6 cc phuong phap

phén doan hién nay tao ra hi¢u suat cao hon d6i v6i nhi€u protein trong mau.

Sang ché & xuét phuong phap déap ing dugc cic yéu cdu nay bang cach dp dung
budc 1am két tia ban diu phan doan céc globulin mién dich, A1PI, va protein khéc trong
mau trong chét két tia ban dAu va albumin trong dich ndi ban dau. Theo mdt phuong 4n wu
tién, qua trinh lam két tha nay dugc thuc hién trong didu kién do pH thép, ndng do ruou
cao.

Theo mot khia canh, séng ché d& xuét phuong phap san xuét alpha-1-khang trypsin
(A1PI) ra khéi huyét twong da gop lai st dung budc dau tién két tiia khoi globulin mién
dich va thanh phan A1PI clia vdn Cohn. Theo phuong 4n cyu thé, bude ban dau nay 13 budc

lam két ta & d6 pH thép, ndng dd ruou cao. Nhu dugce thé hién trong céc vi du néu trong
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ban md ta, hon 95% A1PI ciia von Cohnban dAu dugc lam két tua trong cac diéu kién nay.
Hon nita, séng ché dé xuét phuong phép tach riéng A1PI va cac globulin mién dich mot

c4ch hitu hiéu trong qué trinh 1am két tia ban du nay.

Theo mot khia canh, séng ché dé xuit phuong phap diéu ché ché phdm alpha-1-
khéng trypsin (A1PI) dﬁbla‘lm giau tir vn Cohn, phuong phép nay bao gbm cac buéde: lam
két tia ddng thoi cac globulin mién dich va A1PI ra khoi vbn Cohn, trong budc 1am két tia
thir nhét, d8 tao ra chét két tua thir nhit va dich ndi thi nhét; hoa tan c4c globulin mién dich
¢6 mit trong két tia thi nhat, dé tao ra hdn dich thtr nhit cophin hoa tan chira cac globulin
mién dich va phan khong hoa tan chtta A1PI; tach riéng cic phan hoa tan va phan khong
" hoa tan cia hdn dich tht nhét; va thu hdi A1PT tr phén khéng hoa tan ctia hdn dich thi
nhét, tir d6 tao ra ché phim A1PI ¢ dugc 1am gidu. N6i chung, cac phuorng phap lam két
ta bat ky dé 1am két tia cac globulin mién dich va A1PI ¢6 thé duoc st dung, bao gom,
nhung khong chi gidi han &, 1am két tia bang ruou (vi dy, sit dung etanol hodc metanol),
lam két tia bang cach st dung polyme hoa tan trong nuéc (vi du, PEG hodc dextran), va
1am két tia bing mudi (vi du, sit dung amoni phosphat, amoni sulfat, natri xitrat, v.v.). Theo
mdt phuong 4n vu tién, quy trinh lam két tﬁalz‘; 1am két tia bang ruou, t6t hon 13 1am két

ta bang etanol.

Theo mdt phuong an, sang ché @& xuit phuong phap didu ché ché phim A1PI da
~ duoc 1am giau bang cach 1am két tha A1PI ra khoi huyét twong da tach tia lanh & bude lam
két tiia & d6 pH thip, ndng d6 rugu cao. Theo phuong 4n cu thé, phwong phép bao gdm cac
bude: 1am két tia A1PI ra khoi huyét twong da tach tia lanh trong budc lam két tha thi
nhit bing cach bd sung etanol vao huyét twong d3 tich tia lanh d8 thu dwoc ndng do cubi
nam trong khoang tir 20% dén 30% & d pH nam trong khoang tir 5,0 dén 6,0 d& tao ra chét
két tha thir nhat va dich ndi thir nhat; tach riéng chét két taa thir nhét ra khoéi dich ndi thir
nhét; va thu hdi A1PI tir chit két tia thir nhét, tir d6 tao ra ché phdm A1PI da dugc lam
giau. Theo mdt phuong 4n, etanol duoc phéi tron v6i vén Cohn dén ndng d6 cudi bang
25+3% (thé tich). Theo mot phuong én, A1PI thu hdi tir chat két tia thi nhét duoc lam gidu
tiép.
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Theo mdt phuong an, phuong phép bao gdm c4c budc: 1am két tia A1PI ra khéi vbn
Cohn trong bude tach thir nhét bing céch bd sung etanol vao vén Cohn dén ndng d6 cubi
va pH dugc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang
3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7 dé tao ra chét két tiia tht nhit va dich ndi thir nhat;
tach riéng chét két tia thir nhat ra khoi dich ndi thi nhat; va thu hdi A1PI tir chét két tua
thir nhét, tir d6 tao ra ché phim A1PI da dugc 1am gidu. Theo mot phuong an, A1PI thu hdi

dugc tir chat két tha tha nhét duoc 1am giau tiép.

Theo mot phuong 4n, bude 1am két tia thir nhit dugce thyc hién bang cach phdi tron
etanol v6i vén Cohn dén ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 22% dén 28% (thé tich) & do
pH nim trong khoang tir 5,0 dén 6,0. Theo mot phuong 4n, etanol duge phéi tron véi vén
* Cohn dén ndng d6 cudi bang 25+3% (thé tich). Theo phuong an khéc, etanol dugce phéi
tron voi vén Cohn dén ndéng do cudi bing 25+2% (thé tich). Theo phwong 4n khac, etanol
dugc phdi tron voi vén Cohn dén ndng d6 cubi bing 25+1% (thé tich). Theo phuong 4n
khéc, etanol dugc phdi tron véi vén Cohn dén ndng d6 cubi bang 25% (thé tich). Tuong tu
theo mot phuong 4n, bude lam két tia thir nhat dugc thyc hién & do pH béng 5,5+0,5. Theo
phuong 4n khac, budc 1am két tiia thir nhit duge thyc hién & d pH béng 5,5+0,4. Theo
phuong én khéc, budc lam két tia thit nhit duge thuc hién & @6 pH béng 5,5+0,3. Theo
phuong 4n khac, budc 1am két tiia thir nhit duge thyc hién & d pH béng 5,5+0,2. Theo
phuong an khéc, buéc lam két tha thir nhét duoc thuc hién & d6 pH béng 5,5+0,1. Theo
phuong 4n khéc, budc lam két tia tht nhéit dugc thuc hién & do pH b%mg 5,5. Theo cac
phuong én khéc, néng d6 etanol cubi va géi tri pH cta budc 1am két tia thir nhét duogc chon
tir céc bién thé 1 dén 2166, nhu duge liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang
5, Bang 6, va Bang 7.

Phuong phép theo séng ché tao ra hiéu sudt thu hdi A1PI cao hon dang ké trong
thanh phim 1am giau do lam két tiia phan 16n thanh phin A1PI ctia vén Cohn ban dAu trong
phan Gng két tia ban dau, so v6i quy trinh tinh ché da biét dya vao cac budc 1am két tia &
ndng do rugu thép ban dAu (ke la, két tha phan doan I).

Do d6, theo mot phuong an ciia phuong phap theo sang ché, it nhat 80% luong alpha-
1-khéng trypsin (A1PI) cla v6n Cohn ban dau dugc 1am két tia trong phan Gng két tia ban
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d4u. Theo mdt phuong 4n wu tién, it nhét 90% lugng A1PI ciia vdn Cohn ban dau dugc lam
két tha trong phén tng két tia ban dau. Theo mdt phuwong 4n vu tién hon nira, it nhét 95%
lwong A1PI ctia vén Cohn ban du duge 1am két tha trong phan tmg két tia ban dau. Theo
phuong 4n wu tién nhét, it nhit 97% luong A1PI ctia vén Cohn ban dau dugc 1am két tia
trong phan ung két tia ban diu. Theo mdt sd phuong 4n, it nhit 80%, 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, hoc nhiéu hon ham lugng A1PI ctia vén Cohn ban diu dugc 1am két tia trong phan

trng két tia ban dau.

Nhu dugc thé hién trong cac vi du néu trong ban md ta, viéc 4p dung bude lam Kkét
tia & d6 pH ban dAu thip, ndng do rwou cao (tikc la, két tha phan doan I-IV-1) 1am két tia
it nhat 95% luong A1PI cla vbdn Cohn ban dau. Do d6, theo mdt phuong &n, sdng ché d&
xuét phuong phép didu ché ché phim A1PI d3 dugc lam giau, phuong phép nay bao gbm
cac bude: 1am két taa tir 95% dén 100% A 1PI ra khoi vén Cohn trong buée 1am két tia thir
nhét bing cach bd sung etanol vao vbn Cohn dén ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 20%
dén 30% & do pH nim trong khoang tir 5,0 dén 6,0 d€ tao ra chét két tia thir nhét va dich
ndi thir nhét; tich riéng chat két tia thir nhat ra khoi dich ndi thir nhat; va thu hoi A1PI tir
chét két tia thir nhét, tir .d(’) tao ra ché phém A1PI da duoc lam giau. Theo mt phuong én,
etanol dugc phdi tron véi vén Cohn dén ndng @6 cudi bang 25+3% (thé tich). Theo mot
phuong an, A1PI thu hdi tir chét két tia tht nhat dugc 1am giau tiép. Theo mot s6 phuong
4n, ndng do etanol cubi va do pH da dung trong budc lam két tia & do pH thap, nong do
rugu cao dugc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2,

Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7.

Theo mot phuong 4n, sang ché @ xuét phuong phép diéu ché ché phdm A1PI da
dugc lam giau, phuong phap nay bao gdm cac buéce: lam két tha tir 95% dén 100% globulin
mién dich va A1PI ra khoéi vén Cohn trong budce lam két tua thir nhét bang cach bd sung
etanol vao vén Cohn dén ndng d6 cudi nim trong khoang tr 20% dén 30% & d6 pH ndm
trong khoang tur 5,0 dén 6,0 d& tao ra chét két tua thi nhét va dich ni tht nhét; hoa tan céc
globulin mién dich c6 mit trong két tia tht nhét, dé tao ra hdn dich thi nhét cophan hoa

tan chira cac globulin mién dich va phén khdng hoa tan chira A1PI; tach riéng cac phén hoa
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tan va phan khong hoa tan ctia hdn dich thir nhét; va thu hdi A1PI tir phan khong hoa tan
ctia hdn dich thi nhét, tir d6 tao ra ché phém A1PI @3 dugce lam giau. Theo mdt phuong an,
céc globulin mién dich thu hdi tir phin hoa tan ctia hdn dich thir nhét dugc lam giau tiép.
Theo phuong 4n khac, A1PI dugc loai ra khoi phan doan khong hoa tan cua hdn dich thir
nhit dugc 1am giau tiép. Theo mot s6 phuong 4n, ndng do etanol cudi va @6 pH & buéc lam
két tiia & do pH thép, ndng dd rugu cao duge chon tir céc bién thé 1 dén 2166, nhu duge
liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo mot phuong
4n u tién, tir 99% dén 100% luong globulin mién dich cla vén Cohn dugc 1am két tia &

bude 1am két tia thir nhét.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuit phuong phap didu ché ché pham A1PI da
dwoc 1am gidu, phuong phap bao gdm cc budc: lam két tia tir 95% dén 100% globulin
mién dich va A1PI ra khoi vbn Cohn trong budc 1am két tia th nhét bing cach bd sung
etanol vao vdn Cohn dén ndng do cudi nam trong khoang tr 20% dén 30% & do pH nim
trong khoang tir 5,0 dén 6,0 détao ra chét két tia tht nhét va dich ndi thi nhét; hoa tan céc
globulin min dich c6 mit trong két tia thit nhét, dé tao ra hén dich thir nhit cophan hoa
tan chira cac globulin mién dich va phén khong hoa tan chira A1PI; tich riéng phén hoa tan
va phéan khong hoa tan cta hén dich thir nht; va thu hdi A1PT tir phén khong hoa tan cia
h3n dich thtt nhét, trong d6 tir 80% dén 100% albumin cita vén Cohn ¢6 mit trong dich noi
thtr nhét, tir d6 tao ra ché phém A1PI da dugc 1am giau. Theo mdt phuwong 4n, etanol duge
phéi tron véi vbn Cohn dén ndng @6 cubi bing 25+3% (thé tich). Theo mot phwong an, cac
globulin mién dich thu hdi tir phﬁn hoa tan ctia hdn dich thir nhét dugc 1am gidu tiép. Theo
phuong an khac, A1PI duoc loai ra khoi ph?m khong hoa tan cua hdn dich ther nhét duoc
lam gidu tiép. Theo phuong én khac nita, albumin da tim théy trong dich ndi thtt nhét dugc
lam giau tiép. Theo mdt phuong an uu tién, tir 99% dén 100% globulin mién dich cta von
Cohn dugclam két tia & budc lam két ttia thit nhét. Theo mot sd phuong én, ndng o etanol
cudi va d6 pHébude 1am két tha & 46 pH thép, ndng dd rugu cao dugce chon tir cac bién thé
1 dén 2166, nhu dugc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va
Béang 7.
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Theo mdt phuong 4n, két tia thix nhit dugc tao hdn dich trong nuéc ding dé tiém
(WFI) hodc dung dich d¢ém c6 cuong do ion thap thich hop dé chiét cac globulin mién dich
from chét két taa, hdn dich tiép d6 duge xtr Iy bang silic dioxit (Si02) da dugc nghién min,
va phdn hoa tan ctia hdn dich chira cac globulin mién dich duoc téch ra khéi phén khong

hoa tan cta hdn dich chtra lwong khéi A1PI.

Céac dung dich thich hgp dé chiét cac globulin mién dich tir chét két tia thi nhét
thuong c6 do pH ndm trong khoang tlr 4,0 va 5,5. Theo mot s6 phuong 4n, dung dich ¢6 do
pH nam trong khoang tu 4,5 dén 5,0, theo cac phuong an khéc, dung dich chiét c6 do pH
bang khoang 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 4,4, 4;5, 4,6,4,,4,8,4,9, 5,0, 5,1, 5,2,5,3, 5,4, hodc §,5.
Theo mdt phuong 4n vu tién, d6 pH cuia dung dich dém chiét bang 4,7+0,1. Theo phuong
an wu tién khac, d6 pH cia dung dich dém chiét bé'lng 4,8+0,1. Theo phuwong an uu ti€n
khac, d6 pH cta dung dich dém chiét bing 4,9+0,1. Né6i chung, cac yéu cau vé do pH nay
6 thé duge dap g b%mg cach st dung dung dich dém dugc chon tir, vi du, axetat, xitrat,
monobazo phosphat, dibazo phosphat, hdn hop ctia ching, va cac dung dich twong tu. Nong
dd dung dich dém thich hgp thuong nim trong khoang tr SmM dén 100mM, hoic nim
trong khoang tr 10mM dén 50mM, hoic béng 5mM, 10mM, 15mM, 20mM, 25mM,
30mM, 35mM, 40mM, 45mM, 50mM, 55mM, 60mM, 65mM, 70mM, 75mM, 80mM,
85mM, 90mM, 95mM, hodc 100mM.

Tét hon néu dung dich dém chiét c6 do din dién nim trong khoang tir 0,5SmS/cm dén
2,0mS/cm. Vi du, theo mot sb phuong 4n, do din dién cia dung dich dém chiét béng
0,5+0,1mS/cm, hodc 0,6+0,1mS/cm, 0,7+0,ImS/cm, 0,8+0,1mS/cm, 0,9+0,ImS/cm,
1,040,1mS/cm, 1,1£0,1mS/cm,  1,2+0,1mS/cm, 1,3£0,ImS/cm, 1,4+0,ImS/cm,
1,5£0,1mS/cm, 1,6£0,1mS/cm, 1,7+0,ImS/cm, 1,8+0,1mS/cm, 1,94+0,ImS/cm, hodc
2,0£0,1mS/cm. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuét ndy s& biét cach tao
ra cac dung dich dém chiét c6 dd dan dién thich hop. Theo mdt phuong 4n cu thé, dung
dich dém chiét chta SmM monobazo natri phosphat va SmM axetat & 4o pH bing 4,8 + 0,2

va d6 din dién ndm trong khoang tir 0,7mS/cm dén 0,9mS/cm.

Theo mdt phwong 4n, silic dioxit sinh nhi€t dugc bd sung trude khi tach riéng (vi dy,

loc hogc ly tAm) & ndng dd nam trong khoang tir 20g/kg chét két tia phan doan I-IV-1 dén
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100g/kg chét két ta phan doan [-IV-1. Theo phuong 4n khAc, silic dioxit sinh nhiét dugc
bd sung vao & ndéng do nam trong khoang tir 30g/kg chit két taa phan doan I-IV-1 dén
80g/kg chit két tia phan doan I-IV-1. Theo mot sd phuong 4n, silic dioxit sinh nhiét ¢6 thé
duogc bd sung vao & ndng do khoing 20g/kg chét két tha phan doan I-IV-1, hodc khoang
25g/kg, 30g/kg, 35g/kg, 40g/kg, 45g/kg, 50g/kg, S5g/kg, 60g/kg, 65g/kg, 70g/kg, 75g/ke,
80g/kg, 85g/kg, 90g/kg, 95g/ke, hoic 100g/kg chit két tiia phan doan I-IV-1. Theo mét
phuong &n dic biét, silic dioxit sinh nhiét (vi du, Aerosil 380 hogc chét tuong tu) dugce bd
sung vao hdn dich phan doan I-IV-1 @8 thu dwoc ndng d6 cudi 40+20g/kg chét két tiia phan
doan I-IV-1. Theo phuong an cy thé khac, silic dioxit sinh nhiét duoc bd sung vao hdn dich
phan doan I-IV-1 d8 thu dugc ndng dd cudi 40+10g/kg chit két tia phan doan I-IV-1. Tién
hanh trén ¢b dinh 2°C dén 8°C trong thoi gian it nhét 50 phit dén 70 phut.

Do d6, theo mdt phuwong 4n, sang ché @& xuét phuong phap diéu ché ché phdm A1PI

dd duoc lam giau, phuong phép nay bao gbm céc budc: lam két tha tir 95% dén 100%
globulin mién dich va A1PI ra khoi vén Cohn trong bude 1am két tiia thir nhit bang cach
bél sung etanol vao vén Cohn dén ndng do cudi ndm trong khoang tir 20% dén 30% & do
pH nam trong khoang tir 5,0 dén 6,0 dé tao ra chit két tua thir nhét va dich ndi thir nhit; tao
hén dich két tia tht nhit dé tao ra hén dich thir nhét; xt ly hén dich thir nhét béng silic
dioxit da dugc nghién min; va tach riéng phén hoa tan ctia hdn dich tir phén khong hoa tan
“ctia hdn dich, trong d6 phan hoa tan ctia hdn dich chira cac globulin mién dich va phin
khong hoa tan ciia hdn dich chita A1PI; va thu hdi AIPI tir phan khong hoa tan cia hdn
dich tha nhét, tir d6 tao ra ché phém A1PI @3 dugc lam giau. Theo mt phuong 4n, etanol
dugc phdi tron v6i vén Cohn dén ndng do cudi bing 25+3% (thé tich). Theo mot phuong
an, céc globulin mi&n dich thu hdi tir chit két tia tht nhit dugc 1am giau tiép. Theo phuong
4n khac, A1PI dugc loai ra khoi hdn dich duge 1am giau tiép. Theo mot sé phuong 4n, ndng
do etanol cudi va do pH da dung trong budc lam két tha & d6 pH thép, néng dd ruou cao
duoc chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu duoc liét ké trong Bang 1, Bang 2, Bang 3, Bang
4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo mot phuong dn uu ti€n, tir 99% dén 100% lugng
globulin mién dich cua vén Cohn dugc lam két tia & bude lam két taa the nhit. Theo

phuong an cu thé, phin hoa tan va phin khong hoa tan cia hdn dich thw nhit dugc tach
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riéng bang cach loc. Theo mot phwong an, SiO, dugc bd sung vao dén ndng do chét két tia

phéan doan I-IV-1 cubi bing 40+10g/kg.

Theo mot phuong é&n, sang ché d& xuit phuong phap didu ché ché phim A1PI da
dugc lam giau, phuong phép bao gbm céc budc: 1am két taa tir 95% dén 100% globulin
midn dich va A1PI ra khai vén Cohn trong budc 1am két tia thir nhat bdng cach bd sung
etanol vao vén Cohn dén ndng do cudi nim trong khoang tlr 20% dén 30% & d6 pH nim
trong khoang tur 5,0 dén 6,0 dé tao ra chét két tha thu nhét va dich ni tht nhét; tao hdn
dich két tia tht nhit d8 tao ra hdn dich thw nht; xt 1y hdn dich tht nhat béng silic dioxit
da duoc nghién min; va tich riéng phén hoa tan ctia hdn dich tir phén khong hoa tan cla
hdn dich, trong d6 phan hoa tan ciia hdn dich chira céc globulin mién dich va phén khong
hoa tan cta hdn dich chita A1PI, ﬁbrinégen, yéu td H, vaIalp, va tiép theo trong d6 tir 80%
dén 100% albumin ctia vén Cohn c6 mit trong dich ndi thi nhét. Theo mot phuong é4n,
etanol dugc phdi tron véi vén Cohn dén ndng d6 cubi bang 25+3% (thé tich). Theo mot
phuong 4n, céc globulin mi&n dich c6 mit trong phén hoa tan ctia hon dich dugc lam gidu
tiép. Theo phuong an khac, A1PI c6 mit trong phan khong hoa tan ctia hdn dich duge lam
gidu tiép. Theo phuong 4n khéc, fibrinogen c6 mit trong phén khong hoa tan ctia hdn dich
duogc lam giau tiép. Theo phuong 4n khac, yéu t6 H c6 mit trong phén khong hoa tan cia
hén dich duge lam giau tiép. Theo phuong én khac, Ialp c6 mit trong phan khong hoa tan
ctia hdn dich duge 1am giau tiép. Theo phuong an khac nira, albumin dugc tim thy trong
dich ndi thr nhit duoc 1am gidu tiép. Theo mot phuong 4n wu tién, tir 99% dén 100%
globulin mién dich cta vén Cohn dugclam két tia trong buéc 1am két tua thtr nhit. Theo
mdt sb phuong 4n, ndng do etanol cudi va d6 pH da dung trong bude lam két tia & d6 pH
thép, ndng do rugu cao duge chon tir cac bién thé 1 dén 2166, nhu dugce liét ké trong Bang
1, Bang 2, Bang 3, Bang 4, Bang 5, Bang 6, va Bang 7. Theo phuong an cu thé, cac phan
hoa tan va phin khéng hoa tan cta hén dich thir nhét dugc tach riéng bang cach loc. Theo
mot phuong an, SiO2dugc bb sung vao dén ndng d6 chét két tia phan doan I-IV-1 cudi

bang 40+10g/kg.

Theo mot phuong an, phﬁn hoa tan cua hdn dich thu nhét, chira IgG, dugc tach ra

khoi phén khong hoa tan, chira A1PI bang cach loc hdn dich boi thiét bi loc sdu c6 kich
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thuée 18 x6p khong dang ké nam trong khoang tir 0,1um dén 0,4pm. Theo mot phuong én,
kich thuéc 15 x8p khong dang ké ciia thiét bi loc sau bing 0,2um (v/ dy, thiét bi loc Cuno
VR06 hoic thiét bi twong tw). Theo mot phuong an, thiét bi loc dugc rira bing WFI hoic
dung dich dém thich hgp sau khi loc d8 thu hdi IgG khac va nuée sau khi rira dugce bd sung
vao dich loc. Theo phuong an khéc, hén dich thir nhit dugc ly tim dé tach riéng ph'?m hoa

tan va phan khong hoa tan.

Theo mdt phuong an, A1PI dugc thu hdi tir phin khong hoa tan d3 tach riéng bang
cach tao hdn dich ph'?m khong hoa tan trong dung dich dém chiét A1PI. Vi dy, theo mot
phuong én, phén khong hoa tan da tach riéng duoc tao hdn dich theo ty 18 1 phan nguyén
lidu khong tan véi 2 dén 15 phinnuée ding dé tiém (WFI) hogc dung dich dém c6 do dan
dién thip, dé tao ra hdn dich thir hai. Theo phuong 4n khéc, phan khong hoa tan d3 tach
riéng dugce tao hdn dich theo ty 1€ 1 phan nguyén liéu khong tan véi 2 dén 10 phan Nuéc
ding d& tiém (WFI) hoic dung dich dém c6 do din dién thép. Theo phuong 4n khic, phan
khong hoa tan da tach riéng dugc tao hdn dich theo ty 1€ 1 phén nguyén liéu khong tan v6i
3 dén 7 phn nudc ding dé tiém (WFI) hogc dung dich dém c6 do dén dién thip. Theo cac
phuong an khac, phén khong hoa tan da tach riéng duoc tao hén dich theo ty 1& 1 phan
nguyén liéu khong tan v6i 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20 phén
nue ding dé tiém (WFI) hodc dung dich dém c6 dd din dién thép, hogc nhiéu hon. Theo
mdt phuong an, chiét duoc khudy trong thoi gian it nhét 2 gid. Theo phwong 4n khéc, chiét
duoc khudy trong thoi gian it nhét 4 gid. Theo phuong an khéc, chiét dugc khudy trong thoi
gian it nhit 8 gio. Theo phwong 4n khAc, chiét dugc khudy trong thoi gian tir 6 gidy dén 12
gio. Theo mdt phuong éan, chiét dugc thyc hién & nhiét do nam trong khoang tir 10°C dén
25°C. Theo phuong an khéc, chiét dugc thuc hién & 17+5°C. Theo phuong 4n khac, chiét
duogc thuc hién & 17+4°C. Theo phuong 4n khac, chiét duge thuc hién & 17+3°C. Theo
phuong an khéc, chiét dugc thuc hién & 17+2°C. Theo phuong én khéc, chiét duge thuc
hién & 17+1°C. Theo mot phuong an, phén hoa tan chira A1PI dugc tach ra khoi phan khong
hoa tan bang céach loc, vi dy, thiét bi loc sau. Theo phuong &n khéc, phén hoa tan chita A1PI

duoc tach ra khoi phan khong hoa tan bang cach ly tAm.
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Cac dung dich thich hop dé chiét A1PI chora WFI va dung dich dém c6 d6 dan dién
thip. Theo mdt phuong 4n, dung dich dém c6 do din dién thép c6 d6 dan dién thip
hon10mS/cm. Theo céc phuong an khac, dung dich dém c6 do dan dién th'flp ¢6 do dan dién
thép hon 9mS/cm, 8mS/cm, 7mS/cm, 6mS/cm, SmS/cm, 4mS/cm, 3mS/cm, 2mS/cm, hodc
1mS/cm. Theo mot phudng 4n wu tién, dung dich dém c6 d6 din dién thép c6 do din dién
thép hon 6mS/cm. Theo phuong 4n vu tién khac, dung dich dém c6 do din dién thép c6 do
dAn dién thép hon 4mS/cm. Theo phwong 4n wu tién khéc, dung dich dém c6 do dn dién
thip c6 do dan dién thép hon 2mS/cm. Theo mdt phuwong an, the WFI hodc dung dich dém
c6 d6 din dién thip c6 do pH nim trong khoang tir 8,0 dén 9,5. Theo phuong én cy thé, do
pH ciia dung dich dém chiét A1PI bing 8,8+0,5. Theo phuong én cu thé, d6 pH ctia dung
dich dém chiét A1PI béng 8,8+0,4. Theo phuong 4n cu thé, do pH cta dung dich dém chiét
A1PI bing 8,8+0,3. Theo phuong 4n cu thé, d6 pH ctia dung dich dém chiét A1PI bang
8,8+0,2. Theo phuong 4n cu thé, d6 pH cuia dung dich dém chiét A1PI b%mg 8,8+0,1. Theo
c4c phuong 4n khac, 4o pH ctia dung dich dém chiét A1PI bang 8,0+0,2, 8,1+0,2, 8,2+0,2,
8,3+0,2, 8,4+0,2, 8,5+0,2, 8,6+0,2, 8,7+0,2, 8,8+0,2, 8,9+0,2, 9,0+0,2, 9,1+0,2, 9,2+0,2,
9,3+0,2, 9,4+0,2, hodc 9,5+0,2.

Theo mdt phuong an, phén khong hoa tan da tach riéng cua hdn dich thtr nhét dugc
tao hdn dich trong WFI hodc dung dich dém c6 cudng do ion thép 13 khong thich hop dé
chiét A1PT dé tao ra hdn dich trung gian, trude khi chiét sit dung dung dich d&ém A1PI. Theo
phuong an nay, phuong phép bao gdm budc tao hdn dich phén khong hoa tan trong WFI
hodc dung dich dém c6 cuong do ion thip & d6 pH khong 16n hon 7,0; tach riéng céac phan
hoa tan va phin khong hoa tan ciia hdn dich trung gian; va thu hdi A1PI trong phan khong
hoa tan ciia hdn dich trung gian. Theo mdt phurong 4n, hdn dich trung gian dugc tao ra bing
céch tao hdn dich nguyén liéu khong tan theo ty 1€ 1 phén nguyén liéu khong tan véi 2 dén
15 phan WFI hodc dung dich dém. Theo mét phuong 4n, WFI hogc dung dich dém c6 cudng
d6 ion thip c6 d6 pH nim trong khoang tir 4,5 dén 6,5. Theo phuong an khéc, dung dich
dém c6 cudng do ion thap c6 do pH bang 5,5+0,4. Theo phuong 4n khac, dung dich dém
c6 cudong do ion thip c6 d6 pH bang 5,5+0,3. Theo phuong an khéac, dung dich dém c6
cudng dd ion thip c6 do pH bang 5,5+0,2. Theo phuong 4n khac, dung dich dém c6 cuong
d6 ion thip c6 dd pH bing 5,5+0,1. Theo c4c phwong 4n khéc, dung dich dém c6 cudng do
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ion thp ¢6 d6 pH bing 4,540,2, 4,6+0,2, 4,7+0,2, 4,8+0,2, 4,9+0,2, 5,0£0,2, 5,1%0,2,
5,240,2, 5,340,2, 5,4+0,2, 5,5+0,2, 5,6+0,2, 5,7+0,2, 5,8+0,2, 5,9:b0,2, 6,0+0,2, 6,1+0,2,
6,2+0,2, 6,3+0,2, 6,4+0,2, hodc 6,5+0,2. Theo mdt phuong én, phén hoa tan da tach ra khoi
phén khong hoa tan chira A1PI bang cach loc, vi du, thiét bi loc sau. Theo phuong 4n khac,
phan hoa tan dugc tach ra khoi phan kh()ng hoa tan chira A1PI bang cach ly tam.

Theo mot phuong 4n, A1PI da chiét tir phin khong hoa tan cta hdn dich thir nhat
duoc lam giau tiép theo cac phuong phap da biét trong linh virc k§ thuat, bao gdm nhung
khong chi giéi han 6: sic ky (vi du, séc ky trao dbi anion, séc ky trao ddi cation, sic ky
tuong tac ky nude (HIC), sdc ky hydroxyapatit (HAP), sdc ky 4i luc Protein, sic ky ai luc
mién dich, sic ky ngoai ¢&, v.v.); loc (vi dy, siéu loc va/hodc loc thAm tach); va mot hoic
nhiéu bude khir virut (vi du, loc nano, xit ly b%mg dung mdi va chét 1am sach, chiéu tia UV,

xi Iy nhiét, 4 & d6 pH thip, v.v.).

Theo mot phwong 4n, AI1PI da chiét tir phan khong hoa tan ctia hdn dich thu nhét
duoc 1am giau tiép bang cach phan doan. N6i chung, phuong phap phan doan batky (vi du,
1am két tia biang ruou hoic polyme, lam két tia bang mudi, v.v.) c6 thé dugc ap dung. Theo
mot phuong 4n uu tién, ché phim dugc 1am gidu tiép bang cach lam két tia A1PI ra khoi
dung dich da duoc chiét sach bing céch st dung cation hoa tri hai, t5t hon 13 kém. Theo
mdt phuong an, k&€m clorua dugc bd sung vao dung dich dén ndng do cubi nim trong
khoang tir ImM dén 15mM. Theo phuong 4n cu thé, k&m clorua dugc bd sung vao dung
dich dén néng d6 cudi ndm trong khoang tir ImM dén 4mM. Theo mdt phuong 4n cu thé
hon, k&m clorua dugc bd sung vao dung dich dén néng do cubi nam trong khoang tr 2,0mM
dén 3,0mM.

Theo rri@t sb phuong 4n, A1PI dugc lam giau tiép theo phuong phap tinh ché da biét
trong linh vuc k§ thuét ndy, vi du, chung dwgc mo td trong WO 1995/35306, WO
1998/00154, va cac patent M s6 5,981,715; 7,807,435; va 7,879,800, ndi dung ctia cic tai

lidu ndy duge dwa vao ddy hoan toan bang cach vién dan nham moi muyc dich.
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Dugc phim

Theo mdt khia canh, sang ché d& xuit dugc phim chira c4c protein c6 ngudn gbc tir
huyét twong dugc bao ché theo phuong phap bét ky dd néu trong ban mo ta. Theo mot s6

phuong én, cac ché phim nay dugc bao ché dé ding cho dugc phim (ttc 13, dugce phim).

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuit ché phdm protein c6 ngudn gde tir huyét
tuong dugc didu ché theo phwong phap bao gdm cac buéc: 1lam két tia dong thoi cac
globulin mién dich va alpha-1-khang trypsin (A1PI) ra khéi vbn Cohn, trong bude lam két
tia thir nhét, dé tao ra chét két tia thir nhit va dich ndi thi nhét; tao hdn dich két taa thr
nhét dé tao ra hdn dich tht nht; hoa tan cac globulin mién dich tir hdn dich thir nhét dé tao
rphn tan cia hdn dich bao gdbm céc globulin mién dich va phin khong hoa tan ciia hdn
dich bao gdm A1PI, fibrinogen, yéu t6 H, va Ialp; va tdch riéng phén hoa tan ctia hdn dich
tir phdn khong hoa tan cua hdn dich. Theo mdt s6 phwong 4n, ché phdm chira protein c6
ngudn gbc tir huyét twong duge chon tr globulin mién dich (Ig), albumin, alpha-1-khang
trypsin (A1PI), butyrylcholinsteraza, yéu t& H, protein ctia hé théng bd sung, va protein trc

ché inter-alpha-trypsin (Ial).

No6i chung, cac phuong phép lam két ta bat ky dé 1am két tia cac globulin mién
dich va A1PI ¢6 thé dugc 4p dung, bao gbdm, nhung khong chi gi6i han &, lam két tia bang
ruou (vi du, stt dung etanol hodc metanol), lam két tia bang cach sit dung polyme hoa tan
trong nu6c (vi dy, PEG hodc dextran), va lam két tia bing mudi (v du, st dung amoni
phosphat, amoni sulfat, natri xitrat, v.v.). Theo mdt phwong &n vu tién, quy trinh 1am két

tiala 1am két tia bing ruou, tdt hon 13 1am két tia bang etanol.

Theo mdt phuong an, ché pham dugc bao ché @8 dung trong dwgc pham. Theo
phuong an cu thé, duoc phém‘duoc bao ché dé ding quaduodng tinh mach. Theo phwong an
cu thé khac, ché phdm duge bao ché dé dung qua duong trong co. Theo phuong 4n khéc,
ché phdm duoc bao ché dé dung qua duong duéi da. Theo phuong 4n khéc nita, ché phdm

duoc bao ché dé dung cho mit.

Theo mot phuong an, dugc phém theo sang ché dugc bao ché bing c4ch tao ra ché

phim protein c6 ngudn gbc tir huyét twong d phan 1ap bang cach 4p dung phuong phap
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theo sang ché. N6i chung, dugc pham d4 bao ché dugc dung it nhit mot, tt hon lait nhét
hai, tdt nhit 12 it nhét ba buéc 1am bét hoat hoic loai bo virut. C4c vi du khong giéi han vé
céc bude 1am bét hoat hoic loai bé virut ¢6 thé dugc ding theo phuong phap theo sang ché
bao gbdm, xir Iy bing dung moi lam sach (Horowitz et al., Blood Coagul fibrinogenolysis
1994 (5 Suppl 3):521-S28 va Kreil et al., Transfusion 2003 (43):1023-1028, ca hai tai liu
nay dugc dua vao day hoan toan b%mg cach vién din nhdm moi muyc dich), loc nano
(Hamamoto et al., Vox Sang 1989 (56)230-236 va Yuasa et al., J Gen Virol. 1991 (72 (pt
8)):2021-2024, cé hai tai liéu nay dugc dua vao day hoan toan bing cach vién din nhim
moi muc dich), va dugc 0 & d6 pH thip & nhiét d6 cao (Kempf et al., Transfusion 1991
(31)423-427 va Louie et al., Biologicals 1994 (22):13-19). Theo mot s& phuong 4n, ché
phim chira protein c6 ngudn gde tir huyét twong dugc chon tir globulin mién dich (Ig),
albumin, alpha-1-khang trypsin (A1PI), butyrylcholinsteraza, yéu t& H, protein ctia hé

thdng bd sung, va protein Grc ché inter-alpha-trypsin (Ial).

Theo mot phuong an, dugc phém theo sang ché chira mot hodc nhidu dung dich dém
hogc chit 6n dinh pH thich hop dé dung trong tinh mach, dudi da, trong co, va/hodc dé
dung trong mét. Cac vi du khong gi6i han vé dung dich dém thich hop d& bao ché ché phdm
protein ¢ ngudn gde tir huyét trong néu trong ban mo ta bao gdm glyxin, xitrat, phosphat,
axetat, glutamat, tartrat, benzoat, lactat, histidin hodc cac axit amin khac, gluconat, malat,
suxinat, format, propionat, cacbonat, hodc dang két hop bét ky duogc didu chinh dén gia tri
thich hop. No6i chung, dung dich dém la du dé duy tri dd pH thich hop ctiadugce phém trong
thoi gian dai. Theo mdt phwong 4n vu tién, dung dich dém 1a glyxin. Theo mot s6 phuong
an, ché phdm chta protein c6 ngudn gbc tir huyét trong dugc chon tir globulin mién dich
(Ig), albumin, alpha-1-khang trypsin (A1PI), butyrylcholinsteraza, yéu td H, protein cia h¢

théng bd sung, va protein e ché inter-alpha-trypsin (Ial).

Theo mot sb phuong 4n, dugce phém theo sang ché c6 thé tly ¥ con chira chét diéu
chinh ndng dd osmol/lit ctia dugc pham nay. Cac vi du khong gi6i han v& chét diéu chinh
osmol/lit bao gém mannitol, sorbitol, glyxerol, sucroza, glucoza, dextroza, levuloza,
fructoza, lactoza, polyetylen glycol, phosphat, natri clorua, kali clorua, canxi clorua, canxi

gluconoglucoheptonat, dimetyl sulfon, va cac chét twong tu.
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Thong thuong, dugce phim theo sang ché c6 ndng dd osmol/lit ngang bing ndng do
osmol/lit sinh 1y, ndm trong khoang tir 285mOsmol/kg dén 295mOsmol/kg (Lacy et al.,
Drug Information Handbook — Lexi-Comp 1999:1254. Theo mot s§ phuong 4n, ndng do
osmol/lit ciia dwoc phim ndm trong khoang tir 200mOsmol/kg dén 350mOsmol/kg, t&t hon
12 nim trong khoang tir 240mOsmol/kg dén 300mOsmol/kg. Theo cic phuong 4n cy thé,
ndng dd osmol/lit cia dugc phim bang khoang 200mOsmol/kg, hodc 210mOsmol/kg,
220mOsmol/kg, 230mOsmol/kg, 240mOsmol/kg, 245mOsmol/kg, 250mOsmol/keg,
255mOsmol/kg, 260mOsmol/kg, 265mOsmol/kg, 270mOsmol/kg, 275mOsmol/kg,
280mOsmol/kg, 285mOsmol/kg, 290mOsmol/kg, 295mOsmol/kg, 300mOsmol/kg,
310mOsmol/kg, 320mOsmol/kg, 330mOsmol/kg, 340mOsmol/kg, 340mOsmol/kg, hodc
350mOsmol/kg. -

Dugc phim c6 ngudn gbc tu huyét twong theo sang ché thuong 13 dn dinh & dang
~ 16ng trong thoi gian dai. Theo mot s6 phwong 4n, duge phém 12 én dinh trong it nhit khoang
3 thang & nhiét d§ trong phong, hodc it nhét khoang 4 thang, 5 thang, 6 thang, 7 thang, 8
thang, 9 thang, 10 théng, 11 thang, 12 théng, 13 théng, 14 théng, 15 thang, 16 thang, 17
thang, 18 thang, 19 thang, 20 thang, 21 thang, 22 thang, 23 thang, hodc 24 thang ¢ nhiét do
trong phong. Dugc pham thuong dn dinh trong 6 thang hodc it nhét khoang 18 thang trong
c4c didu kién lanh (thudng nam trong khoang tir 2°C dén 8°C), hoic trong it nhét khoang
21 théang, 24 thang, 27 thang, 30 thang, 33 thang, 36 thang, 39 thang, 42 thang, hodc 45

thang trong cac diéu kién lanh.
Phuong phép diéu tri

| Theo mot khia canh, sang ché @ xuét 1iéu hitu hiéu diéu tri cua protein ¢ nguén
gbc tir huyét twong di duoc didu ché theo phuong phép theo sang ché dé str dung dé diéu
tri bénh hodc r6i loan lién quan t6i thiéu hut hodc réi loan chirc ning protein trong méu &
d6i tugng can duge didu tri. Theo mot s6 phuong an, ché pham chira protein c6 ngudn gdec
tir huyét tuong dugc chon tir globﬁlin mién dich (Ig), albumin, alpha-1-khang trypsin
(A1PI), butyrylcholinsteraza, yéu t§ H, protein cta hé bd sung, va protein tc ché inter-

alpha-trypsin (Iol).
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Theo mdt khia canh, sang ché d& xuit ché phadm protein c6 ngudn gde tir huyét trong
da didu ché theo phuong phép theo sang ché @& san xut thubc str dung trong diéu tri tinh
trang bénh ly lién quan t&i thiéu hut hodc khiém khuyét protein trong mau. Theo mdt s6
phuong é&n, protein c6 ngudn gdc tir huyét trong duge chon tir globulin mién dich (Ig),
albumin, alpha-1-khang trypsin (A1PI), butyrylcholinsteraza, yéu t6 H, protein hé bd sung,

va protein trc ché inter-alpha-trypsin (Ial).

Theo mdt phuong an, ché phim protein c6 ngudn gde tir huyét twong dugc diéu ché
theo phuong phép nay bao gbm céc bude: lam két tua ddng thoi cac globulin mién dich va
alpha-1-khang trypsin (A1PI) ra khoi vbn Cohn, trong budc 1am két tia thir nhit, dé tao ra
chét két tia tht nhit va dich ndi thir nhét; tao hdn dich két tha thir nhat dé tao ra hdn dich
thir nhat; hoa tan cac globulin mién dich tir hén diichfth'{’x nhét dé tao rpﬁ?frﬂeiﬁ?ﬁa hon dich
bao gdm céc globulin mién dich va phan khong hoa tan ctia hdn dich bao gdm AIPI,
fibrinogen, yéu t6 H, va Ialp; va tach riéng phén hoa tan ciia hdn dich tir phén khéng hoa
tan ctia hdn dich. Theo mot sb phwong 4n, ché phdm chira protein c6 ngudn gbc tir huyét
trong dugc chon tr globulin mién dich (Ig), albumin, alpha-1-khang trypsin (A1PI),
butyrylcholinsteraza, yéu t6 H, protein ciia hé théng bd sung, va protein tc ché inter-alpha-
trypsin (Lal).

Vi du thwre hién sang ché

Vidu 1 -NG2 C91

Ché phim globulin mién dich G (IgG) dugc san xuét trén quy mé thuong mai bang
cach phan doan huyét twong théng qua ddy phan (mg két ta. Theo phuong phap thong
thudng, cac tap chit dugc lam két tia ra khoi huyét twong da téch tia lanh chia globulin
mién dich trong budc lam két tia béng rugu thir nhét. Tiép d6, cac globulin mién dich IgG
duge 1am két tia ra khéi dich ndi thu dugc va duge lam giau tiép. Pé 1am tang hiéu sut
IgG thu hdi tir huyét tuong clia ngudi trong qua trinh phén doan ruou, d6 pH nim trong
khoéang tir 5,5 dén 7,0 va ndéng do etanol ndm trong khoang tir 20% dén 25% duoc thir
nghiém trong phan Ung két tha IgG.
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Tém lai, dich ndi phan doan I, chét trung gian diing trong quy trinh san xuét thuong
mai globulin mién dich G (IgG) c6 ngudn gdc tir huyét twong, alpha-1-khéng trypsin
(A1PI), va cac san phim albumin, dugc tao ra bing cach phdi tron etanol & ndng dd cudi
8% (thé tich) vao huyét twong da tach tia lanh & do pH bang 7,2+0,2, & hdn hop ¢ 0°C, va
tach riéng chat két tiia d3 tao ra (Phan doan I) ra khéi dich ndi (Phan doan I dich nbi). Dich
ndi phan doan I thu dugc tiép d6 dugc chia thanh cdc mau 600g. 46 pH clia timg méau duogc
didu chinh ndm trong khoang tir 5,5 dén 7,0 va etanol dugc phéi tron dén ndng do cudi ndm

trong khoang tir 20% dén 25%, nhu dugc thé hién trong Bang 9.

Nhu duge thé hién trong Bang 9, cic diéu kién twong tw nhu cac didu kién da st
dung dé diéu ché két tha phan doah Cohn II+I1I két tia truyén théng (25% etanol; do pH
6,8) va két tia phan doan II+III cai bién da st dung trong quy trinh sin xuét
GAMMAGARD LIQUID ® (Baxter International; Deerfield, IL) 1am hao hut 2,9% va 6,7%
IgG toan phén trong dich ndi, do quy trinh 1am két tia khong hoan toan. Tuy nhién, nhan
thdy rang bang cach lam giam do pH cua phan ung xudng 6,0 hozc thdp hon va st dung
ndng do etanol cudi it nhét bang 22,5%, mirc hao hyt IgG dugc giam xudng mét cach déng
k&. Vi dy, st dung 22,5% rugu & d6 pH bing 5,5 1am cho mtrc hao hyt chi bang 0,4% IgG
toan phin trong dich ndi. Tuong tu, st dung 25% rugu & d6 pH 6,0 hodc 5,5 1am cho mic
hao hut chi bing 0,5% va 0,1% IgG toan phén trong dich ndi. Nhu dugc thé hién trong
Bang 10, két qua ndy twong dwong v6i muc ting hon 300mg IgG/I huyét tuong va 125mg
IgG/l huyét twong trong chét két tia so v6i chét két tha phan doan IT+III truyén thong va

cai bién, twong tng.

Bang 9. Hiéu suét protein trong dich ndi két tia, dugc thé hién bang ham luong protein

cua nguyén li€u ban dau (dich ndi phén doan I) tinh theo ty 1€ phf?ln tram

EtO | pH | Protein | IgG IgA IgM | Fibrin | Transf al- Albumin
H biuret | ELISA | ELISA | ELISA | ogen erin khéng neph
(%) ELISA | ELISA | trypsin
ELISA
20 |5,5]| 60,8 1,1 3,5 0,2 0,2 73,9 6,1 93,1
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20 6 | 680 2,9 12,8 0,5 0,2 94,3 38,9 92,4
20 |6,5| 70,0 4,1 20,6 1,0 0,7 100,2 63,2 97,4
20 7 73,0 6,7 45,8 1,9 4,6 98.4 76,9 96,5
22,5 | 5,5| 56,7 0,4 1,.2 0,1 0,2 47,5 1,1 90,6
22,5 | 6 | 64,6 1,1 4,8 0,4 0,4 78,2 21,7 98,0
22,5 16,5| 68,0 1,8 9,0 0,6 0,4 85,9 27,3 96,6
22,5 | 7 | 70,3 3,0 19,4 1,2 09 | 973 | 271 | 96,5
25 |55 45,6 0,1 0,6 0,0 0,2 8,6 0,8 76,8
25 6 | 60,2 0,5 1,4 0,3 0,3 59,2 7,6 92,9
25 6,5| 66,9 2,2 5,7 1,6 1,7 86,0 18,3 95,6
25 7 | 67,8 2,9 8,5 2,3 1,7 95,1 18,9 96,5

Bang 10. Hiéu sut protein trong dich ndi két tua, duge thé hién bing g/l huyét twong.

EtOH | pH | Protei | IgG IgA IgM | Fibrin | Transferin | al- | Albumin
(%) n ELISA | ELISA | ELISA | -ogen | ELISA | khéing neph
biuret ELIS trypsin
A ELISA
20 | 5,5 |26,457 | 0,061 | 0,045 | 0,001 | 0,000 1,327 0,071 | 29,402
20 6 |29,603| 0,157 | 0,162 | 0,002 | 0,001 1,692 0,459 | 29,174
20 | 6,5 (30,445 | 0,223 | 0,261 | 0,004 | 0,002 1,799 0,745 | 30,737
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20 7 131,792 | 0,368 | 0,579 | 0,008 | 0,012 1,765 0,907 | 30,460

22,5 | 5,5 | 24,673 | 0,021 | 0,015 | 0,000 | 0,000 0,852 0,013 28,591

22,5 | 6 |28,095| 0,062 | 0,061 | 0,002 | 0,001 1,403 0,255 | 30,946

22,5 | 6,5 |29,577 | 0,097 | 0,114 | 0,002 | 0,001 1,542 0,322 | 30,488

225 | 7 |30,609 | 0,165 | 0,246 | 0,005 | 0,001 1,747 0,320 | 30,455

25 5,5 | 19,833 | 0,004 | 0,007 | 0,000 | 0,000 0,155 0,009 | 24,263

25 6 |26212 | 0,025 | 0,018 | 0,001 | 0,001 1,062 | 0,089 | 29,325

25 6,5 | 29,097 | 0,119 | 0,072 | 0,006 | 0,004 | 1,795 0,215 30,198

25 7 129,512 | 0,157 | 0,107 | 0,009 | 0,004 1,706 0,223 30,458

Vidu 2 -NG2 C96

Viéc so sanh thr nghiém cia so dd tinh ché IgG thuc hién cung véi va khong cung
v4i viéclam két tua bfmg etanol 8% ban du dugc thuc hién dé x4c dinh xem murc ting tiép
v& kha nang thu hdi IgG c6 thé thu duoc bang cach lam két tia & do pH thip (5,5), ndng dd
etanol cao (25%) hay khong, nhu d& dugc phéc thao trong Vidu 1.

To6m lai, 100kg huyét twong di tach tua lanh dugc xir Iy véi (NG2C96/1) hodc khong
c6 (NG2C96/2), bude 1am két tha ban dau (Phan doan T) dugc thyc hién bang cach st dung
etanol ondng do cudi 8% (thé tich) do pH 7,4 va 0°C. Do pH cta huyét twong da tach tia
lanh (NG2C96/1) hoiic dich ndi phan doan I (NG2C96/2) dugc diéu chinh dén pH 5,5%0,1
va etanol dugc phéi tron dén ndng do cudi bing 25% (thé tich). Hon hop tiép d6 duge & &
-5+2°C trong thoi gian 5 gio & cho phép két tha protein. Céc chét két taa thu duoc (két tia
(D+II+IID) va dich ndi (dich ndi ()+II+III) dugc tach bang cach ly tim. Do pham vi clia
phén tng két tha, can c6 hai 1an ly tim d6i v6i mdi phan tmg. Céc chét két tua thu dugc tr

mdi 14n ly tAm duge xt Iy riéng r&.
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Cac chit két tia duogc tao hdn dich trong dung dich dém chta SmM mononatri
phosphat, SmM natri axetat, va 600mg/] axit axetic bang v6i ty 16 1 phan két tua trén 15
phan dém, do pH dugc didu chinh dén 4,8+0,2, va dugc khudy dé chidt protein trong thoi
gian 2 gid & nhiét d nim trong khoang tir 4°C dén 8°C. Sau khi t chiét, 40g silic dioxit
sinh nhiét (SiO2)/kg chét két tia (I)+II+III dugc phdi tron vao hdn hop phan tng va duge
khudy trong thoi gian 50 phut ¢ nhiét do nam trong khoang tr 4°C dén 8°C. 400g chét trg
loc Cellpure/kg chét két taa (I)+II+II tiép theo dugce phéi tron va cac hdn hop phéan ung
duoc loc thong qua mang Cuno 50SA dé loai boé nguyén liéu khong tan, dé tao ra dich loc
(D+IIHII va banh loc. Banh loc dugc rira béng dung dich dém chta SmM mononatri
phosphat, SmM natri axetat, va 150mg/1 axit axetic bang, dich loc cua hdn hop trén duoc

bd sung dich loc (I)+I+IL.

Polysorbat 80 duoc bd sung vao dich loc dé thu duoc nf”)ng dd cudi 0,2% (khéi
lwong/khéi lwong) va céc dung dich duge 1 trong thoi gian 30 phut. Natri xitrat dihydrat
tiép d6 duoc bd sung vao cac dung dich dén ndng do6 cubi 0,8% (khdi lwong/khbi lugng) va
dung dich dugc U trong thoi gian 30 phut nita. Sau khi 0 14n th hai, @6 pH cta dung dich
dugc didu chinh dén 7,0 bang cach st dung natri hydroxit va etanol duge phéi tron dén
ndng d6 cudi bing 25%. Nhiét do dugc ha dén khoang tir 0°C dén -10°C dé 1am két tha.
Chét két taa (PptG) va dich ndi (dich néi PptG) dugc tach bing cach ly tam.

Céc thanh phan globulin mién dich IgG, IgA, va IgM clia mdi budc phu trong cc
phan Gng tinh ché dugc xac dinh. Nhu duge thé hién trong .

Bang 11, viée loai bd buéc lam két tia phan doan I ban dAu lam ting hi¢u suat IgG lén
mdt cach dang ké trong thanh phim (so sénh PptG da hoa tan NG2C96/2 (khong c6 qua
trinh 1am két tia phan doan I) véi NG2C96/1 (c6 qua trinh 1am két tia phan doan I).
Tuong tu, cac thanh phén IgA (Bang 12) va IgM (Bang 13

Bang 13) cia phan doan PptG da hoa tan dugc tao ra ma khong can bude 1am két
tua phan doan I ban dau.

Dang chua y, budc lam két tia phan doan I dugc st dung mdt phin dé loai bd

fibrinogen ra khoi ché pham chtra globulin mién dich. Mic du ham lugng fibrinogen cubi
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ctia phan doan PptG d4 hoa tan di tao ra ma khong cAn bugc 1am két tha phan doan I ban
dAu 16n hon khoéng 6 14n so v6i ham lugng ciia phan doan PptG da tao ra ma van c6 bude
lam két tua phéan doan I ban d4u, nhung so dd phin doan di loai bé hon 99% luong

fibrinogen c6 mit trong huyét twong da tach tia lanh nguyén liéu ban diu (Bang 14).

Bang 11. Ham luong IgG, tinh theo g/l huyét twong khoi dau, clia cac phan doan
khéac nhau d3 tao ra trong qué trinh phin doan huyét twong bang céch &p dung phan tmg Kkét
tha & d6 pH thép, ndng dd rugu cao c6 hodc khdng co bude lam két tia phan doan I & ndng

d6 etanol 8% ban dau.

IgG
g/l H’uyét’tuong" -
NG2C96/1 | NG2C96/1 B | NG2C96/2 | NG2C96/2 B
Két tha IT-+I11 Két taa [+II+IIT
Huyét tuong 5,36 5,36
Dich nbi I 5,32 -
Dich nbi hoa tan
0,11 -
Pptl
Dich ndi (D)+II+IIT 0,004 0,007
Hbn dich
4,37 4,72 5,07 4,40
(D+HII+II
Dich loc (I)+IIHII 4,55 5,33 5,36 4,77
Dich ndi hoa tan
0,10 0,18 0,08 0,10
béanh loc
Dich ndi PptG 0,08 0,06 0,09 0,05
PptG dugc hoa tan 4,03 - 5,03 -

Bang 12. Ham luong IgA, tinh theo g/l huyét twong khoéi d4u, ctia cac phan doan khéac
nhau d3 tao ra trong qué trinh phén doan huyét twong bang cach 4p dung phan tng két
tia & do pH thép, ndng dd rugu cao c¢6 hodc khong c6 budce lam két tha phan doan1 &

ndng d9 etanol 8% ban dau.
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IgA
g/l Huyét twong
NG2C96/1 [ NG2C96/1 B | NG2C96/2 | NG2C96/2 B

Két tia IT+IIT K&t taa T+I-+III
Huyét tuong 1,20 1,20
Dich nbi I 1,14 -
Dich ndi hoa tan Ppt I - -
Dich n6i (I)+HI+II 0,001 0,002
Hoén dich (I)+I+III 0,92 1,37 1,08 1,21
Dich loc (I)+II+I1I 0,80 1,02 1,01 0,96
Dich ndi hoa tan ba’m}rlﬂ - - |
loc ) ] ) ]
Dich n6i PptG - - - -
PptG duogc hoa tan 0,66 - 0,79 -

Bang 13. Ham luong IgM, tinh theo g/l huyét trong khéi dAu, ciia cac phan doan khac

nhau di tao ra trong qua trinh phan doan huyét twong bang cach 4p dung phan tng két

tha & do pH thap, ndng d6 rugu cao ¢6 hodc khdng c6 bude lam két tha phan doan1 &

“ndng do etanol 8% ban dau.

IgM
g/l Huyét twong
NG2C96/1 | NG2C96/1 B| NG2C96/2 | NG2C96/2 B
Két tia I+ Két tha I+II+III
Huyét twong 0,41 0,41
Dich ndi I 0,39 -
Dich ni hoa tan Ppt - -
Dich ndi (D)+I+II 0,0001 0,0004
Hon dich (DHIHIT 0,3'8 0,45 0,40 0,41
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Dich loc (I)+HI+III 0,22 0,24 0,29 0,28
Dich ndi hoa tan banh

loc ) ) ) )
Dich ndi PptG - - - -
PptG dugc hoa tan 0,19 - 0,29 -

Bang 14. Ham lugng fibrinogen, tinh theo g/l huyét twong khéi dau, ctia cac phan doan
khéac nhau d4 tao ra trong qua trinh phan doan huyét twong bang cach 4p dung phan tng
két tia & @6 pH thép, ndng do rugu cao c6 hogc khong ¢ budc lam két tha phan doan1 &

ndng do etanol 8% ban dau.

Fibrinogen
g/l Huyét twong
NG2C96/1 | NG2C96/1B | NG2C96/2 | NG2C96/2 B

Két taa IT+III Két tha I+II-+HIIT
Huyét tuong - 1,45 1,45
Dich ndi I | 0,28 -
Dich n6i hoa tan Ppt I - -
Dich ndi (I)+II+1II 0,0001 0,0004
Hdn dich (I)+II+III 0,25 0,34 1,27 1,34
Dich loc (OFLAI | 0,002 0,005 0,017 0,018
Dich ndi hoa tan banh
loc ) ) ) )
Dich n6i PptG - - - -
PptG dugc hoa tan 0,0021 - 0,013 -

Vidu 3 -NG2 C99

Pé tién hanh tiép viéc lam két tha & d6 pH thép, ndng d6 ruogu cao trong cc budc
phén doan rugu Cohn-Oncley va Kistler-Nitschmann xudi dong truyén thong (tic la, phan

doan Cohn I va II; phan doan Cohn I va ITI+III; hogc Kistler Nitschmann 8-10% etanol, két
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tia A, va két tha B), cac chét két tia NG2C96/2 va NG2C96/2B PptG dugce gdp lai va dugc

lam giau tiép ddi vdi cac globulin mién dich IgG.

Tém lai, céc chét két tha NG2C96/2 va NG2C96/2B PptG di gop lai dugc tao hdn
dich trong nuéc ding dé tiém (WFI) dugc didu chinh dén d6 pH bing 4,75+0,75 bang axit
axetic va d6 din dién bang 4,5+1,5mS/cm béng natri clorua. Chét trg loc duoc bd sung vao
va hén dich duge loc qua mang Cuno VR06 dé tao ra dich loc PptG sach (VRO06). Tiép do,
dich loc sach duoc xtr Iy bing cac dung moi va chét 1am sach (xtr Iy S/D) theo c4c quy trinh

tiéu chuan.

Dich loc dd xt 1y S/D dugc dua 1én cot CM sepharoza da dugc tao cén bang boi
dung dich dém chira 10mM natri axetat (40 pH 5,0) va dong chdy qua (CM D/N) dugc thu
gom. Cot tiép d6 duge rira bing dung dich d&m chtta 10mM natri axetat (40 pH 5,5) va
nude rira (CM W) duge thu gom. Céc globulin mién dich dwoc rira giai ¢t bang cach st
dung dung dich dém rtra gii chra 55mM mononatri phosphat va 10mM TRIS (d6 pH 8.5).
Dich rira giai dugc thu gom trong ba phin doan: phan doan 1 (CM E-VL) chira phén thi
nhét ctia dich rira giai c6 ODasothdphon 100mAU; phan doan 2 (CM E) chira dinh cua dich
rira giai c6 ODago cao hon 100mAU nam trén g& dau clia dinh rira giai va OD280 cao hon
400mAU nam trén go sau cia dinh rita giai; va phan doan 3 (CM E-NL) chtra mot phén
dich rira giai nim trén bd sau ctia dinh ndy c6 OD280 thiphon 400mAU.

Gi4 tri pH va d6 din dién cua dich rira giai phan doan 2 dugc diéu chinh trong khoang
tir 6,4mS/cm dén 2,3mS/cm bang cach sir dung axit axetic bang va nudc dung dé tiém
(WFI), twong Gng. Dich rita giai phan doan 2 tiép d6 dugc dua 1én nhya trao ddi anion dong
nhanh ANX Sepharoza di dugc tao can bang boi dung dich dém chtra 15mM mononatri
phosphat (d6 pH 6,4) & ndng d6 mang 100mg protein/ml nhya. Dong trao d6i anion, chta
phén 16n IgG dugc thu gom (ANX D/N). Protein gén két voi nhua trao dbi anion duoc rira

giai cot bang cach st dung dung dich chira 2M natri clorua (ANX 2M NaCl).

Glyxin dugc bd sung vao dong trao do6i anion qua phan doan va méu dugc siéu loc
va loc tudn hoan (UF/DF) bang cé4ch st dung Pellicon® 2 Mini (Millipore) khang lai dung
dich chira 0,25M glyxin (d6 pH 5,2) cho téi khi thu dugc ndng d6 protein 5%. Dung dich

globulin mién dich dugc cd dic tiép dé thu duoc ndng d9 protein cudi bang 10% va do pH
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duoc didu chinh dén 4,5 (c6 dic tun hoan). 10% dung dich globulin mién dich tiép d6 dugc
loc vo tring bang cach st dyng Millipak 20 (Millipore) 8 tao ra thanh phdm globulin mién

dich (vat chira cuéi).

Profin hoa sinh d8i v6i mdi bude phu ctiia qué trinh tinh ché phan ing dugc xac dinh

(Bang 15 va Bang 16). Nhu dugc thé hién trong dit lidu, thanh phdm chi chira ndng d9 thp
protein khong lalgG, thudc cac thong s6 chip nhan dugc dé dung trong duge phim.

Bang 15. Dic tinh héa sinh cia cac phan doan khac nhau da dugce tao ra trong qua trinh

phéan doan huyét twong bing cach 4p dung phan ing két tia & d6 pH thip, ndng do rugu

cao ma khong cin budc lam két tha phan doan1 & ndng d6 etanol 8% ban dau.

1
Protein IgG IgA [gM ld?éng
trypsin
, , g/l , ,
g/1 von Cohn g/l von von g/l von g/l von
Cohn Cohn Cohn Cohn
Biuret | UV
Vén Cohn 47,38 5,36 1,20 0,41 1,01
dich n6i I+II+III 19,79 <0,0073 | 0,002 0,0004 0,004
Hon dich I+II+III 25,83 4,62 1,17 0,41 0,33
Dich loc I+II+III 18,24 4,97 0,98 0,28
dich ndi hoa tan 0,09 0,61
banh loc 4,52
dich ndi PptG 11,00 | | 0,06
PptG hoa tan 7,46 5,46 1,01 0,32 0,01
VR 06 7,47 5,20 0,95 0,31
VR 06 dd phalodng | 7,23 5,20 0,99 0,31
<0,04 /
CM D/N 0,66 0,026
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0,09 | <0,13/
CM W 0,11 0,0066
0,00 | <0,0031/
CM E-VL 0,001 1 <0,00001
CME 16,16 | 5,38 4,85 | 0,60 0,042
0,04 | 0,011/
CM E-NL 0,08 0,014
CM 2M NaCl 0,19 | 0,11 [ 0,05/0,04 | 0,014 0,02
CME d4 pha loang 5,33 4,61
ANX D/N 4,45 4,52 0,0014 | 0,00007
ANX 2M NaCl 1,34 0,40/0,28 | 0,59 0,044
co dac tudn hoan 4,16 2,55
nudc sau rira 1 0,59
nudc sau rira 2 0,05
nudc sau riza 3 0,01
co dic tuan hoan da 3,81
pha lodng
vét chira cubi 3,86 3,94 0,0012 | 0,00004

Bang 16. Pic tinh hoa sinh khéc ciia cac phan doan khic nhau da dugc tao ra trong qué
trinh phan doan huyét twong bing céch 4p dung phan Gng két tia & do pH thip, ndng do

rugu cao ma khong cé bude lam két tia phan doan 1 & ndng do etanol 8% ban dau.

a2 Fibrinogen | Transferin | Albumin | Thanh
Macroglobulin phan bd
sung C3

g/l von g/l von g/lvén | g/l von

g/l vén Cohn Cohn Cohn Cohn Cohn
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Vén Cohn

1,45

2,17

0,80

dich ndi I+II+II

0,0004

2,44

< 0,001

Hon dich I+II+II

1,32

1,99

6,40

0,55

Dich loc I+II+III

0.02

1,95

6,82

0,05

Dich ndi hoa tan

banh lgc

Dich n6i PptG

PptG hoa tan

0,46

0,02

0,02

0,04

VR 06

0,01

0,02

0,03

VR 06 da pha lodng

CM D/N

0,17

CM W

CME-VL

CME

0,22

0,011

0,024

0,020

CM E-NL

CM 2M NaCl

CME d4 pha loang

ANX D/N

<0,00002

<0,00006

0,003

<0,0000
4

ANX 2M NaCl

Co6 ddc tuan hoan

Nudc sau rua 1

Nudc sau rira 2

Nudc sau rira 3

Co dac tuan hoan da

pha lodng

Vit chra cudi

0,000001

0,00001

0,0028

0,00003

Vidu 4 -NG2 C100
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Pé danh gia viéc 4p dung qua trinh 1am két tha & do pH thip, ndng dd ruou cao ma
khong dung budc lam két tia & néng do ruou thép ban diu dé loai bd fibrinogen, 200kg
huyét twong da tach tha lanh dugc phén doan va lam giau nhu dd md ta d6i v6i miu
NG2C96/2 & cac Vi du 2 dén 3, v6i cip bién ddi theo quy trinh. DAu tién, bude lam két tia
& & do pH thap, ndng do rugu cao (két taa I-IV1) duge thue hién sit dung 25% etanol & do
pH bing 5,1, chtt khong phéi 5,5. Thi hai, két tiia I-IV1 da tao hén dich duge xi Iy bang
33 g silic dioxit sinh nhiét (SiO2)/kg chit két tiia I-IV1, chir khong phai 40g SiO2/kg chét
két tia. Thi ba, dich rira giai trao ddi cation CM dugc dua 1én nhua trao dbi anion ANX &
ndng d6 150mg protein/ml nhya ANX, cht khong phai 100mg/ml nhya ANX. Cubi cing,
dong trao dbi anion da loc Cuno VRO06 dugc cho qua PLANOVA® 35N (Asahi Kasei
Medical Co., Ltd.; Tokyo, J apan)‘ d8 tién hanh budc loc nano trudce khi siéu loc/loc thdm

tach.

Ham lugng IgG ciia mdi budce cla qué trinh tinh ché duge x4c dinh va cac két qua
dugc thé hién & Bang 17. So v6i hiéu suit IgG trung binh dbi v6i quy trinh san xuét
GAMMAGARD LIQUID® (3,7 g IgG/l huyét trong ngudn), phuong phép tinh ché da ding
trong vi du nay tao ra hiéu suét cao hon dang ké bang 4,4g IgG/1 huyét trong ngudn. Két
qua nay ching td rang hiéu suét IgG hau nhu ting 20%. Dic tinh hoa sinh ctia thanh phim
IgG dugc thong bao trong Bang 10. Nhu duge thé hién trong bang ndy, thanh pham IgG c6
d6 tinh khiét 16n hon 99% va ham luong IgG monome/dime 16n hon 99,8%. Vat chtra cudi
chi chtra c4c vét tap chit, ndng dd ctia chung nim trong tiéu chuén diéu chinh.

Bang 17. Ham lugng IgG cua cac phén doan da dugc tao ra trong qua trinh 1am giau tr
huyét twong da tach tua lanh bang cach 4p dung budc lam két tiia & do pH ban dau thép,

nong do rugu cao.

IgG
mg/ do tinh | g/l huyét
g % 2
ml khiét (%) tuong
Vé6n Cohn 5,52 1113,94 | 100,00 11,43 5,52
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Kéttaa | [-IVI trude khi
[-IV-1 | bb sung EtOH
I-IV1 sau khi bd
sung EtOH
dich ndi I-IV1 <0,00121 | <0,029 |<0,026 <0,013 <0,0014
dich n6i I-IV1 <0,00121 | <0,029 |<0,026 <0,013 <0,0014
nho ly tdm 1
dich ndi I-IV1 <0,00121 [<0,029 |<0,026 <0,013 <0,0014
nho ly tam 2
két tha I-IV1
Dich |kéttual-IV1 da
loc dung
chiétI- | hén dich I-IV1 2,69 975,30 | 87,55 13,43 4,83
V1 Dich loc CUNO | 1,69 1186,24 | 106,49 21,41 5,88
banh REZ 1 0,09 18,23 1,64 1,78 0,090
loc REZ 2 0,02 2,31 0,21 1,04 0,011
] Két tua PptG
két taa .
Dich noi PptG 0,02 14,02 1,26 0,35 0,069
PptG
PptG da dung
chiét, hdn dichPptG 47,4 1152,39 | 103,45 69,55 5,71
lam VRO06 (PptG) 22,8 1074,82 | 96,49 66,31 5,33
sach VRO06 d3 pha 13,80 1126,98 | 101,17 80,00 5,58
PptG lodng
SD
SD va
Load CM
CM
D/N 0,140 18,38 1,65 7,93 0,091
sepharo
o D/N 0,228 29,84 2,68 12,88 0,15
za
W 0,005 1,96 0,18 16,45 0,010
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A\ <0,068 <2791 <251 <23448 |<0,14
E-VL <0,0712 |<0,59 <0,05 <334,63 |<0,00
E 23,2 1026,43 | 92,14 86,02 5,09
E-NL 0,661 4,55 0,41 89,26 0,023
2M NaCl 0,114 5,82 0,52 43,92 0,029
2M NaCl 0,139 7,08 0,64 53,46 0,035
ANX | E ddphalodng |9,005 1113,29 | 99,94 92,64 5,52
SEPH | ANX mang
AFF D/N 6,35 903,11 | 81,07 94,49 4,48
can 3 78,99 7,09 26,31 0,39
duéi 2M NaCl
VR06 | VR06 (ANX) 6,185 972,42 | 87,30 101,23 4,82
Asahi | Dich loc ASAHI | 5,27 907,55 | 81,47 94,95 4,50
| Co pha lodng 102,5 910,38 | 81,73 100,89 4,51
nudce sau rira 1 8,255 51,70 4,64 102,78 0,26
UF/DF nudc sau rua 2
nudce sau rira 3
C0 pha lodng 96,1 871,30 | 78,22 96,56 4,32
(cudi cling)
| vat chtra cudi 100 888,18 | 79,73 4,40
Fe (dugc tinh toan)

Bang 18. Dic tinh héa sinh ctia thanh pham IgG da duge lam giau tir 2001 huyét tuong da
tach tia lanh bang cach 4p dung budc lam két tha & dd pH ban d4u thép, ndng do ruou

cao.
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Thir nghiém Pon vi Két qua
Protein toan phén - Kjeldahl mg/ml 109,8
Protein toan phén - Kjeldahl mg/ml 108,5213
| Albumin % 0
a/B globulin % 0
Do tinh khiét (CAE) J-globulin % 100
protein bién tinh
% 0
Monome [%] 93,2085
’ dime [%] 6,6806
Phén bo kich ¢& phén tu
Polyme [%] 0,0828
Cac méanh [%] 0,0281
IgG duc . mg/ml 100
IgA (ELISA) mg/ml 0,03
IgM (ELISA) mg/dl 0
IgE (ELISA) IU/ml 66,2
Albumin (ELISA) mg/ml 0,00184
Fibrinogen (ELISA) pug/ml <0,17
Plasminogen (ELISA) png/ml 0,26
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C3 bd sung o mg/dl <194
Thir nghiém Phé4n nhém Két qua (mg/ml)
IgGl 54,7158
IgG2 29,22
phan bé nhém phu IgG
IgG3 7,2029
IgG4 2,3634
Thir nghiém Pon vi Két qua
IgG Fc chirc nang (FACS) — 108+15
IgG Fc HemaggL chirc nang % 103
Nhén dién protein _ Duong tinh
Hoat tinh phan giai amido (PL-1) nmol/ml 87,3
Hoat tinh khang b sung % 42
PKA % 16 quy chiéu 3 1,59
PKA IU/ml 1,2
NAPPT mg 0,773
Yéu t6 Xla mU/ml 24,9
pM 771,6
Céam quan ] thdéa méin
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ph T 5,643
Silicon ng/l 664
Nhom ng/l <25
Glyxin M 0,074
Nong dd osmol/kg | mosmol/kg 90
Pyrogen EU/US B#o hoa/ Bdo hoa
Ty trong g/cm? 1,0301
Céc chét phan tmg SD
Octoxynol 9 (Triton X100) ppm 0,50
Polysorbat 80 ppm <26
Tri(n-butyl)phosphat ppm <0,2
Thi nghiém Don vi Két qua
Céc khang thé
Bénh bach hau IU/ml 8,0
Bénh bach hau 1U/ml 9
Bénh sdi [U/ml 39,63
Khang nguyén HBs (ELISA) am tinh
HBs (ELISA) mIU/ml 5775
Viém tly xam Quotient gg 176 0,90
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HAV (ELISA) TU/ml 13,8
Parvo B19 (ELISA) | [U/ml 426
Bénh cam Haemophilus Influenzae Chuéﬂ do 1:6400
Céc khang thé khdng D thoa méan
| Hemagglutinin khang A & khéang B Khang A 16
Khang B 8

Vidy 5 —-P02910NG2

Dé so sanh kha ning di qua cua dich rira giai trao dbi cation CM qua cét trao doi
anion ANX & cac ndng dd nap 100g protein/ml nhya ANX va 150 g protein/ml nhya ANX,
2001 huyét twong da dugc tach tia lanh dugc phéin doan b%mg bude lam két tia & do pH ban
dAu thap (5,4), ndng do rugu cao (25%) va duge xit ly dé tao ra két tia PptG nhu dugc mo
ta dbi voi mau NG2C96/2 & cac Vi du 2 dén 3. Nong dd IgG, IgA, va IgM cua phan doan
nguoc dong da tao ra dugc xac dinh va dugc thong bao l4n lugt & Bang 19, Bang 20 va

Bang 21.

Chét két taa PptG thu dugc duge chia thanh hai mau 1,8kg, dugc 1am giau trong vat
chira cudi nhu duge mé ta di véi mau NG2C96/2 & cac Vi du 2 dén 3, ngoai trir mdt miu
dd di qua nhya ANX trao dbi anion véi néng d6 napl00mg protein/ml nhya ANX
(P03010NG2) va miu khac da di qua nhya trao ddi anion ANX & ndng @5 nap150mg
protein/ml nhya ANX (P03110NG2).

[0001] Luong IgG cua mdi budc 1am gidu xudi dong cla qua trinh tinh ché dugc
x4c dinh va cac két qua dugce thé hién trong Bang 22 va

Bang 23. So véi hiéu suét IgG trung binh d6i véi quy trinh san xuat GAMMAGARD
LIQUID® (3,7g IgG/lhuyét tuong ngudn), phwong phép tinh ché 4p dung trong vi dy nay
c6 hiéu suét cao hon dang ké bing 4,3¢ IgG/Ihuyét trong ngudn. Két qua nay chimg to rang
hiéu suét IgG ting 16%. D3c tinh hoa sinh cuia thanh phdm IgG dugc thong béo trong Bang
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16 va Bang 17. Nhu duoc thé hién trong céc bang nay, thanh phdm IgG c6 9 tinh khiét 16n

hon 99% va thanh phé”ln IgG monome/dime 16n hon 99,8%. Vit chira cudi chi chua cac vét

tap chét, ndng d¢ cua ching ndm trong c4c tiéu chuin cho phép.

Béng 19. Lugng IgG ctia phan doan ngugc dong da tao ra trong qua trinh phin doan huyét

tuong bang cach 4p dung phan Gng két tha & d6 pH ban dau thip (5,4), ndng do ruou cao

(25% etanol).
Khéi Phép do d duc IPC / ELISA ctia IgG
lugng
tinh Do
Khoi | ¢4n tinh | g/l
lwong | e khiét | huyét
kg kg mg/ml g % (%) | tuong
Vén Cohn 204,60 | 204,60 | 5,26 |1076,20 | 100,00 | 10,72 | 5,26
I-IV1 trudce khi
bd sung EtOH | 206,46 | 206,81
ket I-IV1 sau khi
tia I- | b4 sung EtOH | 266,56 | 267,14
V-1
Dich ndi [-IV1 | 247,80 | 248,64 |0,00517 | 1,29 | 0,12 | 0,03 | 0,01
kéttoa I-IV1 | 17,10 | 17,16
Két tha I-IV1
chi€t | 45 ding 1121 | 17,16
loc I-
V1 Hsn dlCh I-
V1 180,21 | 275,80 | 4,09 |1128,02 104,82 | 23,15 5,51

-149-




35034

Dich loc
CUNO 340,70 | 522,00 | 2,11 |1101,42|102,34 | 34,72 | 5,38
Két |KéttaaPptG | 2,59 | 3,96
tha
PptG | Dich ndi PptG | 442,20 | 677,32 | 0,0235 | 1592 | 1,48 | 0,93 | 0,08
ELISA

Bang 20. Luong IgA cta phan doan ngugc dong da tao ra trong qué trinh phan doan huyét

tuong bang cach 4p dung phan tmg két tha & d6 pH ban dAu thép (5,4), ndng dd ruou cao

(25% etanol).
) IgA ELISA
Khéi
luong bo
Khoi | 404 toan tinh | gl
lwong | gyoc khiét | huyét
kg kg mg/ml g % (%) | tuong
Vén Cohn 204,60 | 204,60 | 1,18 |241,43 (100,00 | 2,41 | 1,18
I-IV1 truée khi
bd sung EtOH | 206,46 | 206,81
1ét tig | V1 sau khi bd
Lrvi | sung EtOH 266,56 | 267,14
Dich ndi I-IV1 | 247,80 | 248,64 [0,00251 | 0,62 | 0,26 | 0,01 |0,0031
Két tha I-IV1 17,10 | 17,16
Két ta I-IV1 da
ding 11,21 | 17,16
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chiét | Hbndich I-IV1 | 18021 | 275,80 | 0,861 (237,46 | 9836 | 4,87 | 1,16
loc I- '

IVl | Dichloc CUNO | 340,70 | 522,00 | 0,365 [190,53 | 7892 | 6,01 | 0,93
Kbt tiq | Két tlia PPIG 2,59 | 3,96

PPtG | pDichndi PptG | 442,20 | 677,32

Bang 21. Ham lugng IgM ctia phén doan nguoc dong d tao ra trong qua trinh phan doan

huyét twong bing cach 4p dung phén tng két tia & d6 pH ban dau thap (5,4), ndng do ruou
cao (25% etanol).

Khbi IgM ELISA
luong
tinh
Khoi | 040 Do tinh
lwong dugc khiét | g/l huyét
kg kg mg/ml g % (%) tuong
Vén Cohn 204,60 | 204,60 | 0,451 |92,27|100,00| 0,92 0,45
I-IV1 trude
khi bd sung
EtOH 206,46 | 206,81
Két
[-IV1 sau
taa I- ,
khi b0 sung
V1
- | EtOH 266,56 | 267;14
Dich nbi I-
JAYA 247,80 | 248,64 | 0,00021 | 0,052 | 0,0566 | <0,0011 | <0,00026
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Két taa I-

V1 17,10 | 17,16

Két tha I-

IVl dading | 11,21 | 17,16
Chiét

Han dich I-
loc I-

IVl 180,21 | 275,80 | 0,353 |97,36 | 105,51 | 2,00 0,48
V1 |

Dich loc

CUNO 340,70 | 522,00 | 0,110 |57.42| 62,23 | 1,81 0,28
Ké | KétwaPptG| 2,59 | 3,96
ta | pich ndi
PptG | pyiG 442,20 | 677,32

Bang 22. Lugng IgG clia cac phén doan xubi dong tao ra trong qué trinh phén doan huyét
tuong bang cach 4p dung phan Gng két tia & do pH ban dau thép (5,4), ndng do rugu cao
(25% etanol), va ndng d6 mang trao dbi anioh ANX bingl00mg/ml nhya ANX
(PO3010NG2).

IgG

T Khoi | ,
Khéi Hiéu | Do tinh | g/l |Hiéu sudt

lugng |Protein

. lugng . mg/ml| g sudt | khiét |Huyét|theo budc
Mau chuan| (g)
(kg) (%) | (%) |twong| %

(kg)

Tao hdn dich va

loc PptG

Hoén dich (1072 | 8,36 | 8,36 |644,59| 55,7 |465,47| 100 |72,2 4,99
PptG

-152-



35034

Dichloc [10/6 |15,91|16,24 [669,20| 30 |487,34/104,70|72,8 5,22

PptG

Dichloc [10/7 |32,50 | 33,43 |658,56| 13,7 |458,05| 98,41 (69,6 4,91 (100,00

PptG da

xac nhan

CM

Sepharoza

D 12/12 | 38,00 | 53,88 | 48,9 |0,0937 | 5,048 | 1,085 {10,325 (0,054 |1,10
. e

\Y 12/12 (127,60{180,91| 0,54 |<0,0712 0,00
B

VL 12/12 | 2,41 | 3,41 | 0,04 |<0,0712 0,00

| C

Dichrira [12/12 | 13,40 | 19,00 {580,49| 23,8 |452,17|97,14 77,9 4,85 198,72

giai D

NL 12/12 | 1,18 | 1,67 | 2,18 | 0,642 | 1,073 | 0,23 49,1 0,012 /0,23
E

2MNaCl [12/12 | 15,01 | 21,28 | 9,69 | 0,163 | 3,47 | 0,75 |35,8 0,037 10,76
F

Tong sb - 99,20 4,95 (100,81

Dichrira |12/13 |4,3377| 37,49 {599,85| 10,7 |401,16| 86,18 66,9 4,30 (100,00

giai da pha

loﬁng’

ANX-

Sepharoza

D/N 13/6 A| 7,83 | 53,94 |419,63| 8,27 |446,05/95,83|106,3 |4,78 111,19

2M NaCl |[13/6 B| 2,34 | 16,12 |144,67| 2,38 |38,37| 8,24 |26,5 0,41 (9,56

Tbng s6 10,407 519 (120,76

UF / DF
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Co UF/DF [15/14 | 0,42 | 2,91 |412,48] 134 [390,39[83,87[94,6  [4,18 [87,52
. .

Nuédec sau |15/14 | 020 | 1,39 | 13,63 | 10,4 |14,41| 3,10 [105,7 |0,15 [3,23

ria 1 B |

Tbéng s6 100%
UF/DF

Khi 16/1 | 0,53 | 3,97 [415,03] 101 [400,71| 86,09 [96,55 [4,30 [102,64

EB 19/1 | 0,53 | 3,97 |415,03| 102 |404,68] 86,94 (97,51 |4,34 (103,66

Bang 23. Lugng IgG cua cic phan doan xudi dong tao ra trong qua trinh phan doan huyét

tuwong bang cach 4p dung phan Gng két tia & d0 pH ban dau thip (5,4), ndng do ruou cao

(25% etanol), va ndng d6 mang trao dbi anion ANX 150mg/ml nhya ANX (P03110NG2).

IeG
Khéi
.| luong Do
Khoi Hiéu g/l Hi¢u
da |Protein , tinh , )
lugng . mg/ml g suat .| Huy€t |suat theo
M3 dieu | (g | khiét
au (kg) (%) twong | bude %
chinh (%)
(kg)
Tao hdn dich va loc
PptG
Hon dich  {10/2 8,36 | 8,36 |644,59| 56,7 |465,47| 100 | 72,2 | 4,99
PptG
Dich loc  |10/6 15,91 | 16,24 {669,20| 30 |487,34|104,70| 72,8 | 5,22
PptG
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Dich loc  |10/7 32,50 | 33,43 |658,56| 13,7 [458,05| 98,41 | 69,6 | 4,91 | 100,00

PptG da

xé4c nhan

CM

Sepharoza

D 12/12 | 38,00 | 53,88 | 48,9 |0,0037 | 5,05 | 1,08 | 10,3 | 0,054 | 1,10
A

W 12/12 |127,60|180,91| 0,54 |<0,0712 0,00
. .

VL 12/12 | 2,41 | 3,41 | 0,04 |<0,0712 0,00
C

Dichrta |12/12 | 13,40 | 19,00 |580,49| 23,5 |452,17| 97,14 | 77,9 | 4,88 | 95,72

giai D

NL 12/12E| 1,18 | 1,67 | 2,18 | 0,642 | 1,07 | 0,23 | 49,1 | 0,01 0,23

2M NaCl [12/12F| 15,01 [21,28 | 9,69 | 0,163 | 3,47 | 0,75 | 35,8 | 0,04 0,76

Téng sb 99,20 4,95 | 100,81

Dichria [12/13 [4,3377| 37,49 |599,85| 10,9 [408,65| 87,79 | 68,1 | 4,38 | 100,00

giai da pha

lodng

ANX-Sepharoza

D/N 13/6 A | 11,18 | 51,03 |416,92| 8,79 [448,56| 96,37 |107,6| 4,81 | 109,76

2MNaCl |[13/6 B | 2,37 | 10,83 [144,25| 3,11 | 33,68 | 7,24 | 23,3 | 0,36 8,24
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Téng sb 103,60 5,17 | 118,01

UF / DF

Co UF/DF |15/14A| 0,57 | 2,61 |425,26] 150 (391,90 84,19 | 92,2 | 4,20 | 87,37

Nu6csau |15/14B| 0,55 | 2,51 | 13,46 | 5,87 | 14,76 | 3,17 |109,7| 0,16 | 3,29

rga 1 |

Téng sb 100%
UF/DF

Khéi 16/1 | 0,84 | 4,07 [44539| 97 |394,91| 84,84 88,67 4,23 | 100,77

EB 19/1 | 0,84 | 4,07 |44539| 99,1 [403,45| 85,68 {90,59| 4,32 | 102,95

Béng 24. Dic tinh héa sinh ciia thanh phim IgG lam giau ra khéi huyét twong da tach tia

lanh bang cach ap dung phan tmg két tia & @0 pH ban dau thép (5,4), ndéng d6 rugu cao

(25% etanol), va ndng d6 mang trao ddi anion ANX cua 100mg/ml nhya ANX

(PO3010NG2).
Thir nghiém Pon vi Két qua
Protein toan phan - mg/ml 109,9996
Kjeldahl
Albumin % 0
o/p globulin % 0
D9 tinh khiét (CAE)
v-globulin % 100
cenat. Protein % 0
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Monome [%] 94,8683
’ dime [%] 4,9579
Phén bo kich c& phén tr
Polyme [%] 0,0698
Doan[%] 0,104
IgG duc g/l 91,3
IgA (ELISA) mg/ml 0,05
IgM (ELISA) mg/dl 0
Fibrinogen (ELISA) ng/ml <0,17
Plasminogen (ELISA) ug/ml 0,26
C3 bd sung mg/dl <19,4
Thir nghiém Phén nhém Két qua
[mg/ml]
IgG1 (mg/ml) 47,897
’ IgG2 (mg/ml) 25,8157
Phan b6 phan nhém IgG
IgG3 (mg/ml) 6,2317
IgG4 (mg/ml) 2,0201
Thir nghiém Don vi Két qua
Hemaggl.chtrc néng cua % 109

IgGi Fe
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Hoat tinh phén giai amido <10
(PL-1) nmol/ml phut
Hoat tinh khéng bd sung % 38
% 16 quy chidu 3 1,399
1
PKA 1,486
[U/ml
0,957
<4
NAPTT mg > 10
Céam quan Dép Ung
pH 4,84
Yéu tb Xla mIU/ml <0,04
SN13a mU/ml <0,375
Nong d6 osmol/kg mosmol/kg 266
Ty trong g/cm3 1,0346
Thir nghi€ém tao trombin 122,66
Bd sung yéu td I ng/ml 69,1
Profil hoat tinh phéan giai S-2288 <5

amido
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S-2266 <5
S-2222 <5
S-2251 <5
S-2302 <5
Céc chét phan tmg SD
Octoxynol 9 (Triton X100) ppm <0,1
Polysorbat 80 ppm <26
Tri(n-butyl)phosphat ppm 0,1178
Thir nghiém Pon vi Két qua
Céc khang thé
Khang D Céc khang thé Dép g
Hemagglutinin Khéng Khang A 16
- A&Khang B
Khéng B 4

Bang 25. Dic tinh hoa sinh cta thanh phim IgG lam giau ra khoi huyét trong da duge
tach tha lanh bing cach 4p dung phén tng két tia & d6 pH ban dau thip (5,4), ndng do
ruou cao (25% etanol), va ndng d6 mang trao dbi anion ANX bang 150mg/ml nhyra ANX
(PO3110NG2).

Thir nghiém Pon vi Két qua
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Protein toan phan - mg/ml 108,3393
Kjeldahl |
Albumin % 0
, | a/B globulin % 0
Do tinh khiét (CAE)
v-globulin % 100
protein bién tinh % 0
Monome [%] 94,9047
, dime [%] 4,9122
Phén bo kich c& phan tir
Polyme [%] 0,0762
Doan [%] 0,1068
1eG duc g/l 95,7
IgA (ELISA) mg/ml 0,08
IgM (ELISA) mg/dl 0
Fibrinogen (ELISA) pg/ml 0,33
Plasminogen (ELISA) pg/ml 0,27
C3 bb sung mg/dl <19,4
Thtr nghiém Phan nhom Két qua
[mg/ml]
Phén bb phan nhém IgG IgG1 (mg/ml) 54,0113
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IgG2 (mg/ml) 28,6462
IgG3 (mg/ml) 6,0688v
IgG4 (mg/ml) 2,3599
Thir nghi¢m Don vi Két qua
Hemaggl. chirc ndng cua % 91
IgG Fc
Hoat tinh phén giai amido <10
(PL-1) nmcl/ml phut
Hoat tinh khang b sung % 36
% 16 quy chiéu 3 2,261
1,8
PKA 1,864
1U/ml
0,763
<4
NAPTT mg > 10
Cam quan Dép Gng
pH 4,853
Yéu t6 Xla mU/ml <0,04
SN13a mU/ml 31,3
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Nong d6 osmol/kg mosmol/kg 266
Thtr nghi¢m tao trombin 109,81
Ty trong g/cm3 1,0344
B6 sung yéu t I pg/ml 147
Hoat tinh phén giai amido S-2288 <5
A profil |
S-2266 <5
S-2222 <5
S-2251 <5
S-2302 <5
Céc chat phan tmg SD
Octoxynol 9 (Triton X100) ppm <0,1
Polysorbat 80 ppm <26
Tri(n-butyl)phosphat ppm 0,1414
Thir nghiém Don vi Két qua
Céc khang thé
Khéang D Céc khéng thé Dép tng
Hemagglutinin Khédng A& | Khang A 16
Khéng B
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Khéng B 4

Vi du 6 - NG2C107B

Khé ning chiét alpha-1-khang trypsin (A1PI) ra khoi phan khéong hoa tan ciia chét
két tiia & d0 pH thap, ndng d¢ rugu cao da ding trong san xuét globulin mién dich IgG dugc
khao sat. Mot cach vin tit, trude tién hai mau 500kg banh loc khong hoa tan tao ra trong
qua trinh loc chét két ta phan doan I-1V-1 da chiét (#1 va #3) duoc tao hdn dich trong 2,8
phin nuée (khdi lugng/khdi lugng) & 7+2°C va do pH cia cdc miu duge diéu chinh dén
5,5+0,1. Cac hon dich dugc loc théng qua mang CUNO 10CP, dé tao ra cac dich loc (1.
dich loc) va banh loc thir hai. Tiép do, banh loc thi hai dugc tao hdn dich trong 5 phén
nu6e (khéi luong), nhiét do ctia hdn dich duge diéu chinh dén 17+2°C, d6 pH ciia c4c méau
duoc didu chinh dén 8,8+0,2, va tiép d6 miu dugc khudy trong thoi gian 8 gidy ddng thoi

duy tri dugc nhiét do va do pH 8 chiét A1PI ra khoi nguyén liéu khong tan.

Sau khi ¢, 10 mmol Tris va 150 mmol natri clorua trén kg hdn dich dugc bd sung
vao cac mau va do pH duge didu chinh dén 8,0+0,1. 176g PEG 3350 cho mbikg hén dich
duoc bd sung vao cac miu, duge u & 17+2°C trong thoi gian 1 gio. Tiép d6, cac hdn dich

duge loc dé loai b nguyén liéu khong tan ra khéi dich ndi (2 dich loc) chira A1PI da chiét.

AIPI tho tiép d6 duge tao két tia ra khoi dich loc thtr hai bang céch bd sung 0,35g
k&m clorua/kg dich loc (2,5mM ZnCl, mau #1) hodc 0,54g/kg kém clorua/kg dich loc
(4,0mM ZnCl; mau #3), diéu chinh do pH dén 7,5+0,2, va 1 cic mau & 7+2°C trong thoi
gian 3 gio. Chét két tia kém clorua dugc thu hdi bang cach ly tim (ZnCloddm dic). A1PI
duoc chiét ra khoi chét Kkét tiia kém clorua bang 50mM natri EDTA (Zn-EDTA-conz).

Ham luong va hoat tinh A1PI (alA) dugc xé4c dinh d61 v6i mdi budce trong quy trinh
lam gidu va c6 mit trong Bang 26. Khoang 400mg huyét twong ngudn A1PI/l hoat tinh
duoc thu hdi & bude chiét EDTA. Péng cht ¥ 1a khi A1PT duogc chiét ¢ 38+2°C va d9 pH
bang khoang 9,2, thi khoang 600mg huyét tuong ngudn A1PI/L hoat tinh dugc thu hdi.
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Béang 26. Ham lugng alpha-1-khang trypsin ctia cdc phan doan xu6i dong da tao ra

trong qué trinh phan doan huyét twong bang cach 4p dung phan tng két tia & d6 pH ban

dAu thp (5,4), ndng dd ruou cao (25% etanol), va két tia k&m.

alA ELISA alA-Hoat tinh OC
Khéi Khéi mg/l | P tinh % Hoat
lwong | luong huyét |khiét (% mg/I tinh
(2) da didu twong | cua | (mg/ huyét so voi
chinh (g) | (mg/ml) | mg Biuret) | ml) | mg | twong | ELISA
Béanh loc | 500,50
Taohdn | 1900,40 | 1900,40
dich dang
banh
Hoéndich | 32,71 | 1209,85 | 0,0964 | 117 | 32,32 | 7,69 | 0,02 | 24 6,71 20,7
banh c6 dic
1. Dich loc | 3291,90 | 3380,85 [ <0,0175| <59 |<16,40| <5,32 | 0,01 | 34 9,37 57,1
Chiét va pH | 3956,90 | 4063,82
ChiétvapH| 42,61 | 338599 | 0,636 |2153596,84| 10,09 | 0,43 | 1456 | 403,52 67,6
cent
2. Dich loc | 7357,80 | 7653,33 | 0,295 |2258|625,73| 15,96 | 0,2 | 1531 | 424,22 67,8
ZnClycent | 7487,40 | 7841,42
ZnCly cent | 7305,73 | 7651,16 | 0,00646 | 49 | 13,70 |- 1,13
trir ndng dd
Nong d6 | 1150,58 | 1204,98 1,83 | 2205|611,15| 23,41 | 1,13 | 1362 | 377,37 61,7
Zn-EDTA
Bénh loc 506,5
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Tao hdn
dich dang
banh

1926,30

1926,30

Hbn dich

banh ¢6 dic

32,50

1224,18

0,102

125

34,20

7,92

0,02

24

6,71

19,6

1. Dich loc

3448,10

3539,99

<0,0175:

<62

<16,97

<5,40

0,01

35

9,69

57,1

Chiét va pH

4175,90

4287,18

Chiét va pH

cent

43,03

3611,54

0,589

2127

582,57

9,33

0,42

1517

415,41

71,3

2. Dich loc

7860,20

8167,45

0,314

2565

702,35

17,97

0,15

1225

335,52

47,8

ZnCl, cent

8112,00

8483,06

ZnCl, cent

trir nong do

7913,50

8275,48

0,00319

26

7,23

0,59

Nong d6
Zn-EDTA

1485,86

1553,83

1,38

2144

587,25

22,87

0,86

1336

365,96

62,3

Vidu7-P03410NG2A va B

Téc dong ctia 6 pH dén mrc thu hdi IgG tir qua trinh 1am két tia & do pH thip, ndng

dd rugu cao cua huyét twong da tich tua lanh dugc nghién ctru. Mot cach van tit, 1001 huyét

twong da tach tia lanh dugc xir Iy dé loai bé Yéu t6 IX, yéu t6 VII, va khéng thrombin III

(ATIII) bang c4ch hép phu, dugc phan doan bang céach lam két tia nho st dung 25% etanol
& d6 pH bang 5,4 (MAu A; P03410NG2A) hodc 5,6 (MAu B; P03410NG2B). Céc mAu tiép
d6 duge xit Iy d8 tao ra Két tia G (Két tiia PptG) va dich ndi (Dich néi PptG) nhu dugc md
ta trong Vi du 2, chi khac 50g SiO/kg chét két tiia I-TV-1, ma khong phai 1a 40g/kg chat

két tiia, duoc phdi tron v6i hdn dich két tia I-IV-1.
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Ham luong IgG, IgA, va IgM cua cac phan doan da tao ra dugc xac dinh va dugc
béo c4o lan luot trong Bang 27, Bang 28 va Bang 29. Pang chu y, khoang 90% luong IgG
cua huyét tuong nguén duoc thu hdi trong dich loc phan doan I-IV-1 CUNO khi buéc lam
két tiia ban dAu dién ra & do6 pH bing 5,4 (93,8%) hoic d6 pH bang 5,6 (88,8%). Tuong tu,
hiu nhu toan bo ham luong IgA va IgM cia huyét twong ngudn duge thu hdi trong qué
trinh tao hdn dich phan doan I-IV-1.

Bang 27. Lugng IgG cua phan doan ngugce dong tao ra trong qud trinh phin doan huyét

twong bang cach 4p dung budc lam két tiia ban dau & do pH thép (A = 5,4; B = 5,6), ndng

d6 rugu cao (25%).

Phép do dd duc IPC / ELISA cuta IgG

Khéi lwong bo
Khéi | tinh toan tinh | g/l
lwong duoc khiét | huyét
kg kg mg/ml g % (%) | tuong
Vén Cohn 101,20 101,20 6,01 608,21 | 100,00 | 12,65 | 6,01
Vén Cohn 101,82 101,20 5,96 603,15 | 100,00 | 12,55 | 5,96

I-IV1 truéc khi bd| 101,82 | 102,28

A sung EtOH
Két tia | FTV1 sau khi bo| 131,62 | 132,21
V-1 sung EtOH
Dich ndi [-IV1 123,40 | 124,23 | 0,00427 | 0,53 | 0,09 | 0,02 | 0,01
Két tha I-1V1 7,11 7,16
: Két toa I-IV1 da| 7,07 7,16
Chiét loc| dyng
[-IV-1
Hdn dich I-IV1 113,87 | 115,33 4,47 |515,52 | 84,76 | 24,20 | 5,09
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Dich loc CUNO 222,10 | 225,45 2,53 | 570,39 | 93,78 | 40,77 | 5,64

Két  toa Két tua PptG 2,40 2,44
PptG . 2.
Dich ndi PptG 288,20 292,81 0,0276 8,08 1,33 1,29 | 0,08
Vén Cohn 100,80 100,80 6,01 605,81 | 100,00 | 12,65 | 6,01
I-IV1 truée khi bd| 101,43 | 101,53
sung EtOH
Két tia I- I-IV1 sau khi bo| 131,43 131,56 B -
vo1 |sung EtOH
Dich ndi I-IV1 123,40 123,81 0,0113 1,40 0,23 0,05 | 0,01
Két tia I-IV1 6,52 6,55
Két toa IIV1 di| 6,49 6,55
) ding
Chiét loc
[-IV-1 |Hdn dich I-IV1 104,49 105,46 3,80 400,74 | 66,15 | 19,67 | 3,98
Dich loc CUNO 201,60 203,86 2,64 538,19 | 88,84 | 46,74 | 5,34
Két toa Két taa PptG 2,19 2,21
PptG . 2.
Dich n6i PptG 261,40 264,60 0,0200 5,29 0,87 1,25 | 0,05
ELISA
IgG neph PPD/PS

Bang 28. Lugng IgA ctia phan doan nguoc dong tao ra trong qua trinh phén doan huyét
tuwong bang cach 4p dung budc 1am két tia ban ddu & @6 pH thap (A =5,4; B =5,6),

ndng d6 ruou cao (25%).
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IgA ELISA
Khéi lwong Do
Khbi | tinhtoan tinh | g/l
luong dugc khiét | huyét
kg kg |mg/ml| g % (%) | tuong
Vén Cohn 101,20 | 101,20 [1,1187[113,21{100,00| 2,36 | 1,12
I-IVI trusc khi | 101,91 | 102,37
bd sung EtOH
LIV1 saukhibd | 131,71 | 132,30
Két tia I-IV-1 | qung EtOH - S
Dichndi IV | 123,40 | 12423 [0,0027| 0,34 | 0,06 | 0,01 | 0,003
Két tha I-IV1 7,11 7,16
KétthaI-IV1da | 7,07 7,16
ding
Chibt loc I-IV-1 [
Hbn dich I-IV1 | 113,87 | 11533 | 1,03 |118,79| 19,53 | 5,58 | 1,17
Dich loc CUNO | 222,10 | 22545 | 0,41 |93,09 | 1531 | 6,65 | 0,92
Két tia PptG 2,40 2,44
Két tia PptG
Dich nbi PptG | 288,20 | 292,81
Vén Cohn 100,80 | 100,80 |1,1187[112,76|100,00| 2,36 | 1,12
I-IVI truéc khi | 101,43 | 101,53
bd sung EtOH
Két tha I-1V-1
LIVl saukhibd | 131,43 | 131,56
sung EtOH
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Dich ndi [-IV1 123,40 | 123,81 |0,0073| 0,90 | 0,15 | 0,03 | 0,009
Két tha I-IV1 6,52 6,55
Kéttoal-IV1da | 6,49 6,55
dung

Chiét loc I-IV-1 [ :

- Hbn dich -IV1 | 104,49 | 105,46 1,03 |108,62| 17,93 | 533 | 1,08
Dich loc CUNO | 201,60 | 203,86 0,47 | 95,00 | 15,68 | 8,25 | 0,94
Két tiia PptG 2,19 2,21

Két tia PptG -

: | Dich ndi PptG 261,40 | 264,60 | e

Bang 29. Lugng IgM ctia phan doan nguoc dong tao ra trong qué trinh phén doan huyé

—

tuong bang cach 4p dung budc lam két thia ban diu & d6 pH thip (A = 5,4; B = 5,6),

ndng d6 rugu cao (25%).

IgM ELISA
Khéi luong Do
Khéi tinh toan tinh g/l
lwong duoc khiét | huyét
kg kg mg/ml | g % (%) | tuong
Vén Cohn 101,20 101,20 0,4381 | 44,34 (100,00 0,92 0,44
A .
[-IV1 truée khibé | 101,91 102,37
sung EtOH
Két tha I I-IV1 sau khi bd 131,71 132,30
V1 sung EtOH
Dich nbi I-IV1 123,40 124,23  |0,00014| 0,02 | 0,00 | 0,00 | 0,0002
Két tha I-TV1 7,11 7,16
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Két tha I-IV1 da 7,07 7,16
. ding

Chiét loc -

-IV1 Hbn dich I-IV1 113,87 | 11533 | 0,4042 |46,62| 7,66 | 2,19 | 0,46
Dich loc CUNO 222,10 | 225,45 |0,1506 |33,95| 5,58 | 2,43 | 0,34

Két toa Két tua PptG 2,40 2,44

PPG I pich néi PptG 288,20 | 292,81
Vén Cohn 100,80 | 100,80 | 0,4381 | 44,16 100,00 0,92 | 0,44
I-IV1 trude khi bd| 101,43 101,53
sung EtOH

Két toa I- I-IV1 sau khi bo| 131,43 131,56

V1 sung EtOH
Dich ndi I-IV1 123,40 | 123,81 |0,00029| 0,04 | 0,01 | 0,00 |0,0004

B Két tia I-IV1 6,52 6,55
Két tia [-IV1 di| 6,49 6,55
. dung

Chiét loc I-

V1 Hbn dich I-IV1 104,49 | 105,46 | 0,4323 |45,59| 7,53 | 2,24 | 0,45
Dich loc CUNO 201,60 | 203,86 |0,1360 |27,73| 4,58 | 2,41 | 0,28

Két tia Keét tia PptG 2,19 2,21

PptG Dich ndi PptG 261,40 | 264,60

Dé rhé ta dic diém khac cta so dd tao phan doan, ham lugng cua fibrinogen (Bang 30),
A1PI (Bang 31), Alpha-2-Macroglobulin (Bang 32), albumin (Béang 33), Transferin (Bang
34), va C3 (Bang 35) duoc xac dinh d6i v6i cac phan doan nguge dong khac nhau.
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Bang 30. Lugng fibrinogen cua phéan doan nguoc dong tao ra trong qua trinh phan doan
huyét twong bang cach ap dung bugc lam két thia ban dau & d6 pH thip (A = 5,4; B =5,6),
ndng d6 ruou cao (25%).

Fibrinogen ELISA
Khéi
luong
Khéi | tinh toén Do tinh| g/l
lugng | duoc khiét | huyét
kg kg mg/ml g % (%) | tuong
Vén Cohn 101,20 | 101,20 | 1,698 | 171,84 | 100,00 | 3,57 | 1,70
[-IV1 truSc khi | 101,91 | 102,37 e
bd sung EtOH
Kéttﬁal- .I-IVlsaukhlbo 131,71 | 132,30
A V1 sung EtOH
Dich ndi I-IV1 123,40 | 124,23 | <0,0001 | 0,01 0,00 | 0,00 | 0,00
Két tha I-TV1 7,11 7,16
Kéttoal-IV1da | 7,07 7,16
) ding
Chiét loc I-
V1 Hbn dich I-IV1 | 113,87 | 115,33 1,14 | 131,01 | 21,54 | 6,15 | 1,29
Dich loc CUNO | 222,10 | 225,45 0,03 6,52 1,07 | 0,47 | 0,06
K&t tia Két tia PptG 2,40 2,44
PptG Dich ndi PptG | 288,20 | 292,81
Vén Cohn 100,80 | 100,80 | 1,698 | 171,16 | 100,00 | 3,57 | 1,70
B |kéttaal- |ILIV1trusckhi | 101,43 | 101,53
vl bd sung EtOH
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I-IV1 saukhibd | 131,43 | 131,56
sung EtOH

Dich ndi I-IV1 123,40 | 123,81 | 0,00087 | 0,11 0,02 0,00 0,00

Két tia I-IV1 6,52 6,55

Kéttha I-IV1 d3 6,49 6,55

. dung
Chiét loc I-
V1 Hbn dich I-IV1 104,49 | 105,46 1,58 166,52 | 27,49 8,17 1,65
Dich loc CUNO | 201,60 | 203,86 0,02 4,65 0,77 0,40 0,05
Két tha Két tia PptG 2,19 2,21
PptG

Dich ndi PptG 261,40 | 264,60

Bang 31. Luong alpha-1-khéng trypsin cia phan doan nguoc dong tao ra trong qua trinh
phén doan huyét trong bang cach 4p dung budc lam két tia ban dAu & d6 pH thip (A =
5,4;B=35,6), néng do ruou cao (25%).

Alpha 1 khang trypsin ELISA
Khdi Po
Khéi | luong tinh tinh g/l
lugng | toan duoc khiét huyét
kg kg mg/ml g % (%) | twong
A ]
Vén Cohn 101,20 | 101,20 1,15 | 116,38 | 100,00 | 2,42 | 1,15
I-IV1 truée khi bd| 101,91 | 102,37
Két tia 1-| S8 BIOH
vl I-IV1 sau khi bd| 131,71 | 132,30
sung EtOH
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Dich néi I-IV1 123,40 | 124,23 |0,0097 | 1,21 0,20 | 0,05 | 0,01
Két tia I-IV1 7,11 7,16
Két tha [-IV1 da| 7,07 7,16
ding

Chiét loc I-

V1 Hbn dich I-IV1 113,87 | 11533 | 0,257 | 29,64 | 4,87 | 1,39 | 0,29
Dich loc CUNO 222,10 | 225,45 |0,0502| 11,32 | 1,86 | 0,81 | 0,11

Kt tia Két tia PptG _2,40 2,44

PptG . 2. -
Dich ndi PptG 28820 | 292,81 [0,0267| 7,82 | 1,29 | 1,25 | 0,08
Vén Cohn 100,80 | 100,80 1,15 | 115,92 | 100,00 | 2,42 | 1,15
I-IV1 truéc khi bd| 101,43 | 101,53
sung EtOH

Kt tia I I-IV1 sau khi bd| 131,43 | 131,56

V1 sung EtOH
Dich ni I-IV1 123,40 | 123,81 |0,0221| 2,74 | 045 | 0,10 | 0,03
Két tia [-IV1 6,52 6,55
Két tia 1-IV1 di| 6,49 6,55

) dung

Chiét loc I-

V1 Hdn dich I-IV1 104,49 | 105,46 | 0,365 | 38,49 | 6,35 | 1,89 | 0,38
Dich loc CUNO 201,60 203,86. 0,0597 | 12,17 | 2,01 | 1,06 | 0,12

Két tia Két tia PptG 2,19 2,21

PptG . 2
Dich ndi PptG 261,40 | 264,60 |0,0300 | 7,94 1,31 | 1,88 | 0,08
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Bang 32. Luong Alpha-2-Macroglobulin ctia phan doan ngugc dong tao ra trong qua
trinh phan doan huyét trong bang cach 4p dung budc lam két tia ban diu & d6 pH thép
(A =5.4; B =5,6), ndng dd rugu cao (25%).

Alpha 2 macroglobulin ELISA

Khéi Do
Khbi | lugng tinh tinh | g/l
lugng | toan duoc khiét | huyét
kg kg mg/ml g % (%) | tuong
Vén Cohn 101,20 | 101,20 1,08 | 109,30 | 100,00 | 2,27 | 1,08

I-IV1 tru6e khi bd sung| 101,91 | 102,37
EtOH

I-IV1 sau khi b sung| 131,71 | 132,30
Két tha I- EtOH

V1
Dich ndi I-IV1 123,40 | 124,23 |0,0004 | 0,05 0,01 |0,002| 0,001
1
Két toa I-IV1 7,11 7,16
Két tha I-IV1 da dung 7,07 7,16
ChiétlocI- [ '
. Hbn dich I-IV1 113,87 | 115,33 | 0,945 | 108,99 | 17,92 | 5,12 | 1,08
Dich loc CUNO 222,10 | 225,45 | 0,533 | 120,17 | 19,76 | 8,59 | 1,19
Kt tia Két tia PptG 2,40 2,44
PptG . 2. .
Dich ndi PptG 28820 | 292,81 | 0,158 | 46,26 | 7,61 | 7,38 | 0,46
Vén Cohn 100,80 | 100,80 | 1,08 | 108,86 | 100,00 | 2,27 | 1,08

Kéttial- |I-IV1 tru6e khi bd sung| 101,43 | 101,53
V1 EtOH
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I-IV1 sau khi bd sung| 131,43 | 131,56
EtOH
Dich ndi I-IV1 123,40 | 123,81 [0,0010 | 0,13 0,02 | 0,005 | 0,001
5
Két tha I-IV1 6,52 6,55
B Kéttia I-IV1 dd ding | 6,49 6,55
ChiétlocI- [
. Hbn dich I-IV1 104,49 | 105,46 | 1,06 | 111,78 | 18,45 | 549 | 1,11
Dich loc CUNO 201,60 | 203,86 | 0,559 | 113,96 | 18,81 | 9,90 | 1,13
Két tia Két tua PptG | 2,19 2,21
PptG . s
Djch ndi PptG 261,40 | 264,60 | 0,142 | 37,57 | 6,20 | 8,88 | 0,37

Bang 33. Lugng albumin cua phin doan ngugc dong tao ra trong qué trinh phan doan
huyét tuong bing cach dp dung budc lam két tia ban ddu & d6 pH thép (A =5,4; B = 5,6),

ndng d6 rugu cao (25%).

Albumin ELISA
khdi
leong
khéi | tinh toan dotinh | g/l
luong | duoc khiét | huyét
kg kg mg/ml g % (%) | tuong

Vén Cohn 101,20 | 101,20 25,1 | 2540,12 | 100,00 | 52,84 | 25,10

[-IV1 trude 101,91 | 102,37
khi b sung
EtOH

Két toa
I-1V1
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I-IV1 saukhi | 131,71 | 132,30
bd sung
EtOH
Dichndil- | 123,40 | 124,23 18,5 | 2298,33 | 377,88 | 92,24 | 22,71
V1
Két tha I-IV1 7,11 7,16
Két taa I-IV1 7,07 7,16
da dung
Chiét -
| . HéndichI- | 113,87 | 11533 | 2,33 | 268,72 | 44,18 | 12,61 | 2,66
ocC -
: V1 R |
vl
Dich loc 222,10 | 225,45 1,19 | 26829 44,11 | 19,18 | 2,65
CUNO
Kéttha PptG | 2,40 2,44
Két tua
PptG Dich nbi 288,20 | 292,81 | 0,866 | 253,57 | 41,69 | 40,43 | 2,51
PptG
Vén Cohn 100,80 | 100,80 | 25,1 | 2530,08 | 100,00 | 52,84 | 25,10
[-IV1 trwée | 101,43 | 101,53
khi bd sung
EtOH
I-IV1 sau khi | 131,43 | 131,56
Két tia| b sung
I-IV] EtOH
Dichndil- | 123,40 | 123,81 19,9 | 2463,72 | 406,68 | 91,43 | 24,44
V1
Két tha I-1V1 6,52 6,55
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B Két tha I-IV1 6,49 6,55
da dung
Chiét -
oo HondichI- | 104,49 | 10546 | 1,57 | 165,57 27,33 8,13 1,64
ocC 1-
' vl
V1
Dich loc 201,60 | 203,86 | 0,693 | 141,28 2332 | 1227 | 1,40
CUNO
Két taa PptG | 2,19 2,21
Két tua
PptG Dich nbi 261,40 | 264,60 | 0,543 | 143,68 23,72 | 33,96 | 1,43

PptG

Bang 34. Ham luong Transferin ctia phan doan nguoc dong dé tao ra trong qué trinh phan
doan huyét twong bing cach &p dung budc lam két tia ban du & do pH thip (A = 5,4; B

= 5,6), ndng dod rugu cao (25%).

Transferin ELISA
Khéi
lwong bd
Khéi tinh toan tinh | g/l
luong  |duoc khiét | huyét
kg kg mg/ml |g % (%) | twong
Vén Cohn 101,20 101,20 1,95 |197,34 |100,00| 4,11 1,95
I-IV1 truée khi bd sung [101,91  |102,37
EtOH
Két tia I- )
I-IV1 sau khi bd sung 131,71 132,30
V1
EtOH
A | Dich ndi I-IV1 123,40 124,23 10,343 (42,61 7,01 | 1,71 | 0,42
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Két tia IV 1 REAS 7,16
Két tia I-IV1 da ding  |7,07 7,16

ChiétlocI- [

. Hbn dich I-IV1 113,87 |11533 1,38 |159,16 | 26,17 | 7,47 | 1,57
Dijch loc CUNO 222,10 [225.45 0,655 |147,67 | 24,28 | 10,56 | 1,46
Két tiia PptG 2,40 2,44

Két tha PptG
Dich ndi PptG 28820 (292,81 0,541 |158,41 |26,05 |25,26 | 1,57
Vén Cohn 100,80 100,80 1,95 |196,56 |100,00| 4,11 | 1,95
[-IV1 trude khi bd sung [101,43 101,53
EtOH

Két toa I- I-IV1 sau khi bo sung 131,43 131,56

V1 EtOH
Dich ndi I-IV1 123,40 |123,81 0,825 [102,14 | 16,86 | 3,79 | 1,01
Két tha I-IV1 6,52 6,55
Kéttia I-IV1 da ding  |6,49 6,55

ChiétlocI- [

. Hbn dich I-IV1 104,49 |105,46 |1,13 |119,17 | 19,67 | 5,85 | 1,18
Djch loc CUNO 201,60 |203,86 0,527 107,44 | 17,73 | 9,33 | 1,07
Két tia PptG 2,19 2,21

Két tiia PptG
Dich ndi PptG 261,40 264,60 0,383 |101,34 | 16,73 | 23,95 | 1,01
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Bang 35. Lugng thanh phén bd sung 3 (C3) bd sung ctia phan doan nguge dong tao ra

trong qué trinh phan doan huyét twong bing cach &p dung budc lam két tiia ban dau & do

pH thap (A = 5,4; B = 5,6), ndng do rugu cao (25%).

C3 ELISA
Khéi
 luong
Khdi | tinh toan
lwong | dugc Do tinh | g/l huyét
kg kg mg/ml g % |khiét (%)| tuong
Vén Cohn 101,20 | 101,20 | 0,0648 | 6,56 [100,00 | 0,14 | 0,06
I-IV1 truéc khi | 101,91 | 102,37
bd sung EtOH
Két toa I- [-IV1 sau khi b6 | 131,71 | 132,30
V1 sung EtOH
Dich ndi -IV1 | 123,40 | 124,23 | <0,00006 | <0,007 | <0,001 | <0,0003 | <0,0001
A Két tha I-IV1 7,11 7,16
KéttuaI-IV1 da | 7,07 7,16
) dung
Chiét loc
I-IV1  |HdndjchI-IV1 | 113,87 | 115,33 0,673 | 77,62 | 12,76 | 3,64 0,77
Dich loc CUNO | 222,10 | 225,45 | 0,0476 | 10,73 | 1,76 0,77 0,11
Két g |CEt 2 PPLG 2,40 2,44
PptG  Ipichndi PptG | 288,20 | 292,81
Vén Cohn 100,80 | 100,80 | 0,0648 | 6,53 |100,00 | 0,14 0,06
Kéttaa |I-IV1trudckhi | 101,43 | 101,53
I-IV1 bd sung EtOH
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I-IV1 sau khibd | 131,43 | 131,56
sung EtOH

Dich néi I-IV1 123,40 | 123,81 | <0,00006 <Ob,007 <0,001 | <0,0003 | <0,0001

Két tha I-IV1 6,52 6,55
B Kéttial-IV1 d3 | 6,49 6,55
dung

Chiét loc
I-IV1 Hbn dich I-IV1 | 104,49 | 105,46 0,570 60,11 | 9,92 2,95 0,60

Dich loc CUNO | 201,60 | 203,86 0,0487 9,93 1,64 0,86 0,10

Két tia Két tia PptG 2,19 2,21

PptG

Dich ndi PptG | 261,40 | 264,60

Vi du 8 — P03510NG2 va P03610NG2

Téc déng cua viéc cho dich rira gidi trao dbi cation CM di qua cot trao dbi anion ANX
& cac ndng d6 nap 100g protein/ml nhya ANX va 150g protein/ml nhya ANX trong qué
trinh x 1y thuan ca chat két tia PptG tao ra bang cach 4p dung budc lam két tia & do pH
ban dau thip, ndng dd rugu cao duge nghién ciru tiép. Mot cach van tat, 2kg chét két tia
P03410NG2A PptG dugc xtt ly nhu duwgc mo td trong Vi du 4, véi miu thi nhat
(P03510NG2) dugc dua 1én nhua ANX trao dbi anion & ndng d6 157mg protein/ml nhya
ANX va miu thtt hai (P03610NG2) duoc dua 1én nhya ANX trao d6i anion & ndng do
106mg protein/ml nhya ANX.

Luong IgG ciia mdi budc nguge dong ciia qué trinh tinh ché dugc x4c dinh va cac két
qué duoc thé hién trong Bang 22 va Bang 23. So véi hiéu sut IgG trung binh dbi v6i quy
trinh san xudt GAMMAGARD LIQUID® (3,7g IgG/lhuyét twong ngudn), phuong phép
tinh ché da dung theo vi du nay c6 hiéu suét cao hon déng ké bang 4,72g IgG va 4,67g 1gG
trong mi lit huyét twong ngudn. Két qua ndy ching t6 hidu suit IgG ting hon 25%. Dic
tinh hoa sinh ctia cac thanh phidm IgG dugc thong bao trong Bang 38 va Bang 39. Nhu dugc
thé hién trong c4c bang nay, céc thanh phdm IgG c6 do tinh khiét 16n hon 99% va ham
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lrong IgG monome/dime 16n hon 99,8%. Vit chira cudi chi chira cac vét tap chét, néng do

cua chiing nam trong céc ti€u chuan cho phép.

Bang 36. Luong IgG cia phin doan ngugc dong tao ra trong qua trinh phan doan huyét

tuong bang cach 4p dung budc 1am két tia ban du & do pH ban dau thip (5,4), ndng dd
rugu cao (25%) va ndng do mang trao dbi anion 157mg/ml nhya ANX (P03510NG2).

IgG
| Khdi .
Khoi o botinh | g/l Hiéu suat
N Iuvong |Protein Hiéu i ,
Mau luong \ mg/ml g . khiét | Huyét | theo budc
chuan | (g) suat (%)
(kg) (%) | tuong %
k) | | e
Tao hén dich va loc
PptG
PptG Hon 10/2 | 9,63 | 9,63 |683,69| 46,4 |446,62| 100 65,3 5,37
dich
Dich loc 10/6 | 18,80 | 19,15 |646,26 25 482,54| 108,04 | 74,7 5,81
PptG
Dich loc 10/7 | 31,46 | 32,24 |643,35| 14,8 |477,17| 106,84 | 74,2 5,74 100,00
PptG da xac
nhén
CM
Sepharoza
D 12/12 | 36,40 | 47,57 | 73,2 | 0,188 | 8,942 | 2,002 | 12,212 | 0,108 1,87
A
'Y 12/12 {109,60| 143,22 | 3,72 | <0,0712 0,00
B
VL 12/12 | 2,41 | 3,15 | 0,00 |<0,0712 0,00
C
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Dich rira 12/12 | 13,40 | 17,51 |532,56| 23,1 |404,49| 90,57 | 76,0 | 4,87 84,77

giai D

NL 1212 | 1,41 | 1,84 | 2,36 | 0,544 | 0,999 | 022 | 423 | 0,012 0,21
E

2MNaCl | 12/12| 14,81 | 19,35 1044 | 0,196 | 3,79 | 0,85 | 363 | 0,046 0,79

' F

Téng sb 93,64 5,03 87,65

Dich rira 12/13 |4,3377| 34,55 |535,67| 11,6 |400,83| 89,75 | 74,8 | 4,82 100,00

giai da pha

loéing

ANX-

Sepharoza

D/N 13/6 | 15,60 | 41,90 [373,70| 9,73 |407,64| 91,27 | 109,1 | 491 101,70
A

JMNaCl |13/6B| 3,76 | 10,10 |120,56| 3,32 |[33,54| 7,51 | 27,8 | 0,40 8,37

Téng s6 98,78 5,31 110,07

Dich loc 14/2 | 17,15 | 46,30 |373,66

VRO06

Dich loc 14/5 | 18,82 | 50,84 [371,10| 8,19 416,35 93,22 | 112,2 | 5,01 103,87

Asahi 35nm

UF/DF

CoUF/DF | 15/14] 1,02 | 2,74 [391,05| 133 [364,39| 81,59 | 932 | 4,39 89,39
A

Nudcsau | 15/14| 0,74 | 2,00 | 6,94 | 3,53 | 7,08 | 1,58 | 102,0 | 0,09 1,74

roa 1 B
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Téng s6 100%

UF/DF
Khéi 16/1 | 1,38 | 3,85 [375,89| 96,5 |371,96| 83,28 | 98,95 | 4,48 102,08
EB 19/1 | 1,21 | 3,81 [378,80| 103 |392,60| 87,90 | 103,64 | 4,72 107,74

Bang 37. Lugng IgG cta phan doan ngugc dong tao ra trong qua trinh phéan doan huyét

tuong biang cach ap dung budc lam két tha ban ddu & do pH ban dau thip (5,4), ndng dd

rugu cao (25%) va ndng dd mang trao dbi anion 106mg/ml nhya ANX (P03610NG2).

IgG
Khéi
Hiéu
.. | luong .
Khoi Hiéu g/l | suft
. da |Protein | Do tinh )
Mau luong L mg/ml g suat , Huyét| theo
(ke) dieu () %) khiét(%) X
0 tuon udc
s chinh s
%
(kg)
Tao hdn dich va
loc PptG
PptG Hdn|10/2 9,63 | 9,63 683,69 46,4 |446,62| 100 65,3 | 5,37
dich
Dich loc|10/6 18,80 | 19,15 |646,26 | 25 |482,54|108,04| 74,7 | 581
PptGl
Dich loc|10/7 31,46 | 32,24 |643,35| 14,8 |477,17|106,84| 74,2 | 5,74 | 100,00
PptG
verd.
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CM

Sepharoza

D 12/12 | 36,40 | 47,57 | 73,2 | 0,188 | 8,942 |2,002 | 12,212 |0,108 | 1,87
A

\'Y 12/12 |109,60|143,22| 3,72 |<0,0712 0,00
B

VL 12/12 | 2,41 | 3,15 | 0,00 |<0,0712 0,00
C

Dich ra|12/12 |13,40 | 17,51 |532,56| 23,1 |404,49| 90,57 | 76,0 | 4,87 | 84,77

giai D '

NL 1212 | 1,41 | 1,84 | 2,36 | 0,544 {0,999 | 0,22 | 42,3 |0,012| 0,21
E

2M NaCl [12/12 | 14,81 | 19,35 | 10,44 | 0,196 | 3,79 | 0,85 | 36,3 |0,046| 0,79
F

Téng sb 93,64 5,03 | 87,65

Dichria [12/13 [4,3377| 34,55 |535,67| 11,6 |400,83| 89,75 | 74,8 | 4,82 100,00

giai da

pha lodng

ANX-

Sepharoza

D/N 13/6 A | 11,80 | 46,90 |384,12| 8,46 [396,78| 88,84 | 103,3 | 4,77 | 98,99

2JMNaCl [13/6B | 3,72 | 14,79 |123,43| 2,23 |32,98 | 7,38 | 26,7 | 0,40 | 823
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Téng sb 96,23 5,17 107,22

Dichloc [14/2 | 12,88 | 51,53 |381,83

VRO06

Dichloc |14/5 | 14,10 | 56,47 |378,34| 6,93 |391,33| 87,62 | 103,4 | 4,71 | 97,63

Asahi

35nm

UF/DF

Cbd 15/14A| 0,69 | 2,77 |385,58| 125 |346,49| 77,58 | 89,9 | 4,17 | 87,33

UF/DF

Nu6ec sau|15/14B| 0,78 | 3,12 | 9,96 | 3,4 |10,62| 2,38 | 106,6 | 0,13 | 2,68

raa 1

Téng sb 100%
UF/DF

Khéi 16/1 0,89 | 3,73 |376,90| 93,8 [350,10| 78,39 | 92,89 | 4,21 |101,04

EB 19/1 0,89 | 3,73 |376,90| 104 |388,17| 86,91 | 102,99 | 4,67 | 112,03

Béng 38. Dic tinh hoa sinh cla thanh pham IgG lam gidu ra khoi huyét twong da tach tia

lanh bang cach st dung két tiia ban dau & do pH ban dau thp (5,4), néng d6 rugu cao

(25%) budce va ndng d6 mang trao d6i anion 157mg/ml nhya ANX (P03510NG2).

Thir nghiém Don vi Két qua
Protein toan phén - Kjeldahl mg/ml - 100,5061
Do tinh khiét (CAE) Albumin % 0
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o/p globulin % 0
y-globulin % 100
protein bién tinh % 0
Monome [%] 03,1042
, dime [%] 6,7664
Phén b6 kich c¢& phéan tir
Polyme [%)] 0,0499
Doan [%] 0,0795
IgG duc g/l 92,4
IgA (ELISA) _ mg/ml 0,07
IgM (ELISA) mg/dl <0,95
Fibrinogen (ELISA) pg/ml <0,17
Plasminogen (ELISA) png/ml 0,32
C3 bd sung mg/dl <194
Thir nghiém Phan nhém Két qua
[mg/ml]
IgG1 (mg/ml) 54,4779
’ IgG2 (mg/ml) 33,6428
Phén bo phan nhém IgG
IgG3 (mg/ml) 6,3377
IgG4 (mg/ml) 1,9745
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Thir nghiém Pon vi Két qua
Hemaggl. chirc ning cia IgG Fe % 84
14,8
Hoat tinh phan giai amido (PL-1) nmol/ml phut
1,37
Hoat tinh khang b6 sung % 35
% 16 quy chiéu 3 0,741
0,6
PKA 1,700
[U/ml
2,036
<4
NAPTT mg > 10
Cam quan bép Gng
pH 4,7
Yéu tb Xla m[U/ml 0,15
‘SN13a mU/ml 21,9
Thir nghiém tao trombin 142,23
Nodng d6 osmol/kg mosmol/kg 259
Ty trong g/cm3 1,0326
B sung yéutd I pg/ml 107
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S-2288 26,9
© $-2266 18,8
Hoat tinh phan giai amido profil S-2222 <5
S-2251 <5
S-2302 55,2
Céc chét phan tmg SD
Octoxynol 9 (Triton X100) ppm <0,1
Polysorbat 80 | ppm <26
Tri(n-butyl)phosphat ppm <0,2
Thir nghiém Pon vi Két qua
caé khang thé
Khang D Céc khéng thé ' Dép ing
Hemagglutinin Khang A&Khéng B Khang A 8
Khéng B 8

Bang 39. Didc tinh hoa sinh cla thanh phim IgG lam gidu ra khoi huyét trong da tach tua
lanh bang cach 4p dung bude lam két tiia ban diu & do pH ban dau thép (5,4), ndng do
ruou cao (25%) va ndng do mang trao dbi anion 106mg/ml nhya ANX (P03610NG2).

Thir nghiém Don vi Két qua

Protein toan phén - Kjeldahl mg/ml 103,5231
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Albumin % 0
’ a/B globulin % 0
Do tinh khiet (CAE)
v-globulin % 100
protein bién tinh % 0
Monome [%] 92,9679
’ dime [%)] 6,9018
Phén b6 kich ¢& phén tir
Polyme [%] 0,0526
Doan [%] 0,0778
IgG duc g/l 95
IgA (ELISA) mg/ml 0,07
IgM (ELISA) mg/dl <0,95
Fibrinogen (ELISA) pg/ml 0,20
Plasminogen (ELISA) pg/ml 0,29
C3 bd sung | _ mg/dl » <194
Thir nghiém Phén nhém Két qua
[mg/ml]
IgG1 (mg/ml) 59,3788
Phan bd phan nhém IgG IgG2 (mg/ml) 34,8724
IgG3 (mg/ml) 6,7758
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IgG4 (mg/ml) 2,1446
Thtr nghiém Don vi Két qua
IgG Fc chitc nang Hemaggl. % 101
<10
Hoat tinh phén giai amido (PL-1) nmol/ml phut
0,951
Hoat tinh khang b sung % 39
% 16 quy chiéu 3 <1
PKA 0
[U/ml
<4
NAPTT mg > 10
Cam quan Dép ting
pH 4,7
Yéu t6 XIa mIU/ml 0,06
SN13a mU/ml 14,9
Thtr nghiém tao trombin 123,96
Nong d6 osmol/kg mosmol/kg 260
Ty trong g/cm3 1,0333
B sung yéu td I ng/ml 80,0
Hoat tinh phén giai amido profil S-2288 20,3
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S-2266 17,2
S-2222 <5
S-2251 <5
S-2302 38,9
Céc chét phan tmg SD
Octoxynol 9 (Triton X100) | ppm <0,1
Polysorbat 80 | | ppm <26
Tri(n-butyl)phosphat ppm <0,2
Thir nghiém Pon vi Két qua
Céc khéang thé
Khang D Céc khang thé Dép tng
Hemagglutinin Khang A& Khéng B Khéang A 16
| Khang B 8

Vi du 9 — Dic tinh bd sung ciia céc san phim phén doan
Hiéu suét va do tinh khiét cta globulin mién dich G thu duge bang cach 4p dung
phuong phép tinh ché bao gdm budc lam két tia & d6 pH ban dau thép, ndng d6 ruou cao
duoc so sanh vai hiéu suét va do tinh khiét cta globulin mién dich G thu dugc béng cach
st dung céc chét trung gian két tia Cohn I va két tia II+III truyén théng.
Hiéu sudt va do tinh khiét ba qua trinh tinh ché IgG & pham vi rong (ng dung qua

trinh 1am két tha & do pH ban d4u thip, ndng do rugu cao - 16 3010, nhu dugc md ta trong
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Vidu 5 (“P03010NG2”); 16 3610 nhu dwgc md ta trong Vi du 8 (“P03610NG2”); va 16 thir
ba 1111, duge didu ché twong ty déi véi cac 16 3010 dén 3610, dugc so sanh v6i hiu suét
trung binh d8i véi GAMMAGARD LIQUID (10% Globulin mién dich @ tiém truyén
(Human), Baxter International) da didu ché & mot nha may san xudt nim 2010. Quy trinh
tinh ché GAMMAGARD LIQUID duge thuc hién twong ty nhu cic quy trinh da ding dé
didu ché cac 16 3010, 3610, va 1111, chi khic quy trinh GAMMAGARD LIQUID da thuc
hién thong qua céc chit trung gian phan doan Cohn I va phan doan Cohn II+IIL, makhong
phai laquy trinh l1am két toa & do pH ban dau thip, ndng d6 rugu cao. Dic diém cua cac san
phém két tia G tao ra trong qué trinh didu ché c4c 16 thir nghiém va da duoc léy tri s6 trung

binh dbi véi GAMMAGARD LIQUID duoc thé hién trong Bang 27.

Bang 27. Dic tinh hoéa sinh cia két tia trung gian G (Ppt G) tao ra trong qué trinh didu
ché céac 16 thir nghiém IgG 3010, 3610, va 1111, tién hanh thdng qua budc lam két tha &
d6 pH ban dau thip, ndng d rugu cao, va da dugc 14y tri s6 trung binh d6i voi qua trinh
didu ché GAMMAGARD LIQUID & mdt nha méy san xuét nam 2010, tién hanh thong

qua cac budc lam két tia phan doan Cohn I va II+IIL.

S6 16 3010 | 3610 | 1111 GAMMAGARD
LIQUID
IgG trong vén g/l huyét twong 526 | 6,01 | 6,91 5,82 (trung binh)
Cohn (PPD/PS-thit nghiém) |-

MBb ta dic diém cua chét két tia G

IgG g/l huyét tvong 4,99 | 5,81 | 6,14 82,9 (trung binh)
(PPD/PS-thtr nghi€ém)

IgG % clia von Cohn | 94,9 | 96,6 | 88,9 82,9
C3 % protein 04 | 1,8 | 1,5 0,1 - 0,6 (tri sb trung
binh = 0,2)
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Fibrinogen % protein 0,12 | 0,68 | 1,02 | 0,01 —1,0 (tr1 sb trung
binh =0,13)

Nhu duoe thé hién trong Bang 27, viéc ép dung budc lam két tia & ¢ pH ban dau
thp, ndng d6 rugu cao lam tang déng ké muc thu hdi IgG & budce trung gian cua chét két
tia G so v4i phuong phap tinh ché GAMMAGARD LIQUID tién hanh thong qua cac budc
lam két ta phan doan Cohn I va II+III (murc thu hdi IgG ndm trong khoang tr88,9% dén
96,6% dbi voi bude lam két tia ban diu & ndng do rugu cao, dd pH thép so voi 82,9% dbi

véi cac bude 1am két tia phan doan Cohn I va II+III).

Céc cht trung gian 13 chét két tia G cualgG tao ra trong céc 16 thir nghiém 3010,
3610, va 1111 c6 do tinh khiét thip hon khong dang ké so v6i chat trung gian 13 chét két
tia G trung binh cia GAMMAGARD LIQUID, nhu duge chimg t6 bdi ndng dd cao hon
ctia thanh phan bd sung 3 (C3) va fibrinogen, mic dit ham lugng ﬁbrinogen ctia c4c chit
trung gian nay van ndm trong khoang gia tri dd néu dbi v6i quy trinh san xuét
GAMMAGARD LIQUID. Tuy nhién, khi c4c 16 thir nghiém duge xtt 1y tiép nhu dugc md
ta trén day, thi thanh pham IgG s& dép tng dugc toanbd cac dic tinh san xuét da dugc thir
nghiém, nhu thé hién trong Bang 41.
Béng 41. DBic tinh héa sinh cta thanh phim IgG clia ngudi da duge gom lai d6i véi cac 16
thir nghiém 3010, 3610, va 1111, tién hanh thong qua budc lam két tia ¢ d6 pH ban dau

thap, nong do ruqu cao.

S6 16 Ld 3010 3610 1111

Protein g/l huyét twrong 4,45 4,54 4,82
IgA % 0,05 0,07 0,04
IgM mg/(il <1,6 <1,6 <1,6

Fibrinogen ng/ml <0,17 0,2 <0,17
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C3 mg/ml <0,194 <0,194 <0,194
Chuce Fe % 109 101 78
HP-SEC % monome va dime 99,8 99,4 99,8

CAE % g-globulin 100 100 100
ACA % 38 39 46
PKA [U/ml 1 0 1
PL-1 nmol/ml phut (QC) <10 <10 | <10
NAPTT mg >10 >10 >10
% huyét tuong d6i
TGA chirg khée manh so 123 124 112
vo1 5%
F-Xla dac
' mU/ml <0,04 0,06 <0,2
hiéu

Vidu 10 — Mo ta dac diém cua ché phém Albumin

D& x4c nhén tiép ringcac quy trinh san xuét globulin mién dich G méi theo sdng
ché (vi dy, cac quy trinh duge tién hanh thong qua budc lam két tia & do pH ban dAu thap,
ndng dd ruou cao) cb thé hd trg cho qué trinh san xuét cac san phim phu protein huyét

twong, albumin dugc tinh ché tr dich ndi & @6 pH thép, néng dd ruogu cao.

Phuong phép tinh ché albumin ra khéi cac dich nbi phan doan Cohn IV-1 va IV-4
12 d3 biét trong linh vuc k¥ thuét nay. Thong thuong, cac dich ndi phan doan Cohn IV-1 va
IV-4 duoc tao ra trong qué trinh tién hanh thong qua céc bude lam két tia bing ruou trung
gian, nhu két tia phan doan Cohn I va phan doan Cohn II+III. Trong Vi du theo sang ché,

albumin duoc didu ché theo cdc phuong phép tiéu chudn, chi khac 12 dich néi tir bude lam
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 kéttha & do pH ban dau thip, ndng d6 rugu cao duge ding trong dich nbi phan doan IV-1.
Nhu duoc thé hién trong Bang 42, viéc tinh ché tir dich ndi & 46 pH thép, ndng d9 ruou cao
tao ra hiéu sudt albumin cao (18,92¢g/1 huyét twong), dap tmg duge toan by cac yéu cau kiém

soat chit luong @3 dugc thir nghiém.

Bang 42. Dic tinh héa sinh ctia ché phim albumin didu ché duoc tir dich ndi két tia & do

pH thép, ndng do rugu cao & quy md 16n, nhw duge mo ta trén day.

Vit chtra cudi
Thi nghiém Pon vi AUF00111ING2
Hiéu suét protein g/l huyét tuong 18,92
(%) 97,3
Albumin (CAE)

(%) sau 2 tudn & 30°C 97,8

HPLC (% monome) 98,1
Xitrat pmol/ml <0,05

PKA [E/ml <4

o . | Céc1onho bi tir chdi (vi du, do xut hién
Kiém tra bang mat hat) Khdng c6
at

Can hiéu ring cac vi du va cac phuong 4n d mo ta theo séng ché chi nhdm muyc dich
minh hoa va c4c céi bién va bién ddi khac nhau cta ching s& dugc dé xuét bdi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay va nim trong pham vi ctia don yéu cdu cép
bing doc quyén sdng ché nay va pham vi cua céc diém yéu cau bao ho kém theo. Toan bd
céc cong bd don, patent, va don cAp bang doc quyén sang ché néu trong ban md ta duoc

dua toan bd vao ddy nham moi muc dich.
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YEU CAUBAO HQ

Phuong phap san xut ché phdm globulin mién dich duge 1am giau, phuong phap

nay bao gom céc budec:

(2) lam két tia ddng thdi c4c globulin mi&n dich va alpha-1-khang trypsin (A1PI) ra
khéi vén Cohn & budc lam két tia rugu thir nhit bing cach bd sung etanol vao vbn
Cohn dén ndng @6 cudi ciing nim trong khoang tir 20% dén 30% (thé tich) & do pH
nam trong khoang tir 5,0 dén 6,0, tao ra chét két tha thir nhét bao gém A1PI két taa
va céc globulin mién dich két tiia va dich ndi thi nhét, trong d6 chit két tia thi nhét

chira it nhit 85% lugng A1PI ciia vén Cohn;
(b) tach riéng chét két tia thir nhét ra khéi dich néi thir nht;

(c) hoa tan céc globulin mién dich trong chét két tia thir nhit dugce tach ra, tao ra
huyén phu thit nhit c¢6 phan hoa tan chita cac globulin mién dich da hoa tan va phan
khong hoa tan chira A1PI khong hoa tan; va

(d) tach riéng phan hoa tan cua hdn dich thir nhit ra khoi phan khong hoa tan ctia

hén dich thi nhét tao ra ché phdm globulin mién dich dugc 1am giau; va

trong d6 von Cohn khong dugc tiép xtc véi etanol truée budc (a).

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ndng dd cubi cua etanol bing 25+4%.

3. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 ndng d6 cudi cta etanol bing 25+3%.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ndng d6 cudi ctia etanol bing 25+2%.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ndng d6 cudi ctia etanol bang 25+1%.

6. Phuong phép theo didm 5, trong d6 ndng do cubi cia etanol bang 25%.

7. Phwong phép theo diém bat ky ‘trong s cac didm tr 1 dén 6, trong d6 d6 pH bing
5,5+0,4.

8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 dd pH bang 5,5+0,3.

9.  Phuong phép theo diém 7, trong d6 do pH béng 5,5+0,2.

10.  Phuong phép theo diém 7, trong d6 46 pH béng 5,5+0,1.
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11. Phuong phap theo diém 7, trong d6 do pH bang 5,5.

12.  Phuong phap theo diém bat ky trong s6 céc didm tir 1 dén 11, trong d6 do pH duge

duy tri trong budc lam két tha rugu thir nhét.

13.  Phuong phéap theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 12, trong d6 budc 1am két
tia ruou thir nht bao gdm viée bd sung rugu vao bing cach bd sung khuéch tén.

14. Phuong phap theo diém 13, trong d6 viéc bd sung khuéch tan 12 phun.

15. Phuong phéap theo diém bat ky trong sb céc diém tir 1 dén 13, trong d6 budc 1am két
taa ruou thi nhét bao gém viéc bd sung rugu vao tai vi tri lién k& v6i canh khu'c“'ly.

16.  Phuong phéap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 15, trong d6 budc lam két
tlia ruou thi nhit duge thue hién & nhiét do nim trong khoang tir -3°C dén -10°C.

17.  Phuong phép theo didm 16, trong d6 budc lam két tiia rwou thtt nhét duoc thuc hién
& nhiét do nim trong khoang tir -5°C dén -9°C.

18.  Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tr 1 dén 17, trong @6 chat két tia
thtr nhét dugc tao hdn dich véi dung dich dém véi lugng nam trong khang tr 4 L dén 60L
cho mdi kg chit két tia.

19.  Phwong phap theo diém 18, trong d6 chét két tia thir nhat dugc tao hdn dich véi
chit dém v&i luong ndm trong khoang tir 8 L dén 15 L cho mdi kg chét két tia.

20.  Phuong phép theo didm 1, trong d6 hdn dich thir nhét c6 d6 pH nam trong khoang
tir 4,0 dén 5,4. |

21.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 hdn dich thi nhit ¢6 d6 pH nam trong khoang
tir 4,7 dén 5,1.

22.  Phuong phéap theo didm 1, trong d6 hdn dich thw nhit c6 d6 din dién nim trong
khoang tir 0 mS/cm dén 4 mS/cm.

23.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 hdn dich thir nhét c6 do dan dién nam trong
khoang tir 0,5 mS/cm dén 2 mS/cm.
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24.  Phuong phép theo diém 1, trong do chét két tia tht nhit duoc tao hdn dich trong

chit dém chira axetat va/hodc phosphat.
25.  Phuong phéap theo diém 1, trong d6 phan hoa tan ctia hdn dich tha nhét dugc tach
ra khoi phin khéng hoa tan cia hdn dich thir nhét bing cach ly tAm hoic loc.
26.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 budc téch riéng phén hoa tan ctia hdn dich thir
nhét ra khoi phin khong hoa tan ctia hdn dich thir nhét bao gdm viéc:
tron déu silic dioxit di dugc nghién min (SiO2) v6i hdn dich thix nhét tao ra hdn dich
da dugce xt ly; va
tach SiO; ra khoi hén dich d3 duoc xtt ly.
27.  Phuong phap theo diém 26, trong d6 silic dioxxit da duge nghién min (SiO2) c6 dién
‘tich bé mat trung binh ndm trong khoang 350 m%g dén 410 m?%g.
28.  Phuong phap theo diém 26, trong d6 silic dioxxit da dugc nghién min (Si0O,) duoc
bd sung vao hdn dich thi nhit & ndng d6 cudi ndm trong khoang tir 15 g/kg chét két tua
thir nhét dén 80 g/kg chét két tia thir nhit.
29.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phép nay bao gbm cac budc:
(a) 1am két tiia ddng thoi cac globulin mién dich v A1PI tir von Cohn trong budce
két tia thir nhat bing cach bd sung etanol vao vén Cohn dén ndng do etanol cudi
~cing ndm trong khoang tir 24% dén 26% rugu & d6 pH nam trong khoing tir 5,3
dén 5,7 nhiét d6 ndm trong khoang tir -6°C dén -8°C, tao ra chét két tia thwr nhét
bao gém A1PI két tia va céc globulin mién dich két tha va dich ndi thi nhét;
(b) tach riéng chit két tia thi nhét ra khoi dich ndi thir nhét;
(¢) hoa tan céc globulin mién dich trong chét két ta thir nhit dugc tach ra, tao ra
h&n dich thir nhit c6 phin hoa tan chira céc globulin min dich d4 hoa tan va phan
khong hoa tan chita A1PI khong hoa tan,
(d) xir Iy hdn dich thir nhét bing silic dioxit da dugc nghién min (Si0>), tao ra hon

dich d3a dugc xt ly;
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(e) tich phan doan hoa tan cia huyén phtt d3 duge xit ly ra khoi phan doan khong
hoa tan cua huyén phu da dugce xtr ly va SiO, tao ra ché phém globulin mién dich

dugc lam giau.

30. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ché phim globulin mién dich d4 dugc lam giau
chira it nhét 90% lugng globulin mi&n dich ciia it nhit mot 16p globulin mién dich ¢6 mat

trong von Cohn dugc sir dung trong budc (a).

31.  Phuong phéap theo diém 30, trong d6 ché phim globulin mién dich da dwgc lam gidu
chtra it nhit 95% lugng globulin mi&n dich cua it nhét mot 16p globulin mién dich c6 mit

trong von Cohn dugc st dung trong budc (a).
32.  Phuong phap theo diém 30, trong d6 16p globulin mién dich 1a IgG.
33.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phap ndy con bao gbm cac budc:

() 1am két tia cac globulin mién dich tir ché phdm globulin mién dich da dugc lam

gidu trong budc két tiia thit hai, tao ra chét két tia thir hai va dich ndi thi hai

() tao huyén phu chét két tia thi hai dé tao thanh hdn dich thit hai c6 phan hoa tan

bao gbm céc globulin mién dich va phén khong hoa tan; va
(h) thu hdi phan doan hoa tan cta hén dich thi hai, tao ra ché phim globulin duge
lam giau thém.

34.  Phuong phap theo diém 33, trong d6 budc két tia thi hai 1a bude két tia ruou.

35. Phuong phép theo diém 34, trong d6 budc két tia regu bao gdm budce b sung etanol
vao ché phdm globulin mién dich di dugc 1am giau dén ndng do cubi cling nam trong

khoang tr 22% dén 28% etanol & d6 pH nam trong khoang tir 6,5 dén 7,5.

36. Phuong phap theo diém 34, trong d6 budc két tia tht hai bao gdm viéc bd sung

ruou vao bang cach bd sung khuéch tan.
37.  Phuong phép theo diém 36, trong d6 viéc bd sung khuéch tan 14 phun.

38.  Phuong phap theo diém 34, trong d6 bude két tha thit hai bao gdm viéc bd sung

ruou vao tai vi tri lién ké véi canh khuay.
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39.  Phuong phép theo diém 34, trong d6 budc két tha thr hai dugc thuc hién & nhiét do
nim trong khoang tir -3°C dén -10°C.

40.  Phuong phép theo diém 33, trong d6 ché phdm globulin mién dich da dugc 1am giau
| chira it nhit 90% luwong globulin G mién dich ¢6 mit trong vdn Cohn duoc st dung trong
buéde (a).

41.  Phuong phép theo diém 40, trong d6 ché phdm globulin mién dich da dugc 1am giau
chura it nhit 95% luong globulin G mién dich c6 mit trong vbn Cohn duoc st dung trong
budc (a).

42.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gbm budc 1am gidu
séc ky trao ddi cation.

43.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 phwong phap ndy con bao gbm buée 1am giau
sdc ky trao ddi anion.

44.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gdm budc 1am bét
hoat va/hodc loai bé virut.

45.  Phuong phap theo diém 44, trong d6 phuong phép nay bao gbm budc 1am bét hoat
virut bdng dung moi/chit lam sach (S/D).

46.  Phuong phéap theo diém 44, trong d6 phuong phép nay bao gbm buéc loc nano.

47.  Phuong phép theo diém 44, trong d6 phuong phap ndy bao gbm budc & ché phim &
d6 pH nim trong khoang tir 4,0 dén 5,0 va nhiét do ndm trong khoang tir 20°C dén 40°C
trong it nhat mdt tuan.

48.  Phuong phép theo diém 1, phuong phép nay bao gbm budc 1am gidu thém cac
globulin mién dich trong ché pham globulin mién dich da dugc lam giau, tao ra ché pham
IgG da dugc lam gidu cudi cling bao gdm it nhit 12 98% IgG.

49.  Phuong phép theo diém 48, trong d6 ché pham IgG d3 dugc lam giau cubi ciing bao
gbm it nhét 12 99% IgG.
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50. Phuwong phéap theo diém 1, trong d6 phwong phép ndy tao ra it nhét 13 4 g IgG cho

mdi lit vén Cohn dugce sit dung trong buéc (a).

51.  Phuong phap theo diém 50, trong d6 phwong phép nay tao ra it nhét 1 4,25 g IgG

cho mdi lit vén Cohn duoc st dung trong budc (a).

52.  Phuong phép theo diém 50, trong d6 phuong phap nay tao ra it nhét 12 4,5 g IgG

cho mdi lit vén Cohn dugc st dung trong budc (a).

53.  Phuong phap theo diém 1, trong d6 alpha-1-khéng trypsin (A1PI) dugc tinh ché tiép
ra khoi phan doan khong hoa tan ciia hdn dich thi nhét.

54.  Phuong phap theo diém 1, trong d¢ fibrinogen dugc tinh ché tiép ra khéi phan doan
khong hoa tan ctia hdn dich thir nhét.

55.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 yéu t6 H dugc tinh ché tiép ra khoi phan doan

khong hoa tan ctia hdn dich thir nht.

56. Phuong phép theo diém 1, trong d6 protein trc ché Inter-alpha-Trypsin (Ialp) duoc
tinh ché tiép ra khoi phan doan khong hoa tan ctia hdn dich thir nhét.

57.  Phwong phap theo diém 53, trong d6 phan doan khong hoa tan ctia hén dich thir nhét

duoc xtt Iy bang silic dioxit d3 dugc nghién min (Si02).

58.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 albumin dugc tinh ché tiép ra khoi dich nbi thir
nhét.

59.  Phuong phép theo diém 1, trong d6 vn Cohn 14 huyét twong da tach ta lanh.

60. Phuong phép theo diém 1, trong d6 chét két tia tht nhét chira it nhat 90% luong
A1PI ctia vén Cohn.

61. Phuong phép theo diém 1, trong d6 chét két tia thir nhit chira it nhit 95% luong
A1PI ctia von Cohn.
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