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(57) Sang ché d& cap dén kit bao quan co quan va md c6 d6 6n dinh cai thién ma bao gom
hai dung dich riéng biét. Dung dich thtr nhat (dung dich A) bao gdm dung dich mudi can
bang 6n dinh trong dung dich & do pH 7,0 hodc cao hon. Dung dich thi hai (dung dich B)
bao gdm dung dich nudc chtira L-glutathion va/hodc xysteinylglyxin, dudng nhu D-
glucoza, L-Arginin, tdc nhan khur nhu axit ascorbic va nudc & do pH thép hon 7,0. Sau do,
hai dung dich dugc két hop véi nhau tai thoi diém sir dung va @6 pH dugc diéu chinh dén
khoang 7,3 dé thu duoc dung dich bao quan co quan va moé c6 do on dinh cai thién.
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Linh vue ki thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén ché phim bao quan chirc nang ctia mo va co quan va cu thé
hon, sang ché dé cép dén ché phim 6n dinh dugc trong thoi han st dung dé bao quan
chirc ndng cia mo va co quan, cu thé 1a chirc ning ciia dng mach, trudc khi ghép.

Tinh trang k§ thuit cta sang ché

Huéng dan cua tat ca cAc tai liéu tham khao duoc trich dan trong ban mo ta nay
duoc dua vao bing cach vién din dén toan bo ndi dung ciia chung.

Patent My s6 7981596 boc 16 ché phém bao quan mé va co quan, thuong duoc goi
1a GALA. Ché phém dugc dat tén theo ba thanh phﬁn: glutathion, axit ascorbic va L-
Arginin. Dung dich GALA ciing bao goém dung dich mudi can bang. Cac dung dich nay
dac biét hitu dung dé bao quan 6ng mach nhu dong mach va tinh mach. Ong mach dugc
str dung 1am manh ghép cho nhiéu thu thut bic ciu bao gdm nhung khong gi¢i han béi
phau thudt bac ciu mach ngoai vi va phau thuat ghép béc cAu mach vanh (CABG). Ghép
béc cau 1a phuong phép trong d6 dng mach duoc ghép theo cidch ma qua cau dugc bic,
dong mach bi tic nghén sé& phuc hdi dong mau dan dén mo dich. Trong phau thuat mach,
4ng mach dugc thu gom, 1am sach va bao quan tam thoi trong dung dich bao quan trudce
khi ghép.

Hién twong loan chiic nidng ndi mo la quyét dinh td co ban trong sinh bénh hoc
lién quan dén dén hién twong that bai dng mach. Viéc ghép thét bai duoc bao trudc béi
hién twong huyét khdi manh ghép, phi dai mang trong mach va gia ting xo vita dong
mach manh ghép ma tit ca cac hién tugng nay dugc xac nhan khi c6 cac ton thuong chirc
nang va ciu tric tir trude clia mang trong bng mach. D3 biét rang viéc lwa chon dung dich
bao quan cho cac doan tinh mach ndi dugc thu gom trong khi phau thuét c6 anh hudng
quan trong dén cAu tric ndi md va chirc nang va kéo theo do 1a doc quyén ciy ghép. Mot
sb nha diéu tra da ching minh rang cac dung dich néu trén khong phu hop dé bao quan
mdt cach thich hop cho éng mach (Thatte HS, Biswas KS, Najjar SF, et al. Multi-photon
microscopic evaluation of saphenous vein endothelium and its preservation with a new
solution, GALA. Ann Thorac Surg 2003, 75: 1145-52and Hussaini 2011). Trong nghién

ctru ex vivo ndm 2011 do Wilbring ef al thuc hién, da thé hién rang chirc ning mach bi
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mAt hoan toan sau khi cac dng mach thu gom duge tir bénh nhan dugc bao quan trong
dung dich nudc mubi dém, loai dung dich thuong duge st dung dé bao quan 6ng mach.
S6 liéu cho thay chirc ning té bao ndi mac cling bi giam déang ké khi cac dng mach bi
loan chirc ning ndy duoc stt dung thanh céng lam manh ghép cho phau thuat béc ciu
trong nghién ctru nay.

Tac dung cta dung dich bado quan GALA™ dbi v6i cac manh tinh mach ndi cla
ngudi dugc danh gid trong cac nghién ctru ex vivo. Mic du cac dung dich hién dugc st
dung trong 1am sang da lam gidm dang ké kha nang song clia té bao ndi mac dng mach
(tinh mach néi), GALA™ van duy tri duge chirc nang ndi mac va kha nang séng clia ciu
triic trong it nhat dén 24 gid (Thatte 2003, Circulation 2013:127 e6-e245 Hussaini BE,
Lu XG, Wolfe JA and Thatte S. Evaluation of endoscopic vein extraction on structural
and functional viability of saphenous vein endothelium. J Cariothorac Surg 2011; 6:82-
90). Do d6, dit liéu ex vivo da thé hién ring viéc bao quan éng mach c6 thé dugc thuc
hién théng qua viéc st dung GALA™ lam dung dich bdo quan 6ng mach. Tuy nhién,
dung dich d4 néu c6 thoi han sir dung han ché do tinh bat 6n dinh ciia dung dich.

Do d6, vin c¢6 nhu cdu vé cac dung dich cai tién cta dung dich béo quan co quan
va md GALA dé cai thién d6 6n dinh va thoi han st dung ctia dung dich nay.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Sang ché dugc tao ra dua vao nhan thirc r%mg d6 6n dinh cia ché phém GALA, ¢6
thé duoc cai thién bing cach phan téach ché phim thanh dung dich A ¢6 do pH it nhat la
7, thuong 1a 7,4-8 va dung dich B ¢6 d6 pH thép hon 7, thuong 1a thép hon. Dung dich A

I 1 1° A Al N - am P Ao mivchn ~hat chAno v A 3
chira dung dich mudi can bang. Dung dich B chira nwéc, chat chong oxy hoéa nhu axit

=

ascorbic, tac nhan khu, cu thé 1a L-glutathion, chét nito oxit nhu L-Arginin va dudng,
nhu D-glucoza. Dung dich nay dugc gilt ¢ d6 pH thap hon 7, tot hon 14 5, 4 hoidc 3, va
tdt hon 1a chira ham lwong oxy ¢ mirc khong phan triéu. Theo phuong an khac cia sang
ché, cac dung dich A va B dugc bao ché nhu néu trén, ngoai trir réng duong duoc bd sung
vao dung dich A va khong dugc b6 sung vao dung dich B. Cling nhu thé, trong ché pham
khac, erythropoietin (EPO) ¢6 thé dugc bd sung, t6t hon la vao dung dich B.

M6 ta vin tit cic hinh vé

FIG. 1 12 hinh v& phdi canh cta thi nhidu ngan dé sir dung theo sang ché;

FIG. 2 1a hinh vé& phéi canh ciia kit co ngan thir nhat va ngan tht hai dé sir dung
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theo sang ché;

Céac hinh vé tir FIG. 3A vi FIG. 3B 12 so d bidu thj ndng do theo thdi gian & diéu
kién bao quan gia tang chira glutathion, axit ascorbic va Arginin;

FIG. 4 12 hai so do biéu thi ty 1é thoai héa cua L-glutathion trong dung dich B; va

Céc hinh vé tir FIG. 5A-FIG. 5D 1a so d6 biéu thi phwong phap thyc hanh séng
ché.

MG ta chi tiét sang ché

Trir khi duoc quy dinh theo cach khac, tat ca cac thuat ngit k§ thuat va khoa hoc
duoc st dung trong ban mé ta c6 cung nghia nhu thuong dugc hiéu béi ngudi c6 hidu
biét trung binh v& linh vurc clia sing ché nay. Mic du cac phuong phap va vét liéu tuong
tw hodc twong duong voi cac phuong phap va vat liéu duge mo ta trong ban mo ta co thé
duoc dung dé thyc hanh hoic thir nghiém séng ché, cac phuong phéap va vat li€u dugc uvu
tién s€ duoc mo ta. Nhim muc dich theo sang ché, céc thuat ngit sau dugc dinh nghia
duéi day.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit "bénh nhan" bao gdm céac thanh
vién la dong vat bao gbdm nhung khong giéi han & loai ngudi.

Nhu duoc st dung trong ban md ta nay, "co quan" bao gbm, nhung khong chi gi6i
han & tim, tinh mach, dong mach, phéi, gan, tuy va than. Cac phén cua co quan cling
duogc bao gom.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, “nudc tiét khuén" bao gdm, nhung khong
chi gioi han & (2) nude tiét khuin dé tiém, theo USP, (b) nudc cét khir khodng tiét khudn,
va (c) nudc tiét khuan dé tudi.

Nhu duogc st dung trong ban md ta nay, "hién tuong liét tim" bao gbém, nhung
khong chi gidi han & mét chtrc nang cla tim.

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta nay, "mét nhiét trung binh" 12 khoang tir 10°C-
21°C.

Nhu dugce sir dung trong badn mo ta nay, "chat chéng oxy héa" 1a chét ma, khi c6
mit trong hdn hop hodc cAu truc chira phéan tir sinh hoc ¢6 khéa nang oxy hoéa, lam chdm
hodc ngan nglra oxy héa cua phén tir chét sinh hoc. Vi du, axit ascorbic 1a chit chong oxy
hoa.

“Dung dich mubi can bang” duoc x4c dinh 1a dung dich nuéec ma dugc can bing
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thAm thdu dé ngan ngilra cac tdn thuong té bao hodc mod cAp tinh.

"Dung dich mudi can bang" duoc xac dinh 1a dung dich mudi cin bang ma cic
chét hoa hoc duoc bd sung vao dé dé duy tri dwgc khoang do pH sinh Iy da dinh trude.

“GALA” dugc dung dé chi mot kiéu dung dich bao quan md chira glutathion, axit
ascorbic, L-Arginin va dung dich mudi can bang.

"Ghép" dugc xac dinh 1a khi mé duogc ciy ghép hoic cAy vao mot phén ctia co thé
8 stra chita mot khiém khuyét.

“Mach bic cau thu gom" dugc xac dinh 12 khi mot con duong khac duoce xac lap
nho phiu thuat dé ddn mau di vong qua noi tac nghén.

“Dung dich lam liét tim" dugc x4c dinh la dung dich hé trg cho viéc bdo quéan cua
tim trong khi vin chuyén hodc van chuyén.

"T4c nhan khir t& bao" dwgce xAc dinh 1a chit ma d& lam mét dién tt, do d6 gy
khtr hda hoc cho cac chét khac.

“T4c nhan khi” 13 axit hogc bazo duge st dung dé duy tri do axit (pH) cua dung
dich g?m v6i gia tri duogc chon. Cac tac nhan khir dugc uu tién s dung dé tao ra dung
dich theo sang ché 1a HCI 4N va NaHCO3 84%.

Dung dich dang truong duge dung dé chi hai dung dich c6 cung ap sut thim thau
dé di qua mang ban thAm. Dung dich dang truong 1a dung dich c6 cling noéng do mudi
nhu t€ bao.

Dung dich sinh ly dugc x4c dinh 12 dung dich ma tuong thich v6i m6 binh thuong,
nho ding truong voi dich k& binh thuong.

Sang ché dé xuét ché pham bao quan mod kiéu GALA bao gbém hai dung dich, dung
dich A va dung dich B c6 d¢ 6n dinh cao bét ngd so voi dung dich bdo quan mo c6 mot
dung dich kiéu GALA da co.

Theo sang ché, dung dich thir nhét, hodc dung dich A bao gbém dung dich mubi
can bang. Dung dich mudi can bing bao gdm nude va mudi chap nhan duge vé mat sinh
ly. Dung dich mudi can bang thong thuong s& bao gbm nudc, ion canxi, ion clorua, ion
kali, ion phosphat, ion magie va ion natri.

Dung dich mubi can béng chira mudi dugc chon tir nhém sau: canxi clorua
dihydrat, kali clorua, kali phosphat mot gbc bazo, magie clorua hexahydrat, magie sulfat

heptahydrat, natri clorua, natri bicacbonat, natri phosphat hai gbc bazo heptahydrat va t6
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hop cta ching. Dung dich mubi can bang dugc dé xuét & ndng do ma s& tao ra dung dich
déng truong khi dung dich tht nhét va thir hai dugc két hop véi nhau. Theo mdt phuong
4n tiéu biéu, dung dich mudi can bang chira khoang 0,14 g/l canxi clorua dihydrat, khoang
0,4 g/l kali clorua, 0,06 g/l kali phosphat mot géc bazo, khoang 0,1 g/l magie clorua
hexahydrat, khoang 0,1 g/l magie sulfat heptahydrat, khoang 8 g/l natri clorua, khoang
0,36 g/l natri bicacbonat, va khoang 0,03 g/l natri phosphat hai gbc bazo heptahydrat.
Thanh phéan cta dung dich A dugc hoa tan cling v6i nhau trong nu6c va do pH cua
dung dich thu dugc duoc didu chinh dén khoang 7,4 — 8,0 béng cach bd sung bazo, nhu

natri bicacbonat.

Tuy y 1a, dung dich A c6 thé chira chat chong viém khong steroit nhu aspirin,
naproxen va ibuprofen. Tuy y 1a, cac thube gy té cuc bo c6 thé dwoc bd sung, t6t hon 1a
trong dung dich A hodc, theo cach khac, thubc gay té cuc bd co thé duoc bd sung tai thoi
diém st dung. Cac vi du vé thube gay té cuc bd bao gb6m nhung khong chi gi6i han &
lidocain, articain/epinphrin, mepivacain, bupivacain, ropicavain va cloroprocain.

Theo sang ché, cac thanh phan sau ciia GALA s& nam trong dung dich thtr hai,
hoac dung dich B: Glutathion khir, tic nhan khu nhu axit ascorbic; duong nhu D-Glucoza,
L-Arginin, tdc nhan khir, va nuéc ma da dugc suc khi tro, nhu argon, dé loai bo oxy gén
nhu tan hoan toan (t6t hon 1 dén mtec it hon 0,1 ppm). PO pH clia dung dich B thu dugc
thip hon 7 va thuong tir 3 dén 5. Theo cach khéc, xysteinylglyxin c6 thé thay thé cho
Glutathion khit hodc hdn hop gdm xysteinylglyxin va Glutathion khir c6 thé co mit trong
dung dich B. Trong dugc phim dugc wu tién nhét, do pH cua dung dich A 1a 8,0 va do
pH cta dung dich B 1a khoang 3,0.

Cu thé hon, dung dich B 1a dung dich c6 cac thanh phﬁn hitu co nam trong VAt
chira riéng biét v4i dung dich A va bao gém L-glutathion, L-Arginin, axit L-ascorbic, D-
glucoza va HO dé tiém 6d¢ pH 3,0 -5,0. Cac dudng khac ma c6 thé dugc sir dung thay
cho glucoza la duong bét ky nhung t6t hon 12 monosacarit bao gdbm nhung khong gidi
han boi fructoza, mannoza va riboza. Khi cic dung dich A va B duoc phéi tron tai thoi
diém str dung, do pH cta dung dich phéi tron 12 7,3 + 0,4. DY pH cua cac dung dich A va
B ¢6 thé dugc didu chinh bing cach sir dung nhiéu tac nhan khir da biét. Cac tac nhan
khir dwgc wu tién 12 HCI 4N va NaHCOj3 84%. Trong ché pham duoc wu tién, do pH cta
dung dich A 14 khoang 7,8 va d6 pH clia dung dich B la khoang 4.0. Trong ché phim
duoc wu tién, do pH cua dung dich A 1a 8,0 va do pH cua dung dich B 1a 3,0.
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Céc mubi trong dung dich dugc du dinh dé dém (duy tri do pH) va duy tri do dang
treong ddi voi 6ng mach. Cac thanh phan hitu co duge du dinh dé duy tri kha ning dém,
d6 thAm thiu khac va dé tao ra mdi truong khong oxy hoa véi 6ng mach. Bén thanh phéan
hitu co; L-glutathion, axit L-ascorbic, L-Arginin va D-glucoza, la cac thanh phﬁn thong
thudng clia mau va c6 vai tro bao quan va duy tri moi truong ngoai bao cua dng mach.

L-Glutathion va axit L-ascorbic 1a cac chit chéng oxy héa ma ngén ngira té bao
khoi bi tdn thuong bang cach xir Iy cac gbc tu do. Chirc nang cua cac chét chéng oxy hoa
trong dung dich bao quan md 13, 1) 1am én dinh c4c thanh phan khéc cia dung dich bang
cahcs ngan nglra sy oxy hoa, nho d6 cdi thién do 4n dinh va thdi han sit dung cua san
pham v 2) dé ngin ngira mang té bao va cAu triac nén ngoai bao khong bi tdn thuong do
oxy hoa. Ton thuong do oxy hoa da thé hién 13 1am hong d6 nguyén ven cAu tric cia co
ciu ngoai bao, do d6 gdy ra pha v 16p 16t té bao mang trong. Viéc pha v 16p 16t té bao
mang trong 1a chi thi cho hién twgng ton hai manh ghép mach. Puong dugc du dinh dé
tao ra ngudn nang lwgng cho co quan hodc mo.

Khi dung dich A dugc két hop v6i dung dich B, ndng do ctia L-arginin nén nim
trong khoang tr 250 pM dén khoang 2000 uM. Nong do cia glucoza nén nim trong
khoang tir 50 mM dén khoang 120 mM, ndng do cia L-glutathion tir 50 pM dén khoang
2000 M, va ndng do cuia axit L-ascorbic tir 25 pM dén khoang 1000 uM.

Ché pham thir nhat hogc thr hai c6 thé tuy ¥ bao gbdm chét chéng dong voi lugng
du dé ngan ngira cuc méu bén trong hé mach cua co quan hodc mo. Chét chéng dong tiéu
biéu bao gdm heparin va hirudin, nhung céc chéat chdng dong khéac nhu aspirin ¢6 thé
duoc st dung. Ché pham theo phuong 4n tiéu biéu chira heparin véi ndng d6 nam trong
khoang tir khoang 50 don vi/mL dén khoang 250 don vi/mL. Heparin ciing ¢ thé duoc
bd sung riéng biét sau khi két hop cac dung dich A va B va trude khi sir dung.

Theo phuong 4n tiéu biéu, ty 16 thé tich giita dung dich A va dung dich B 1a khoang
19:1. Vi du, theo mdt phuong an, 950 ml dung dich A dugc phéi tron voi 50 ml dung
dich B dé tao ra ché pham cudi cling bao quan chirc ning cla co quan hodc mo.

Néu EPO duoc bd sung vao dung dich A hodc B, ndéng do ctia EPO nén 12 khoang
5 don vi/mL khi dung dich A va dung dich B duoc két hop.

Theo sang ché, dung dich bio quan md thay thé thr hai chta dung dich A, ma

chira duong nhu glucoza, mannoza, fructoza hodc tuong tu, két hop vé6i dung dich mudi
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can bang & do pH tir 7,4 dén 8 va dung dich thir hai, dung dich B, chtra glutathion khir,
axit ascorbic, L-Arginin, tac nhan khtr trong nudc & do pH thap hon 7, thuong 1a 5, 4
hodc 3, ma c6 thé duoc bao quan trong mdi truong khong chira oxy.

Thong thuong, dung dich A hodc dung dich B trong phuong an bat ky sé& chira cac
thanh phan hitu co khac ma khong phai 1a thanh phéin d3 néu trén, vi ching khong can
thiét va lam tang chi phi san xuit. Cu thé 13, hop chét hitu co ma khong phai 1a loai da
néu trén duge tim thiy trong cac kiéu dung dich bao quan mo khéc, s& khong duge chira
trong dung dich A hodac B, dé 1am giam chi phi dén mirc ti thiéu va lam giam tac dung
phu c6 thé xay ra, ma gay hai dén san pham cudi cling.

Quy trinh san xuét rat phirc tap, va duoc thuc hién trong diéu kién cGMP. San
phim dugc tiét khudn bang quy trinh nap vo khuén va thir nghiém d6 6n dinh dé xuét thoi
han str dung it nhét 13 2 nim.

FIG. 1 va FIG. 2 thé hién cac phuong 4an tiéu biéu vé kit hodc vat chira duge st
dung dé van chuyén, bao quan va cudi cung 13 st dung dung dich bao quan m6 theo sang
ché. Pay la phwong 4n tiéu biéu va vat chtra khéc ¢6 thé dugce sir dung dé tao ra cac dung
dich A va B riéng biét ma dugc phéi hop tai thoi diém st dung dé bao quan mo.

FIG. 1 thé hién tdi 10 c6 hai ngan 12 va 14 dwoc ngan cach v6i nhau hodc gén véi
nhau bang kep 16. Ngin 12 chira dung dich A va ngan 14 chira dung dich B. Khi loai bo
kep 16, cac ngan 12 va 14 tré thanh mot ngan cta tai 10 va dung dich A phéi tron véi
dung dich B tao thanh dung dich bdo quén co quan va mé day di trong thi 10. Xem Patent
M¥ sb 5,257,985.

FIG. 2 biéu thi kit bao quan co quan va md 20 c6 hai vét chira 22 va 24. Dung dich
A dugc chura trong vat chira 22 va dung dich B dugc chira trong vat chira 24. Tai thoi
diém str dung, cac thanh phan trong vt chira 24 c6 thé dugc db vao vat chira 22 hodc cac
chét chira trong ca hai vt chira 22 va vat chira 24 ¢6 thé dugc db vao chau hodc bat ma
dong mach hoac tinh mach c6 thé duoc dat vao do dé tao ra dung dich bao quan co quan
va mo diy di.

Theo phuong an dugc uvu tién nhu dugc thé hién trén FIG. 2, dung dich A dugc
nap tiét khudn vao chai Nalgene da dugc tiét khuén tir trude, ma sau dé dugc dong kin
béng mut vin HDPE d3 duoc tiét khuén trude.

Dung dich B dugc nap tiét khuén vao lo thiy tinh borosilicat da dugc tiét khuén
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truée, kiéu I, ma duoc déng kin bing mang ngin Stelmi da dugc tiét khuin truéc, ma
duoc gitr tai vi tri béng nut bat ra duoc. Nut bat ra dugce duge gén vao chai béng cach sur
dung quy trinh gin hiéu chuin theo huéng din gin dugc nha san xuét khuyén cdo. Chai
B c6 thé dugce khir khi bing khi Argon trong qué trinh phéi tron va nap dé lam giam khi
oxy c6 mat nhung budc nay ¢ thé khong cn thiét.

Sau do, chai chira dung dich A va chai chira dung dich B duoc dét vao trong hop
d4 in truée lam bang bia cac tong. To huéng din ciing dugce dit vao hop vao thoi diém
ndy. Sau d6, hop duoc dong kin va dan nhan dé phan phoi.

Tai thoi diém sir dung, dung dich A & B duoc két hop v6i nhau dé hoan thanh
dung dich C cudi cung cia GALA va do pH s€ dugc diéu chinh dén khoang 7,3 + 0,4.
Néu do pH ctia dung dich A 1a 8,0, d6 pH ctia dung dich B sé& 1a khoang 3,0. Néu d pH
cua dung dich A 14 7,8, d6 pH cua dung dich B sé la khoang 4,0. Va, néu do pH ctia dung
dich A 12 7,6, 40 pH cta dung dich B sé la khoéang 5.,0.

Sau day la quy trinh dugc dé nghi dé thuc hanh sang ché.

Dé dung dich 22 va 24 Am dén nhiét d6 xung quanh hoic trong phong. Trudce khi
st dung, kiém tra mdi vat chtra 22 va 24 xem ¢6 bi ro ri béng cach kiém tra bod phén bit
kin. Néu tim thay 10 ro ri, vt b vat chira dung dich. Quan sat bang mit thudng xem
dung dich c6 vat chét dang hat. Khong st dung dung dich néu thiy 13 rang c6 vat chat
dang hat, khdi két tu, hodc tap nhiém trong dung dich. Ngay trudc khi st dung, thuc hién
cac budc sau:

Ro6t toan bo thanh phan trong dung dich A ra khéi lo 22 vao vat chira vo khuan 26
(vi du khay, cbc hodc chau nhé) noi ma 6ng mach 32 can dugc bao quan trude khi ghép,
nhu dugce thé hién trén FIG. 5A.

Dung xilanh vo khuén 28 14y theo cach vo khuén 12,5 ml dung dich B ra khéi 1o

24 va cho vao vat chtta 26 chira dung dich A (FIG. 5B) dé tao thanh dung dich GALA
34.

B6 sung 12500 don vi heparin vao vat chira 26 chira cdc dung dich A va B nhu
duge thé hién trén FIG. 5C.

Phéi tron bang cach khudy nhe nhang vat chia 26.
Dung dich dugc sir dung dé suc 6ng mach da phan tach 32 ngay sau khi 14y ra tir

bénh nhan. Cac dung dich A va B phéi tron cling c6 thé may duoc sir dung két hop véi
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xi lanh dé dwa ap suét thiy tinh dén 6ng mach nham kiém tra d0 ro ri ctia 6ng trude khi
bao quan trong dung dich. Sau do, 6ng mach 32 dugc bao quan trong dung dich phéi tron
34 trong véat chira 26 dén khi 6ng mach c6 thé dwgc ghép vao bénh nhan.

Dung dich, thiét bi, va phuong phép tuéi mau theo sang ché khong bi giéi han &
viée stt dung cho md, co quan hodc kiéu té bao cu thé. Vi du, sang ché c6 thé dugc st
dung cho thu gom tinh mach ndi, thuong vi dong mach, dong mach da day va dong mach
quay duoc st dung trong viéc ghép béc cAu vanh (CABG). Sang ché ciing c6 thé duge str
dung dé duy tri co quan va md trong phiu thuét ghép. Sang ché khong bi gi6i han & co
quan hoac md cu thé bat ky. Vi du, dugc du dinh réng co quan hodc mo co thé 1a tim,
phéi, than, ndo, mau, tiéu cau, manh ghép co, da, rudt, xuong, phé‘m phu, mét, van van
hoic c4c phan cua ching. Ngoai ra, sang ché c6 thé duge st dung lam chét bao quéan co
quan hodc md in situ. Pugc dy tinh Ia dung dich theo sang ché duogc st dung dé rira va
ngdm cac md va co quan ma van chua tach roi khéi bénh nhan. Vi du, dugc du tinh 1a
sang ché dugc st dung trong hién tuong liét tim. Cling dugc dy tinh 1a sang ché dugc sir
dung, vi dy, trong céc thu thuat cAp ctru khi co quan hodc md ¢6 thé can duoc ngam dé
bdo quan no dén khi phau thuat hodc thyc hién cac thao tac y té khac. V& noi dung nay,
dung dich co thé duoc tao ra dé cho san cho tai y té cép ctru ¢4 ¢ bénh vién va "khi & hién
trrong" (nghia 13, trong xe cAp ctru hodc & co 86y té clp ciru tam thoi).

Dung dich GALA (céac dung dich A vaB phéi hop) ciing c6 thé dugc str dung 1am
dung dich rira trong phiu thuét, cu thé 12 phau thuét tao hinh hogc phau thudt tai tao. Phiu
thuat nay bao gbdm nhung khong chi gi6i han & hit md, tao hinh nguec, mo v hodc cic
thti thuat khac trong d6 can c6 dung dich dang truong, cin bang d6 pH nhu GALA. Dung
dich GALA ciing c6 thé duge st dung dé x4 hoic trang rira may thAm phén bang cach sir
dung quy trinh cuia nha san xuét dé x4 hodc trang rira. Dung dich GALA ciing c6 thé dugc
st dung cing vé6i gia 4o bén ngoai tinh mach. Vi du vé gia d& nay 1a hé gia do ngoai
mach Vest™ duoc Vascular Graft Solutions ¢ Tel-Aviv, Israel phat trién.

Céc thanh phén ctia ctia dung dich bao quan co quan va mo cling c6 thé duogc dua
vao gel, kem, hodc hydrogel. Vi du vé hydrogel dugc boc 10 trong patent My sd
6,339,074.

Bang 1 duéi day biéu thi mot phwong 4n theo sang ché trong d6 do pH cua dung
dich A 13 khoang 8,0 va d6 pH cua dung dich B la khoang 3,0.
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Bang 1

Thanh phan dinh tinh & dinh lugng cta cic dung dich A va B theo mt phuong an

Thanh phan *Nong do (+ 5%)
Dung dich A g/l g/237,5ml. | mM
Canxi clorua dihydrat 0,147 0,035 1,326
Kali clorua 0,421 0,100 5,653
Kali phosphat mét gbc bazo 0,063 0,015 0,463
Magie sulfat heptahydrat 0,105 0,025 0,432
Magie clorua hexahydrat 0,105 0,025 0,516
Natri clorua 8,421 2,000 144,100
Natri bicacbonat 0,379 0,090 4,390
Natri phosphat hai gbc bazo khan | 0,028 0,007 0,200
Nuée dé tiém vira do dén | vira du dén )
1L 237,5mL
Natri bicacbonat 1,0M/HCI 1,0M Didu chinh d6 pH dén 8,0
Thanh phan *Nong do (£ 5%)
Dung dich B g/l g/12,5mL | mM
L-Glutathion 6,200 0,078 20,200
D-Glucoza 20,000 0,25 111,000
L-Arginin 3,000 0,038 17,200
Axit L-Ascorbic 1,800 0,023 10,200
~aa af vira du
Nudc dé tiém Yﬁa du dén dén -
12,5mL

Natri bicacbonat 1,0M/HCI 1,0M

Diéu chinh d6 pH dén 3,0

Thanh phan ciia dung dich A va dung dich B phéi hop duge néu trong Bang 2.
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Béang 2

Thanh phan dinh tinh va dinh lwgng cta dung dich A & B phéi hop
Thanh phan *Nbdng do (= 5%)

Dung dich A + B g/l g/237,5mL | mM
Canxi clorua dihydrat 0,14 0,0348 1,26
Kali clorua 0,40 0,0998 5,37
Kali phosphat mot géc bazo 0,06 0,0148 0,44
Magie sulfat heptahydrat 0,10 0,0248 0,41
Magie clorua hexahydrat 0,10 0,0248 0,49
Natri clorua 8,00 1,9998 136,89
Natri bicacbonat 0,36 0,0900 4,17
Natri phosphat hai gbc bazo khan 0,026 | 0,0065 0,187
L-Glutathion 0,31 0,0775 1,01
D-Glucoza 1,00 0,2500 5,55
L-Arginin 0,15 0,0375 0,86
Axit L-Ascorbic 0,09 0,0225 0,51
Khoang d6 pH sau khi phdi tron A vaB | 7,3 + 0,4

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du sau ddy duoc dung dé minh hoa séng ché, nhung khéng han ché séng
ché theo cach bat ky.
Vidul

Tao ra nhiéu 16 mau dung dich A va dung dich B. 21 loat vat chira cac dung dich
A va B duoc léy tlr ba 16 mau riéng biét dugc dat vao ngan d 4n dinh chét lvong dugce
giit & 40°C v6i d0 4m twong dbi la 75%. vét chira dung dich dugc lay tir mbi 16 mau dugce
14y va thir nghiém dinh ky trong cac didu kién gia tang. Két qua cua s6 liéu nay duoc
ngoai suy dé xac dinh thoi han sir dung cua san pham, ma dugc béo quén ¢ 2-8°C. Viée
xéc dinh thoi han sit dung 14 co sé danh gia thoi gian t6i thiéu ma dung dich san phdm
vAn duy tri duge cac gia tri md ta da thiét 1ap. Do pH, do thim thau va kha ning dan
truyén cla cic dung dich A va B da dugc nghién ciru. Tam mubi v6 co tao thanh dung
dich A déu tro va on dinh trong mdi truong nudc trong thoi gian kéo dai.

Hai thanh phan cua dung dich B, L-Arginin va D-glucoza, ciing dugc phat hién
thy 12 én dinh trong thoi gian dai & d6 pH 12 3. Vi thé, khi tht ca cac gia tri mo ta con lai
déu dap Gmg tiéu chuan chép nhan duoc, hai thanh phén anh huéng dén két qua cudi cing
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cua thoi han st dung cua san pham 14 axit L-ascorbic va L-glutathion do dc tinh chéng
oxy hoa cua chung.

Co s0 hop 1y cho dic tinh han ché d6 6n dinh tong thé 1a d dung dich duy tri cac
didu kién cn thiét cho moi trudmg khir tong thé. Khi dung dich ngimg mang lai loi ich
nay, dung dich nay khong thudc pham vi ban mé ta. Méi truong khir dugce tao ra khi mot
s6 L-glutathion va axit L-ascorbic kht, tuy nhé, nhung van duy tri trang thai khir cua
chiing & tinh trang oxy hoa, cin bing va dung dich. Néi céch khéc, mién 1a mdi thanh
phan L-glutathion va axit L-ascorbic van con & trén giéi han c6 thé phat hién dugc cla
phuong phéap phan tich.

S6 liéu thu duoc trong khi bao quan dung dich & 40°C dugc ngoai suy dén nhiét
dd bao quan dung dich trung binh 1a 5°C bang cach st dung yéu t6 Q10 ciia 2. Dya vao
phép ngoai suy nay, du dodn dugc réng dd 6n dinh cua dung dich B khi bao quan la
khoang 900 ngay, mang lai thoi han sir dung it nhét 13 hai nam, vuot xa tiéu chuin yéu
cau trong linh vuc cong nghiép va vuet xa do 4n dinh cua cac ché phém hién tai. S6 liéu
tho thu duge thé hién ndng do glutathion dugc bidu thi trén FIG. 3A va ndng do theo thoi
gian cua axit ascorbic va Arginin dugc néu trong FIG. 3B.

Vidu?2
Theo quy tic Q10, mdi lién quan giira hang sb toc do, nhiét do, va thoi han st
dung co thé dugc biéu thi 1a:

10
k2 T2-T1 T2-T1

(VT pose 2 0105 hoac st = 0105
Q10—(k1) hoic 2= Q10" hodc = Q10" ©

k1

Khi k1 va k2 1a hing s tbc d6 ¢ nhiét do T1 va T2 véi thoi gian sir dung la SL1
va SL2. Gié tri cua hé s6 nhiét d6 Q10, phu thudc vao niang luong cia viéc hoat hoa Ea
cho phan tng. Do do, Q10 ¢o thé dugc tinh béng cach sur dung thuat toan néu trén néu
hing s6 téc do da dugc biét cho it nhat hai nhiét d6 khac nhau. Céc gi tri Q10 thuong 1a
2, 3, hodc 4 phu thudc vao liéu cac gid tri thoi gian bao quan mong mudn c6 1an luot 13
a) bao toan, b) cé thé c6 va hop 1y, hodc ¢) kém bio toan nhung van c6 thé co. Theo quy
tdc ngén tay cai, Q10 cla 2 tuwong ung voi Ea 1a 12,2 kecal/mol, 3 tuong tng véi Ea la
19,4 kcal/mol, va 4 twong ung véi Ea 13 24,5 kcal/mol.

Trong giai doan sém khi méi dang ky luu hanh san pham, néu chua co sb lieu

duoc déng hoc phu thude nhiét 4o chi tiét, can phai du tinh thoi han st dung. Do d6, nang
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lwgng hoat héa thép A ciia phan tmg phan hity dugc gia dinh 1a c6 gia tri Q10 122 dé xac
dinh thoi han sir dung uéce tinh cua san phdm. Theo quy tic nay, tbc do phan tmg s& gin
nhu ting gip doi cir mdi khi ting nhiét 4o bao quan thém 10 d6 gia dinh cho “nang luong
hoat hoa c6 thé c6 nhat” cia phan tng.

Hang sb tbc do bac mot dé phan hity L-glutathion trong dung dich B ¢ nhiét d6
40°C dugc x4c dinh 13 0,0643 ngay ! trong cic nghién ciru gia téng trén hai 16 mau dung
dich B— mot 16 mau c6 chira Argon trong khoang trbng va 16 con lai khong chtra Argon.
Céac dic tinh nay duoc néu trén FIG. 4. Ham phan ri lily thira bac mot duge biéu thi trén
so dd bén duéi, va so dd logarit tuyén tinh trong tng dugc biéu thi trén so dd & trén cling.
Ngoai ra, & nhiét d6 nay (40°C) dic diém mb ta ctia san phdm d6i v6i L-glutathion da dat
dén gipis han st dung trong khoang 73 ngay. Bing cach sir dung cac 14p luan trong thuat
toan néu trén, thoi han st dung wéce tinh khi bao quan & 5°C ¢é thé duoc ude tinh bang
cach ngoai suy bang cach sir dung gia tri Q10 12 2 nhu sau:

Thoi han str dung @5°C = 73 * 2%2 = 73 % 2%° =~ 800 ngay ~ 27 thang

Do do, tir tinh toan nay, co thé suy ra réng & gia tri tdi thiéu, thoi han st dung ctia
dung dich B ¢6 thé dugc dy doén 1a 27 thang khi san pham dwgc bao quan & nhiét do
5°C.

Tuy nhién, cac nghién ctru v& thoi gian thyc chi tiét ctia o 6n dinh cua ba 16 mau
GMP ciia dung dich B & nhiét d0 2-8°C sau 15 thang thu gom sb liéu, lai goi y réng thoi
han st dung 27-thang dy tinh dugc tir cac nghién ctru ting cudng o thé qua de dat va
yéu t& Q10 thuc té 12 2,94.

Cac nghién ctru vé thoi gian thuc chi tiét cia d on dinh ¢ nhiét do 5°C da dwoc
thuc hién khoang mot nam trd lai day. Sé liéu dong hoc trong 12-15 thang da c6 vé su
phén huy L-glutathion thu dugc tir cac 16 mAu nay c6 thé duge diéu chinh theo dong hoc
phén ng bac mot voi hiang sb toc d la khoang 1,40x107 ngay™. O céc tbe @6 nay, cac
dac diém mo ta chia san pham ddi v6i L-glutathion dat dén ngudng thoi han st dung trong
khoang 100 thang. Ngac nhién 1, thoi han sir dung xac dinh dugc trén co s¢ cac nghién
ctru ting cuong ¢ 40°C bang cach sir dung k§ thuét ngoai suy Q10 la ngén hon ding ké
(27 thang) so véi thoi han theo goi ¥ tir s6 lidu thoi gian thuc thyc té. Sw khac biét nay
c6 thé ¢6 can cit hop Iy dwa vao gia dinh dugc tao ra trong khi ngoai suy Q10 nhu mo6 ta

duéi day.
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Téc d6 phan hity quan sat duge clia L-glutathion trong dung dich B trong céc diéu
kién tang cuong la nhiét do 40°C/ do 4m twong dbi 75% trong thoi gian 65 ngay dugc the
hién trén FIG. 4. Quan sat thdy cac xu hudng twong tu ddi véi mot sb 16 mau khac cia
dung dich B. Trong tht ca cac truong hop, tbe do phan tng chi 14 lily thira co s6 (bac mot)
4m chi rang thoi gian troi qua ddng déu s& tao ra mirc gidm phan doan ddng déu cia ndng
d6 chét phan tich, trong truong hop nay 1a ndng do cia L-glutathion, trong khoang thoi
gian nghién ctru. Cac hing sb téc do & ca nhiét do 40°C va 5°C cta ca 11 16 mau da
nghién cru dugc néu trong Bang 3. Céc gid tri cua s6 mil trong phwong trinh duoc 14y tir
phép khop lity thira 13 hing s6 tbe do bac mot k1 (tinh theo don vingay™). Céc gia tri nay
ciing duoc biéu thi trong Bang 3 tai mdi nhiét d6 duoc nghién ciru.

Gia tri dugc 1dy theo kinh nghiém 1a 2,94 d6i v6i hé sb nhiét ¢ Q10 1a cao hon
gia tri 12 2 dugc st dung trong cac phép tinh khac vé thoi han st dung. Gié tri Q10 =2
thé hién udc tinh rat d& dat vé thoi han st dung thu duge tir ning luong hoat hoa tuong
dbi thap 1a 12 kcal/mmol. Theo cach khac, nang lwong hoat hoa cao hon 1a 19 kcal/mmol
v6i gid tri Q10 = 2,94 ¢6 nghia la tbc d6 phan ting sé gan nhu cao gép 3 ctr mdi lan tang
10 d6 trong nhiét dd bao quan trong mdi tuong quan ty 1& nghich v6i thoi han st dung.

V6i gia tri Q10 duge didu chinh 12 2,94 ma dai dién chinh x4c hon cho nang luong
hoat héa thyc 1a 19,0 kcal/mol d6i véi su phan hiy L-glutathion, thoi han st dung dung
dich B ¢6 thé duoc tinh toan lai bang cach ngoai suy sb 1liéu thoi han st dung & 40°C
va/hodc dugc 14y truc tiép tir phép khép lily thira cta s6 liéu thoi gian thuc 1a mot ndm &
nhiét do 5°C. Cac gia tri diéu chinh nay dwgc néu trong Bang 3.

Su chénh 1&ch két qua thu duge nho hai cac cach thirc duge minh hoa trong phép
so sanh c4c thoi han st dung 6 cac nhiét 4o khac nhau nim trong khoang tir 5°C dén 60°C
bang cach ngoai suy s6 liéu 14y theo kinh nghiém & nhiét do 40°C bang cach str dung cac
gia tri Q10 1a 2 (de dat) va 2,94 (theo kinh nghiém). Cac két qua nay dugc thé hién trong
Bang 4.
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Bang 3. Hang s6 tdc do & thoi han st dung thu duge tir cac nghién ciru 4o 6n dinh

. Khoang Thoi han st dung, ngay
trong [GSH] | k1, n an o
dung g/l ngay ! Nhigt do °C 0 0 ’

dich B 5°C* | 20C* | Thuc te**
Thé tich/

1 Argon 6,2 0,00143 | 5 3220 | 639 | 3220
Thé tich/

2 Argon 6,4 0,00143 | 5 3220 | 639 | 3220 .
Thé tich/

3 Argon 6,4 0,00140 | 5 3290 | 653 | 3290
wo/

4 Argon 6,2 0,05937 | 40 3390 | 631 |73
wo/

5 Argon 6,2 0,06465 | 40 3100 | 622 |72
wo/

6 Argon 6,2 0,06465 | 40 3100 | 622 |72
Thé tich/ |

7 Argon 6,2 0,06378 | 40 3130 | 622 |72
Thé tich/

8 Argon 6,2 0,06465 | 40 3100 | 622 |72
Thé tich/

9 Argon 6,2 0,06465 | 40 3100 | 631 |73
Thé tich/

10 | Argon 6,2 0,05780 | 40 3400 | 691 | 80
Thé tich/

11 | Argon 6,2 0,05608 | 40 3400 | 709 | 82

duoc ngoai suy & nhiét do tir 40°C dén 5°C va 20C bang cach sir dung quy tac Q10 véi
gid tri Q10 122,94

** Tiép can dudng cong s6 liéu duoc ting cuong thuc té va thoi gian thuc 1% [GSH]
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Bang 4. Thoi han st dung ngoai suy cua dung dich B trén
co s& cac gia tri Q10 cii (de dat) va méi (theo kinh nghiém)

Thoi han st dung ngoai suy, ngay
Nhiét do bao quan, °C | Q10=2 | Q10=2,94
5 830 3300
20 290 640
25 200 367
40 73 73
50 35 23
60 18 7

Do d6, thoi han st dung dwoc cai thién dang ké bang cach phan tach cac thanh
phan ctia dung dich GALA vao dung dich mudi can bang c6 do pH cao hon, ma tuy ¥ ¢6
thé chira glucoza, va bao quan céac thanh phén hitu co, cu thé 1a L-arginin axit ascorbic
va glutathion tly ¥ v6i duong & @ pH thép hon nhidu. Da bat ngd phat hién ra rang su
gia ting do 6n dinh glutathion khir ciing 1am ting do 6n dinh cta axit ascorbic va L-
Arginin. B9 6n dinh khi bao quan cua hai dung dich d& vugt qua mong mubn hodc nhu
cau trén thi truong, 1am cho ché pham nay c6 tinh kha thi cao va thich hop cho nhiéu mbi
trrong khéac nhau. Diéu nay mang lai két qua cudi ciing 12 cai thién tinh nang ghép, cai
thién su séng té bao ctia chét liéu dugc ghép.

Ban mé ta sang ché nay kém theo phuong phap wu tién dé thuc hanh sang ché.

Tuy nhién, ban than sang ché chi dugc xac dinh boi phén yéu ciu bao ho kém theo.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Kit bao quan co quan va mo, bao gdm dung dich nudc tién chét thir nhét dugc chira
trong vat chtra thi nhét va dung dich tién chit thi hai dugc chira trong vat chira thit
hai; trong d6 dung dich nuéc tién cht thi nhét bao gdm dung dich mubi can bang, c6
d6 pH nam trong khoang tir 7,4 dén 8,0, va khong bao gém glutathion da kht, axit
ascorbic, hodc L-Arginin; trong d6 dung dich tién chét thir hai bao gém nudc,
glutathion di khr, axit ascorbic, duong, L-Arginin va dung dich tién chat thir hai nay
c¢6 d6 pH nam trong khoang tir 3,0 dén 4.0; va trong d6 hdn hop gdbm dung dich nuéc
tién chit thir nhat va dung dich tién chat thir hai tao ra dung dich bao quan co quan va

mb c6 d6 pH khoang 7,3.

2. Kit theo diém 1, trong d6 vat chira thir nhit va thit hai 12 ngan th nhat va thi hai
bén trong mot vat chira don va ngan thi nhét va thit hai cach biét nhau béng mot bd
phan phan tach, trong d6 khi loai bé bd phan phan tach, dung dich nude tién chat thir
nhét s& phdi tron v6i dung dich tién chét thit hai d¢ tao thanh dung dich bao quan co

quan va mo.

3. Kit theo diém 1, trong d6 d6 pH cuia dung dich nude tién chét tht nhat 13 khoang
7,8 va d6 pH cua dung dich tién chét tht hai 1a khoang 3,0.

4. Kit theo diém 1,trong d6 do pH cta dung dich nu6c tién chét thir nhat 13 khoang
7,6 va do pH ctia dung dich tién cht thir hai 14 khoang 4,0.

5. Kit theo diém 1, trong d6 dung dich nudc tién chit thir nhat va/hodc dung dich tién

chét tht hai dugc bao ché duéi dang gel, thubc m&, thude xtrc hoic hydrogel.
6. Kit theo diém 1, trong d6 duong 1a glucoza.

7. Kit theo diém 6, trong d6 dung dich bao quan co quan va mé bao gbm axit ascorbic
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v6i ndng d6 nam trong khoang tir 25-1000 pM, glutathion véi ndng d6 nam trong
khoang tir 50-2000 uM, L-arginin voi ndng d6 nam trong khoang tir 250-2000 pM,

va glucoza véi ndng do nam trong khoang tir 50-120 mM.

8. Kit theo diém 7, trong d6 dung dich mubi can bang bao gém: canxi clorua dihydrat
v6i ndng d6 khoang 0,14 g/1; kali clorua véi ndng do khoang 0,4 g/l; kali phosphat
mdt gbe bazo véi ndng @ khoang 0,06 g/l; magie clorua hexahydrat véi noéng do
khoang 0,1 g/l; magie sulfat heptahydrat voi ndng d6 khoang 0,1 g/I; natri clorua véi
ndéng d6 nam khoang 8 g/l; natri bicacbonat véi ndng d6 khoang 0,36 g/l; va natri

phosphat hai gbc bazo heptahydrat v6i ndng d6 khoang 0,03 g/l.

9. Kit theo diém 1, trong d6 dung dich nudc tién chit thit nhat va dung dich tién chat
tht hai duoc cung cap 1an luot v6i ty 18 thé tich 19:1.
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FIG. 3B
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