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tiem dudi da, va/hodc tiem bap.



21772

Linh vice ky thuit dwge dé cip

Séng ché dé cap dén phuong phép cai tién @ diéu ché ché phim giau globulin
mién dich (IgG) tir huyét trong. Sang ché cling dé cap dén ché phdm IgG trong nudc
dugc diéu ché tir phuong phap theo sang ché va dugc phim chira ché phdm IgG nay

dugc st dung d& diéu tri cho bénh nhan c6 nhu cau.

Tinh trang k§ thuit cia sing ché

San phim globulin min dich tir huyét twong ngudi 1dn dau tién duoc sir dung
vao nam 1952 dé diéu tri suy giam mién dich. Ban d4u, cich ding globulin mién dich
isotyp G (IgG) qua dudng trong co hodc dung dudi da 1a cac phuong phap duogc lya
chon. Pé tiém, can phai st dung IgG v6i lugng 16n hon dé diéu tri hitu hiéu cdc bénh
khac nhau, tuy nhién, cic san pham c6 thé ding qua dudng tinh mach dugc phat trién
véi ham lugng IgG nhé hon (50mg/mL). Thong thudng, globulin mién dich ding qua
dudng tinh mach (intravenous immunoglobulin - IVIG), chita c4c globulin mién dich
1a globulin mién dich G (IgG) di dugc két hop tir huyét twong clia hon mdt nghin
ngudi hién mau. Thong thuong, khi chita hon 95% IgG chua dugc cai bién, c6 chirc
nang cam tmg phu thudc Fc nguyén ven, va chi lugng vét globulin mién dich A (IgA)
hodc globulin mién dich M (IgM), IVIG 1a c4c san phdm IgG v tring tinh khiét cha
yéu duogc st dung dé diéu tri ba nhém tinh trang bénh 1y chinh: (1) suy giam mién
dich nhu ching thiéu gamma globulin-huyét c6 lién quan dén nhiém séc thé X, chimg
giam gamma globulin-huyét (suy giam mién dich nguyén phat), va cic tinh trang mién
dich thoa hiép méc phai (suy giam mién dich thir cip), dic trung boi ndng d6 khang

thé thip; (2) bénh viém va ty mién; va (3) nhiém khuin cAp tinh.

Cu thé, nhiéu ngudi méc cac rdi loan do suy giam mién dich nguyén phat
khéng c6 cac khang thé cin thiét & chdng nhiém khudn. Trong mét s6 truong hop, su
thiéu hut nay c6 thé duogc bd sung bing cach truyén IgG tinh khiét, thuong 13 bing
cach ding qua dudng tinh mach (nghia 13, diéu tri IVIG). Mot s6 1di loan suy giam
mién dich nguyén phét thuong duge diéu tri theo cach nay, bao gém chimg thiéu

gamma globulin-huyét c6 lién quan dén nhim sic thé X (X-linked
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Agammaglobulinemia - XLA), chimg suy gidm mién dich thong thudng (Common
Variable Immunodeficiency - CVID), h¢i chimg ting IgM (Hyper-IgM Syndrome -
HIM), ching suy giam mién dich ning thé ké& hop (Severe Combined
Immunodeficiency - SCID), va réi loan suy giam mot s§ phan nhém IgG (Blaese and
Winkelstein, J. Patient & Family Handbook for Primary Immunodeficiency Diseases.

Towson, MD: Immune Deficiency Foundation; 2007).

Mic du viéc diéu tri bang IVIG c6 thé rat hiru hidu dé kiém soat cac rdi loan
suy giam mién dich nguyén phat, cich diéu tri nay chi 1a sy thay thé tam thoi cac
khang thé khéng dwoc san xuét bdi co thé, chir khong chira khoi duge bénh nay. Do
dd, cac bénh nhan phu thudc vao didu tri IVIG cén dung lidu 1&p lai, thuong 1a khoang
mot thang mot 1an trong sudt cudc doi. Pidu nay khién cho nhu cdu san xut lién tuc
ché phim IVIG la rit 16n. Tuy nhién, khong gidng nhu cac ché phdm sinh hoc khéc
duogc san xuét theo cach bidu hién in vitro vat truyén ADN tai td hop, IVIG chi dugc
tach phan doan tir mau va huyét twong ctia nhitng ngudi hién mau. Do vay, san luong
IVIG khong thé gia ting chi bing cach gia ting dung luong san xuit. Thay vao do,
mtrc IVIG hién c6 trén thi trudng bi gi6i han boi ngudn cung hién c¢6 tir ngudi hién
mau va huyét tuong.

Mot s6 yéu t diéu chinh nhu cau sir dung IVIG, bao gém viéc chip nhan
diéu tri béng IVIG, x4c dinh céc chi dinh khac nita ma viéc diéu tri béng IVIG mang
lai hidu qua, va gia ting chin doan va ké don IVIG & bénh nhan. Pang chi ¥, nhu cu
toan cau dbi voi IVIG ting gap bén lan tir ndm 1990 va cho dén nay tiép tuc ting voi
tbc d6 hing nim ndm trong khoang tlr 7% dén 10% (Robert P., Pharmaceutical Policy
and Law, 11 (2009) 359-367). Vi du, Co quan huyét hoc qudc gia Uc (Australian
National Blood Authority) d3 théng béo ring nhu ciu vé IVIG & Uc tdng 10,6% cho
nim tai chinh 2008-2009 (B4o céo thudng nién co quan huyét hoc quéc gia (National
Blood Authority Australia Annual Report) 2008-2009).

Mot phan do nhu cdu todn cAu ngay cang ting va cac bién dong trong viée
cung cip céac san pham globulin mién dich sin c6, mét sé quic gia, bao gdm Uc va

Anh, da thyc hién c4dc chuong trinh quan ly nhu cdu dé bado v€ ngudn cung céc san
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phdm nay ding cho cic bénh nhan c6 nhu ciu cao nhét trong thoi gian thiéu hut san

phém.

D3 c6 thong bao ring trong nim 2007 d tach phan doan 26,5 tridu lit huyét
tuong, tao ra 75,2 tAn IVIG, véi hidu sut san xuét trung binh 1a 2,8g/L (xem tai liéu
Robert P. trén déy). Thong bao ndy ciing wéc tinh ring hidu sudt IVIG toan ciu duoc
mong doi ting dén khoang 3,43g/L vao nam 2012. Tuy nhién, do nhu ciu IVIG toan
cdu khong ngimg ting 1én, dy tinh 14 ndm trong khoang tr 7% dén 13% hing nim
tinh tir nay dén ndm 2015, can phai ci thién hon nira hidu suit IVIG néi chung d& dap

ung dugc nhu cau toan cau.

Nhiéu phuong phép diéu ché IVIG da duoc cac nha cung cép san phim IVIG
thuong mai 4p dung. Mot vin dé phd bién d6i voi cac phuong phép san xudt IVIG
hién nay 14 hao hut dang ké IgG trong quy trinh tinh ché, uéc tinh it nhét 1a tir 30%
dén 35% téng luong IgG clia nguyén liéu ban dau. Khé khan 1a & chd can phai duy tri
chit lugng clia qua trinh v6 hoat virut va loai bd cac tap chét ¢ thé gay ra cac phén
g bét loi, ddng thoi gitip gia ting hidu sudt IgG. O mic d6 san xuit IVIG hién tai,
mirc gia tang higu sudt c6 thé bi coi 12 it da 14 rat dang ké trén thyuc té. Vidy, & quy mo
san xut cia nim 2007, mc gia ting hiéu suit 2%, nghia 13 ting thém 56mg/L, s€ tao

ra thém 1,5 thn IVIG.

DE 100 08 619, EP 0 893 450, US 4 550 019 bdc 16 phuong phap san xudt ché
phém globulin mién dich. Cac tng dung tuong ty v&i: US 6 150 471, US 4 499 073;
Cammerata-P.B., Cohen-P.P. Fractionation and Properties of Glutamic-Oxalacetic
Transaminase. Jbc.org. 1981. 53-62. Curling-J-M. Methods of Plasma Protein

Fractionation. Academic Press. 1980.

Trong loat tai li¢u hdi thdo tht tu d& dugc cong bb vé& bao ché va cac dac tinh
clia protein huyét thanh va huyét twong, Cohn va cac dong tac gia (J. Am. Chem. Soc.,
1946, 68(3): 459-475) da lan dAu tién mé ta phuong phap tach phan doan protein
huyét trong bang ruou (phuong phép 6), cho phép phan 1dp mét phan doan giau IgG
tir huyét tuong ngudi. Vai nim sau d6, Oncley va cac ddng tac gia (J. Am. Chem.
Soc., 1949, 71(2): 541-550) da phat trién phwong phap ctia Cohn thanh phuong phap
(phwong phap 9) phén 1ap ché phdm IgG tinh khiét.
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Mic du dit nén méng cho ca nganh cong nghiép san xuit cac yéu t6 mau c6
ngudn gbc tir huyét tuong, cac phuong phap nay lai khong thé tao ra cac ché phim
IgG ¢c6 néng dd du cao dung dé didu tri mot sb bénh lién quan dén mién dich, bao gém
hoi chitng Kawasaki, bénh ban xuét huyét giam tidu ciu mién dich, va suy giam mién
dich nguyén phat. Vi vy, cac phuong phap khac ap dung cac k§ thuat khac nhau, nhu
sic ky trao ddi ion, da dugc phat trién dé dat duoc do tinh khiét cao hon va néng do
ché pham IgG cao hon. Hoppe va cac ddng tac gia (Munch Med Wochenschr 1967
(34): 1749-1752) va Falksveden (Patent Thuy dién s§ 348942) va Falksveden va
Lundblad (Methods of Plasma Protein Fractionation 1980) 14 nhitng boc 16 ddu tién vé

vigc 4p dung sdc ky trao doi ion nham muc dich nay.

Céc phuong phép hién dai khac 4p dung budc lam két taa, nhu két tua
caprylat (Lebing et al., Vox Sang 2003 (84):193-201) va két tia etanol phan doan
(IH)II+III theo phuong phép phan doan ctia Cohn (Tanaka et al., Braz J Med Biol Res
2000 (33)37-30) két hop véi sdc ky cot. Gan ddy nhét, Teschner va céc ddng tic gia
(Vox Sang, 2007 (92):42-55) da boc 16 phuong phap san xuit san phim IVIG 10%,
trong d6 trudc tién chét két tia & nhiét do thép dugc loai khoi huyét tuong duogc két
hop lai va tiép theo thuc hién phén doan bing etanol lanh theo phuong phap Cohn-
Oncley cai bién, sau d6 xir Iy hop chit trung gian bing S/D, sc ky trao ddi ion, loc

nano, va tuy y siéu loc/loc thim tach.

Tuy nhién, mic du d6 tinh khiét, tinh an toan, va hiéu sut duoc tao nén boi
céc phuong phép san xuét IgG nay duoc cai thién, mot lugng déng ké IgG sé& bi hao
hut trong qua trinh tinh ché. Vi du, Teschner va cic ddng tic gia thong bao ring
phuong phép cua ho lam ting hi€u suit IgG 65% (Teschner va cdc dong tdc gid, néu
trén). Nhu da duoc thong béo trong cac hdi nghi vé& san phim huyét twong khac nhau,
hidu suét trung binh khi diéu ché IgG & quy md 16n, nhu theo céc héng Baxter, CSL
Behring, Upfront Technology, Cangene, Prometric BioTherapeutics, va Finnish Red
Cross, ndm trong khoang tir 61% dén 65% trong thiing chira cudi cting. Piéu nay cho
thiy murc hao hut it nhit khoang mét phin ba lugng IgG c6 trong céc phan doan huyét
tuong két hop lai trong quy trinh san xuét.
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Vi viy, can ¢ cac phuong phap cai tién va c6 hiéu qua hon d san xudt cac
san pham IVIG. Séng ché nay dap mg duoc nhu ciu d6 va céc nhu ciu khac béng
cach d& xuét cac phuong phap san xudt IVIG tao ra hiéu sudt cao hon it nhit 1a 6%
dén 10% so voi hiéu suit dat duoc hién nay, ciing nhu ché phim IVIG thu duogc tir cac

phuong phéap nay.

Ban chit ki thuat ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché 13 d& xuit phuong phép didu ché ché phim giau IgG
(vi du, ché phidm IVIG) tir huyét tuong. Theo cach c6 1¢i, cac phuong phép duoc dé
xuét theo sang ché mang lai cac cai tién dang k& so véi cac phuong phap san xuét hién
tai dé diéu ché ché phdm IVIG. Vi duy, c4c phuong phip dugc dé xut theo sang ché
cho phép gia ting hiéu suit cia IgG trong téng lwong ché phim cubi ma khong lam

gidm d¢ tinh khiét can thiét dé dung qua duwong tinh mach.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xut phuong phap didu ché ché phim giau
IgG tir huyét tuong bao gdm cac budc (a) lam két tia phan doan huyét tuong nghéo
két tha lanh, & budc lam két tha thi nht, béng ruou véi lugng ndm trong khoang tir
6% dén 10% & d6 pH nim trong khoang tir 7,0 dén 7,5 dé thu dugc chit két toa thi
nhét va phan dich ndi thir nhét, (b) 1am két tia IgG ra khoi phin dich ndi tht nhit, &
budc lam két tiia th hai, bing rugu véi lugng nim trong khoang tlir 20% dén 25% &
do pH nam trong khoang tir 6,7 dén 7,3 dé tao ra chét két tua thtr hai, (c) tao huyén
phut lai d6i v6i chat két tiia thir hai d& tao ra huyén phu, (d) lam két tda IgG ra khéi
huyén phii dugc tao ra & budc (c), & budc 1am két tua thi ba, bing ruou véi luong
nim trong khoang tir 22% dén 28% & d6 pH ndm trong khoang tir 6,7 dén 7,3 dé tao ra
chét két tha thi ba, (e) tao huyén phu lai ddi voi chét két tia thit ba dé tao ra huyén
pht, va (f) tich phan doan hoa tan ra khoi huyén phit duoc tao ra & bude (e), bing
cach d6 tao ra ché pham giau IgG, trong d6 it nhit mot trong sd cac budc 1am két tia
thir nhit, budc lam két tha thir hai, hodc budc 1am két ta thu ba bao gdm bd sung
ruou vao bang cach phun. Theo mét phuong 4n, ruou duge bd sung vao ¢ budc lam
két tia thir nhit bang cach phun. Theo mot phuong 4n khéc, rugu duge bd sung vao &
budc lam két tia thit hai bing cach phun. Theo mét phuong 4n khéc nita, ruou duoc

bb sung vao & budc 1am két tia thi ba bang cach phun.
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Theo mot sé phuong 4n, d6 pH ctia mdt hodc nhidu dung dich c6 thé duoc
didu chinh bang cach bd sung chit lam thay d6i d6 pH vao bang cach phun. Theo céc
phwong 4n lién quan, d6 pH & it nhat mot trong s6 cac budc 1am két tia thir nhét, budc
lam két tha th hai, hodc budc lam két tia thir ba dat duoc b?mg cach bd sung dung
dich lam thay dbi do pH vao sau khi bd sung rugQu vao, hodc trude va sau khi bd sung
rugu vao, trong va sau khi bd sung rugu vao, hodc trudc, trong, va sau khi bd sung
rugu vao. Theo mdt phuong an cé lién quan khac, do pH cua bude lam két ta co6 thé
dugc duy tri trong toan bd phan tmg két tia bing cach didu chinh d6 pH mét cach lién

tuc.

Theo mot phuong &n cu thé, 3o pH cua budc lam két taa thu nhat duoc didu
chinh sau khi b sung ruou vao bang cach phun bd sung chit 1am thay ddi d6 pH vao.
Theo mdt phuong 4n khéc, d6 pH ctia budc 1am két tia thi hai duge didu chinh sau
khi bd sung rugu vao bing cach phun bd sung chét 1am thay dbi d6 pH vao. Theo mot
phwong 4n khéc nita, d6 pH ctia budc 1am két tha thi ba dugc didu chinh sau khi bd

sung ruou vao bing cach phun bd sung chét 1am thay ddi d6 pH vao.

Ngoai ra, cic phuong phép diéu ché theo sang ché c6 thé con bao gém budc
sic ky trao dbi ion (nghia 13, sic ky trao dbi anion va/hodc sic ky trao ddi cation),
budce loc nano, budce siéu loc/loc thim tach, hodc k§ thuét tinh ché thich hop bat ky
khéc d& gia ting hon nita d¢ tinh khiét hodc chat lugng cta cac ché phim IVIG.

Theo mot khia canh khac, sang ché @ xuit phuong phap diéu ché ché phim
gidu IgG tir huyét trong bao gdm cic budc diéu chinh d6 pH ciia phan doan huyét
tuong nghéo két ta lanh dn hodc dén khoang 7,0, (b) diéu chinh ndng d6 etanol cia
phan doan huyét twong nghéo két tia lanh & bude (a) dén hodc dén khoang 25% (thé
tich/thé tich) & nhiét d6 ndm trong khoang tir -7°C hoic khoang -7°C dén -9°C hozic
khoang -9°C, bing cach d6 tao ra hdn hop, (c) tich chét long va chét két tia ra khéi
hén hop thu dugce & bude (b), (d) tao huyén phu lai d6i v6i chit két tia thu dugc &
bude (c) bang dung dich dém chita phosphat va axetat, trong d6 d6 pH cua dung dich
dém dugc didu chinh bing hodc bang khoang 600mL axit axetic bing cho 1000L dung
dich dém, béng cach d6 tao ra huyén phi, (e) tron silic dioxit d& nghién min (Si0,) véi

huyén phu thu dugc & bude (d) trong thdi gian it nhat khoang 30 phut, (f) loc huyén
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phu bﬁmg may loc ép, b'c°1ng cach do tao ra dich loc, (g) rira may loc ép béng dung dich
dém chita phosphat va axetat voi thé tich it nhit bing 3 1in thé tich chét cua may loc
ép, trong d6 do pH ctia dung dich dém dugc didu chinh bing hoic bing khoang
150mL axit axetic bang tinh cho 1000L dung dich dém, bz"ing cach d¢ tao ra dung dich
rira, (h) két hop dich loc thu duge & budce (f) véi dung dich rira thu duge & bude (g),
bang céch d6 tao ra dung dich, va xir ly dung dich nay bang chét tdy rira, (i) diéu chinh
d6 pH cua dung dich thu dugc & budc (h) dén bing hoic bang khoang 7,0 va bd sung
etanol vao dén ndng d6 cudi bang hoic bang khoang 25%, bing cach d6 tao ra chét
két tua, (j) tach chét 1ong va chit két tiia ra khoi hdn hop thu duoc & bude (i), (k) hoa
tan chét két tda trong dung dich nuéc chira dung méi hodc chit tiy rira va duy tri dung
dich nay trong it nhét 60 phit, (I) cho dung dich sau budc (k) di qua cdt sic ky trao
d6i cation va rira giai protein dwoc hdp thu trén cot vao dung dich giai hap, (m) cho
dung dich giai hip thu dugc & budc (1) di qua cdt sic ky trao ddi anion dé tao ra dong
thai, (n) cho dong thai thu dugc & budc (m) di qua thiét bi loc nano dé tao ra dich
locnano, (o) cho dich loc nano thu dugc & bude (n) di qua mang siéu loc dé tao ra dich
sidu loc; va (p) thdm tach dich siéu loc thu duoc & budc (o) dva vao dung dich dém
loc thdm tach d tao ra dich loc thim tach c6 ndng do protein nim trong khoang tir 8%
(khdi Iugng/thé tich) dén khoang 12% (khdi luong/thé tich), bang cach d6 thu dugc
ché pham IgG co dic.

Theo mot khia canh khéc, séng ché @& xudt ché phdm IgG trong nudc diéu
ché dugc theo cac phuong phép boc 1§ trong ban md ta. Thong thudng, ché phim IgG
c6 d¢ tinh khiét cao (vi dy, ham lugng IgG it nhét 12 95%, 98%, 99%, hoic 16n hon),
chira ndng d6 protein nim trong khoang tir 20g/L dén 200g/L, va chira ham luong tap
chit IVIG néi chung, nhu IgG, IgM, Fibrinogen, Transferrin, ACA, chét c6 hoat 6
phan giai amit, PKA, va cac chit tuong tu 14 rit thip.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché dé xuét duoc phdm va ché phim chua
IgG thich hop dé dung trong liéu phép IVIG. Dugc phim c6 db tinh khiét cao (vi du,
ham lugng IgG it nhét bing 98%, 99%, hoic 16n hon), chita protein véi ndng d6 nim
trong khoang tir 20g/L dén 200g/L, va chira ham luong tap chét IVIG néi chung, nhu
IgG, IgM, Fibrinogen, Transferrin, ACA, cac chit c6 hoat d6 phén giai amit, PKA, va
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cac chit tuong tu 1a rat thip. Thong thudng, dugc phdm duoc bao ché thich hop dé
dung qua dudng tinh mach (nghia 13, dung ¢ didu tri bing IVIG), tiém duéi da, hodc
tiém bép.

Theo mdt khia canh khac, sdng ché d& xuat dugc phém dugc str dung dé diéu
tri bénh suy gidm mién dich, bénh tu mién, hogic nhiém khuin cp tinh & ngudi cin
diéu tri. Vi du khéng gidi han vé bénh va c4c tinh trang bénh c6 thé dugc didu tri hoac
kiém soét theo cac phwong phap theo sang ché bao gbm ciy ghép tiy xuong di sinh,
bénh ung thu bach ciu lympho man tinh, bénh ban xuét huyét giam tiéu cu tu phat
(idiopathic thrombocytopenic purpura - ITP), bénh HIV & tré nhd, suy gidm mién dich
nguyén phat, bénh Kawasaki, bénh da day than kinh hay myelin do viém man tinh
(chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy - CIDP), ghép than véi thé nhan
c6 tinh khéng thé cao hodc bang thé cho khong twong thich ABO, héi chimg mét man
tinh, bénh viém rudt két do thiéu hut khuan thoi, bénh viém bi co va bénh viém da co,
bénh mét Graves, hoi chimg Guillain-Barré, chimg loan dudng co, bénh viém co thé
vui, hi ching Lambert-Eaton, bénh ban d6 luput, bénh than kinh van dong da §, bénh
x0 climg réi rac (multiple sclerosis - MS), bénh nhugc co ning, bénh giam tiéu ciu dj
mién dich so sinh, nhiém Parvovirus B19, bénh pemphigut, chimg ban xuét huyét sau
tiém truyén, chimg dao thai ghép than, say thai/mét thai tw phat, hoi chimg ngudi cing
do, hoi chimg co giat mit theo nhiéu hudng, benh nhidm tring ning va séc nhim
tring & ngudi trudng thanh bi dm ning, bénh hoai tir bidu bi nhidm doc, bénh ung thu
bach cau lympho man tinh, bénh da u tuy, chimg thiéu gamma globulin-huyét c6 lién
quan dén nhiém sic thé X, ching giam gamma globulin-huyét, chimg suy gidm mién
dich nguyén phét, bénh xo cimg rai rac thuyén giam tai phat (Relapsing remitting
multiple sclerosis — RRMS), bénh Alzheimer, va bénh Parkinson.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 1a d6 thi thé hién néng d6 IgG xac dinh dugc theo phuong phap
ELISA (A) va theo phuong phép dinh lugng bing cach do d6 duc () va ndng do
protein téng (m) c6 mit trong dich rira sau loc Phén doan II+1II theo thé tich dung dich
dém duoc dung dé rira thiét bi loc sau khi loc tinh theo sb 14n thé tich chét cua thiét bi

loc.
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Hinh 2 14 d5 thi thé hién hoat 46 PKA trung binh trong cac phan doan hoa tan
chit két tha G sau khi chiét va lam trong & do pH ndm trong khoang tir 3,8 dén 5,0

bing cach bd sung axit axetic vao c6 xir ly va khong xtr Iy bang Aerosil (silic dioxit).

Hinh 3 14 d thi thé hién ham lugng fibrinogen trung binh ctia cac phan doan
hoa tan chit két tia G sau khi chiét va lam trong & d6 pH nim trong khoang tir 3,8 dén
5,0 bang cach bd sung axit axetic vao c6 xit ly va khong xtr Iy bang Aerosil (silic

dioxit).

Hinh 4 13 d6 thi thé hién hoat do phén giai amit trung binh cta cic phin doan
hoa tan chit két tiia G sau khi chiét va lam trong & d6 pH nim trong khoang tir 3,8 dén
5,0 bing cach bd sung axit axetic vao c6 xu ly va khong xtr Iy bang Aerosil (silic

dioxit).

Hinh 5 13 dd thi thé hién hoat do phén gidi amit ciia cac phan doan hoa tan
chét két tia G duoc chiét va lam trong & d6 pH nam trong khoang tir 3,8 dén 7,8 sau
khi 0 trong 2 tudn & 4°C (4) hodc trong 1 tudn nita & nhiét d6 trong phong (m).

Hinh 6 14 d6 thi thé hién hoat 46 PKA ciia c4c phan doan hoa tan chit két tia
G duogc chiét va 1am trong & d6 pH nim trong khoang tir 3,8 dén 7,8.

Hinh 7 14 d thi thé hién mirc khac biét vé do tinh khiét cta dich loc phan
doan IT+III da dugc cai bién c6 xir ly va khong xir Iy bang silic oxit khoi. Phd sic ky
dién di trén xenluloza axetat cta dich loc phan doan II+III cai bién cla hinh 7A thé
hién viéc chi dugc lam trong b?mg chét tro loc va cua hinh 7B thé hién viéc chi duoc
lam trong sau khi xir Iy bang silic oxit khoi.

Hinh 8 1a d6 thi thé hién muc chuyén dich d6 pH tir 6,9 ctia phan dich ndi
Phén doan II+III sau khi bd sung ruou dé lam két ta trong qua trinh san xuét IgG &
quy md lon.

Hinh 9 14 d6 thi thé hién luong axit axetic bang theo d6 pH cua dung dich
dém chiét két tia Phan doan IT+III d3 cai bién.

Hinh 10 1a d6 thi thé hién luong axit axetic bing theo d6 pH cua dung dich

dém sau khi rira thiét bi loc huyén phtt Phan doan II+III d4 cai bién.
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Mo ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

Thuat ngit "khéng thé" dugc ding trong ban mé ta nay dé chi polypeptit vé& co
ban duge ma hoa bdi gen globulin mién dich hozc cac gen globulin mi&n dich, hoic
doan cuia no, gin két dic hidu va nhén biét mot chit cin phén tich (khang nguyén).
Céc gen globulin mién dich dd dugc nhan biét bao gém cic gen ving hing dinh
kappa, lambda, alpha, gama, delta, epsilon va mu, ciing nhu vd sb cic gen ving thay
dbi globulin mién dich. Chudi nhe dugc phan loai 14 kappa hojc lambda. Chudi ning
dugc phan loai la gama, mu, alpha, delta, hoic epsilon, 14n luot x4c dinh céc nhém

globulin mién dich IgG, IgM, IgA, IgD, va IgE tuong {mg.

Vi du v& don vi cAu triic globulin mién dich (khang thé) bao gdm hai cip
chudi polypeptit, mdi cdp c6 mét chudi "nhe" (khoing 25kD) va mot chudi "ning"
(khoang 50kD dén 70kD). Dau tan cling N ciia mdi chudi x4c dinh ving thay dbi gdm
khoang 100 dén 110 axit amin hogic nhidu hon chiu trach nhiém chinh trong vi€c nhén
biét khang nguyén. C4c thuat ngit chudi nhe thay déi (V1) va chudi ning thay déi (Vi)

duge dung dé chi cac chudi nhe va chudi ning tuong ung.

Thuét ngit “si€u loc (ultrafiltration - UF)” dugc dung trong ban md ta nay bao
gdm nhidu phuong phap loc mang khac nhau, trong d6 4p suét thiy tinh ép mot chit
16ng qua mang ban thdm. Chét rin dwoc tao huyén phi va chit tan c6 phan tir lugng
cao dugc git lai, trong khi nudc va chit tan c6 phan tir rong thip di qua mang nay.
Quy trinh phan tich ndy thudng duge &p dung & tinh ché va c¢6 dic dung dich c6
phan tir luong 16n (10°Da dén 10°Da), dic biét 1a dung dich protein. C6 sin nhidu
mang siéu loc tuy theo kich thuéc cia phan ti cn git lai. Viéce siéu loc thudng duge
dic trung bdi ¢& 16 mang nim trong khoang tir 1kDa dén 1000kDa va &p sudt van
hanh nim trong khoang tir 0,01bar dén 10bar, va dic biét 1a c6 thé dung dé phan téch
chit keo nhu protein ra khoi cac phan tir nhé nhu dudng va mubi.

Thuét ngit "loc thim tach" dugc sir dung trong ban mo ta nay dé chi qua trinh
duoc thyc hién véi cdc mang giéng nhu siéu loc va 1a qua trinh loc tiép tuyén. Trong
budce loc thdm tach, dung dich dém duoc dua vao bé tai ché trong khi dich loc duoc

thdo ra khoi bd phan van hanh. Trong cic qua trinh khi san phim nim trong phin
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duoc gitt lai (vi du IgG), budc loc thdm tach rira cdc hop phan ra khoi phin gom san
phdm va di vao dich loc, bing cach d6 thay dung dich dém va 1am giam ndng d6 cta

cac loai hop chat khong mong mudn.

Thuat ngit "khoang" dugc ding trong ban md ta nay dé chi pham vi gin dung
bao gém cong hodc trir 10% so véi tri s& cu thé. Chéng han, "khoang 20%" bao ham

pham vi 18% dén 22%.

Thuat nglt "trdén" dugc dung trong badn mo ta nay dé mé ta hoat dong gay ra
su phan bd ddng déu hai hoic nhiéu hop chét hodc chit khac nhau trong dung dich
hodc huyén phu bing cach khudy bit ky. Budc “tron” theo sang ché nay khong cén
thiét dat &én két qua 1a su phan bd hoan toan déu ctia tit ca cic thanh phan trong dung

dich hodc huyén phu.

Thuét ngit "dung méi" duge ding trong ban mo ta ndy bao ham chét 1ong bt
ky c6 kha ning hoa tan hodc phan tan mdt hoc nhidu chét khac. Dung méi c6 thé 1a
dung méi vd co, nhu nudc, hodc co thé 1a chét 16ng hitu co, nhu etanol, axeton, metyl
axetat, etyl axetat, hexan, xéng, v.v.. Khi dugc st dung trong thudt ngtt "xir ly b%mg
dung moéi tiy rira ", dung méi biéu thi dung méi hitu co (vi dy, tri-N-butyl phosphat),
12 mét phan ctia hdn hop dung méi tdy rira dugc dung dé 1am bt hoat virut duoc bao

bang lipit trong dung dich.

Thuét ngit "chét tiy rira" duoc st dung trong ban md ta nay theo cach thay
thé cho thuat ngit "chét hoat dong bé mat" hodc "tAc nhan hoat dong bé mat". Cac chét
hoat déng bé mit thuong 13 céc hop chét hitu co amphiphil, nghia la, ddng thoi chia
cac nhom ky nude ("cac dudi") va cac nhém ua nude ("cac dau"), khién cho cac chét
hoat dong bé mit tan trong ca dung mdi hitu co va nude. Chét hoat dong bé mit c6 thé
dugc phén loai dya theo sy cd mét cua cdc nhém mang dién tich chinh & dau cta no.
Chét hoat dong bé mit khong ion khong c6 cac nhém mang dién tich & dau cia no,
trong khi chét hoat déng bé mit ion lai mang dién tich & dau cua n6. Chét hoat dong
bé mit ion ludng tinh chira mdt d4u v6i hai nhém mang dién tich trai ddu. Mot sb vi
du v& cac chét hoat dong bé mit thong thudng bao gdm: Anion (trén co s& anion
sulfat, sulfonat hodc carboxylat): perflooctanoat (PFOA hodc PFO),
perflooctansulfonat (PFOS), natri dodexyl sulfat (SDS), amoni lauryl sulfat, va céc
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mubi alkyl sulfat bat ky, natri laureth sulfat (con dugc goi 13 natri lauryl ete sulfat,
hodc SLES), alkyl benzen sulfonat; cation (trén co s& cic cation amoni bac bén): xetyl
trimetylamoni bromua (CTAB) con dugc goi la hexadexyl trimetyl amoni bromua, va
cac mubi alkyltrimetylamoni khac, xetylpyridinium clorua (CPC), amin tr m& dong
vat dugc polyetoxyl hod (POEA), benzalkoni clorua (BAC), benzethoni clorua (BZT);
axit béo mach dai va mudi cta chung: k& ca caprylat, axit caprylic, heptanoat, axit
hexanoic, axit heptanoic, axit nanoic, axit decanoic, va cac axit tuong ty; ion ludng
tinh (ludng tinh): dodexyl betain; cocamidopropyl betain; coco ampho glyxinat;
khong ion: alkyl poly(etylen oxit), alkylphenol poly(etylen oxit), copolyme cua
poly(etylen oxit) va poly(propylen oxit) (c6 tén thwong mai 14 Poloxamers hoic
Poloxamines), alkyl polyglucosit, k& ca octyl glucosit, dexyl maltosit, ruou béo (vidy,
ruou xetyl va rugu oleyl), cocamit MEA, cocamit DEA, polysorbat (Tween 20, Tween

80, v.v..), chét tdy rira Triton, va dodexyl dimetylamin oxit.

Céc thuat ngit diéu tri "IgG qua dudng tinh mach" hoic "IVIG" dugc st dung
trong ban mé ta nay d& chi phuong phép diéu tri bing cach cho bénh nhan can didu tri
mot sb tinh trang bénh nhur suy giam mién dich, viém nhidm, va cic bénh ty mién,
diing hdn hop gdm glubulin mién dich IgG qua dudng tinh mach, tiém dudi da, hoic
tiém bap. Cac globulin mién dich IgG thudong dugc gop lai va dugc didu ché tir huyét
tuong. Cac khéng thé nguyén ven hoic doan ciia chung c6 thé dugc s dung. Céc
globulin mién dich IgG c¢6 thé dwogc bao ché & néng do cao hon (vi dy, cao hon 10%)
dung dé tiém dudi da, hogc dugc bao ché dé tiém bip. Didu nay 14 dic biét phd bién
d6i véi cac ché phdm IgG chuyén dung dugc bao ché véi d6 chuén trung binh 16n hon
d6i véi cac khang nguyén dic hiéu (vi du, yéu t5 Rho D, doc t& gy chimg ho lau
ngay, doc t6 gdy bénh udn van, doc t6 gay chimg ngd doc thit, bénh dai, v.v..). D& d&
dang thao ludn, cic ché phim IgG da duogc bao ché dé dung dudi da hoic tiém bip déu
dugc bao ham trong thuat ngit "IVIG" trong sang ché nay.

Thuat ngit "lugng hoac lidu lugng hitu hiéu c6 tac dung tri li€u" hodc "luong
hoic liéu lwong dw/hitu hidu" cé nghia 14 lidu luong tao ra tic dung dich cta viée dung
né. Liéu dung chinh xac s& phu thudc vao muc dich diu tri, va duoc chuyén gia trong

Iinh vuc biét rd bang cach 4p dung cac k¥ thuit di biét (xem: Lieberman,
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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, chéng han).

Thuét ngit "phun" dugc dung trong ban md ta nay dé chi cach phéan phdi chét
long vao mot hé, vi du, trong budc 1am két tia béng ruou, nhu bude lam két tha phén
doan I hodc II+III ctia Cohn c6 cai bién, & dang céac giot chét l6ng cue nho hodc dang
mu. Viéc phun c6 thé dat dugc bang thiét bi ap luc bét ky, nhu mot thung chira (vi du,
binh phun), ¢ dau phun hodc vdi phun va dugc van hanh bing tay hodc tu dong dé
bién chét l6ng thanh dang mu cuc min. Thong thuong, viéc phun dugce thyc hién trong
khi hé théng nhén chét long duoc khuéy lién tuc hodic duogc trdn theo cach khac dé

dam bao su phan bd nhanh va déu ctia chit long trong hé théng.
I. Téng quan

Nhu dugce 4p dung thudng xuyén trong y hoc hién dai, cac ché phim chura cac
globulin mién dich (dic biét 1a IgG) c6 dic vo trung duoc str dung dé diéu tri cac tinh
trang bénh thudc ba nhém chinh: cac bénh suy giam mién dich, cac bénh viém va tu
mién, va cac bénh nhiém khudn cép tinh. San phim IgG thudng dugc st dung, chinh
1a globulin mién dich dung qua dudng tinh mach hodc IVIG, dugc bao ché @ dung
qua dudng tinh mach, vi du, & ndng d6 bing hoic bing khoang 10% IgG. Cac
globulin mién dich c6 ddc cling c6 thé dugce bao ché dé tiém dudi da hodc tiém bip, vi
du, & ndng d6 biang hoic bing khoang 20% IgG. Pé d& dang thao ludn, c4c ché phim
IgG dugc bao ché dé ding dudi da hoic tiém bép ciing duge bao ham trong thuat ngit

"IVIG" trong badn md ta nay.

Theo mdt s6 khia canh, sang ché d& xuét phuong phap san xuét IVIG giup gia
tang hidu suit cudi cling cta san phim, ddng thoi van tao ra ché phdm IVIG c6 chit
luong bang hoidc cao hon va trong mot sb truong hop ¢6 ndng d6 cao hon. Theo mot
phuong 4n, sang ché dé xuét phuong phép tach phan doan ctia Cohn ¢6 cai bién nhim

lam gidm sy hao hut IgG & mot hodc nhiéu budc 1am két tua.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuit ché phim IgG duoc bao ché theo

phuong phép san xudt cai tién theo sang ché. Theo cach c6 loi, viéc bao ché céc ché
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pham nay 1a it tn kém hon so vé&i cac san phdm thwong mai hién c6 do hiéu suét thu
dugc theo phuong phap theo sang ché 1a dugc cai thién. Hon nita, cac ché phim nay la
tinh khiét, hodc néu khong thi tinh khiét hon so vé6i ché phim dugc san xuét b::ing cach
ap dung cdc phuong phép thuong mai. Quan trong 14, cic ché phim nay 14 thich hop
dé dung trong viéc diéu trj cac bénh suy giam mién dich, cac bénh viém va tu midn, va
céc bénh nhiém khuin cép tinh bing IVIG. Theo mdt phuong 4n, ché phdm IgG ¢6
ndng d6 IgG bing hoic bing khoang 10% dé ding qua dudng tinh mach. Theo mot
phuong an khéc, ché phdm IgG c6 ndng d6 bing hodc bing khoang 20% ding d tiém

dudi da hodc tiém bap.

Theo mot khia canh khéc, sing ché d& xuit dugc phdm va ché phdm duge
dung chira IgG theo phuong phap san xuét cai tién theo sang ché nay. Theo mot sb
phuong 4n, céc dugc phdm va ché phim nay c6 cac dic tinh cai thién so véi ché phim
IVIG hién c6 trén thi tudng. Vi du, theo mot s phuong an, sang ché dé xudt duge

pham va ché phim 6n dinh trong khoang thoi gian dai.

Theo mot khia canh khéc nita, séng ché d& xuét ché phdm IgG dugc bao ché
bang cach 4p dung cic phwong phép cai tién theo sang ché dugc st dung dé diéu tri

bénh suy gidm mién dich, bénh viém va tw mién, va bénh nhidém khuén cép tinh.
II. Phuong phap san xuat IVIG

Thong thuomg, cac ché phim globulin mién dich theo sang ché c6 thé duogc
bao ché tir nguyén liéu ban dau thich hop bét ky, vi du, huyét trong dugc thu hdi hoidc
huyét tuong ngudn. Trong mdt vi du dién hinh, méu hoic huyét tvong dugc thu nhan
tir ngudi hién khée manh. Thong thuong, mau dugc thu nhén tir dong vat cung loai
v6i dbi teong s& ding ché phdm globulin min dich (thuong duoc goi 1a céac globulin
mién dich “tuong déng”). Céc globulin mién dich dugc phan 1ap tir mau theo cac quy
trinh thich hop, vi du, 1am két taa (tach phan doan bang ruou hojic tach phén doan
béang polyetylen glycol), phuong phép sic ky (sic ky trao ddi ion, sic ky 4i luc, sic ky
&i luc mién dich, v.v..) siéu ly tdm, va diéu ché dién di, va céc phuong phép tuong tu.
(vi dy, xem: Cohn et al., J. Am. Chem. Soc. 68:459-75 (1946); Oncley et al., J. Am.
Chem. Soc. 71:541-50 (1949); Barundern et al., Vox Sang. 7:157-74 (1962); Koblet et
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al., Vox Sang. 13:93-102 (1967); cac patent My sb 5,122,373 va 5,177,194, chéng

han, toan bd ndi ding cua cac tai liéu nay duoc dua vao ddy bang cch vién din).

Trong nhiéu trudng hop, cic globulin mién dich duge didu ché tir cac san
pham chira gama globulin duoc tao ra theo phuong phép tach phan doan bing rugu
va/hodc trao dbi ion va sic ky 4i luc ma cac chuyén gia trong linh vyc d4 biét r3. Vi
du, Phan doan II duoc tinh ché theo phuong phép ctia Cohn thuong dugc dung lam
diém khoi dau dé phan 14p cic globulin mién dich. Dich dic chitra Phan doan II theo
phuong phép cua Cohn dung lam nguyén liéu ban diu thuong chira khoang 95 phin
trim IgG va bao gém bén phan nhém IgG. Cac phin nhém IgG khac nhau c6 mit
trong Phéan doan I & cling mét ty 1¢ xAp xi nhu khi chung dwoc tim thdy trong huyét
twong cta ngudi da dugc gom lai. Phan doan II dugc tinh ché tiép trudc khi bao ché
thanh san phém dé dung. Vi dy, dich dic Phan doan II ¢6 thé dugc hoa tan trong dung
dich ruou chira nudce lanh tinh khiét va tap chét duoc loai bd bang cach lam két tua va
loc. Sau khi loc 1an cudi, huyén pht globulin mién dich c¢6 thé duoc loc thdm tach
hotc loc thim tach (vi du, bang cach sir dung mang siéu loc ¢6 2161 han phén tr lugng
danh nghia nhé hon hodc bz"lng 100.000 dalton) dé loai bd ruou. Dung dich c6 thé
duoc c6 hodc pha lodng dé dat duoc néng do protein mong mudn va ¢ thé duge tinh

ché tiép theo cac k¥ thust ma cac chuyén gia trong linh vuc da biét rd.

Hon nita, cdc budc diéu ché khac c6 thé duoc 4p dung d& 1am giau mot isotyp
ho#c phan nhém globulin mién dich cu thé. Vi dy, sic ky sepharoza protein A, protein
G hoic protein H c6 thé dugc st dung dé 1am giau hdn hop gdm cac globulin min
dich IgG, hodc phan nhém IgG dic hi¢u. Xem tai li€u: Harlow and Lane, Using
Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1999); Harlow and Lane,
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988); va
patent My s 5,180,810, toan bd cac tai lidu nay dugc dua vao ddy bing cach vién
dan.

Khéng gidng nhu cdc phuong phép néu trén, theo mot khia canh, sang ché dé
xuét phuong phép bao ché ché phdm IgG c6 dic st dung nguyén lidu ban dau c6 ndng
d6 thép trong diéu kién lanh. Thong thuong, phuong phap theo sang ché st dung ca

buéc tich phin doan bang ruou theo phuong phap Cohn-Oncley c6 cai bién va bude
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sic ky trao ddi ion dé thu dugc hiéu suit IgG cao, dong thoi duy tri chét luong bing,
hodc néu khong thi cao hon, so véi chit lugng ciia cic ché phdm IVIG thuong mai
hién c6 trén thi truong. Vi du, theo mét sd phuong 4n, sang ché d& xuit phuong phép
tao ra ché phdm IgG cudi cling chira ham luong IgG dat gan 75% ham lwong dugc tim
thdy trong nguyén lidu huyét twong thé ban dau. Cac phuong phép nay tiéu biéu cho
su gia ting it nhat 10% dén 12% hiéu suat IgG néi chung so véi hidu sudt hién c6 cua
c4c phuong phép tinh ché di biét. Vi du, wdc tinh ring quy trinh san xuét
GAMMAGARD® LIQUID tao ra hiéu suét cudi cing nim trong khoang tir 60% dén
65% ham luong IgG duoc tim thdy trong nguyén liéu ban dau. Nhu vay, cic phuong

phap theo sang ché cai thién dang ké so véi cac k¥ thuat tinh ché IgG hién cé.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuét ché phim IgG tinh khiét chira it nhét
70% ham luong IgG tim thdy trong nguyén liéu huyét twong tho ban dau. Theo mot
phuong an khéc, sang ché dé xudt ché phdm IgG tinh khiét chira it nhit 75% ham
luong IgG duoc tim thiy trong nguyén lidu huyét twong tho ban dau. Theo cic phuong
an khac, sang ché dé xuit hdn hop IgG chua it nhét khoang 65% ham luong IgG dugc
tim thdy trong nguyén lidu huyét twong thé ban diu, hoic it nhit 66%, 67%, 68%,
69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75% ham lugng IgG dugc tim tha“iy trong nguyén

liéu huyét tuong tho ban dau hoc nhiéu hon.

A. Phuong phap tach phan doan dua trén viéc lam két tda bang ruou c6 cai bién/sic
ky trao ddi ion

Theo mot khia canh, sang ché dé xudt phuong phép cai tién san xuét ché
phdm IgG thich hop d dung trong diéu tri IVIG. Néi chung, cac phuong phép nay tao
ra cac ché phém IgG c6 hi€u sult cao va co do tinh khiét béng, hoac cao hon, cac

phuong phép hién dang duoc ap dung @8 san xuét cac san phdm IVIG thuong mai.

Theo mdt khia canh cu thé, sang ché d& xuit phuong phép bao ché ché phim
IgG cb dic tir huyét tuong, vi du, 10% IVIG, phuong phap nay bao gbm viéc thuc
hién it nhat mot bude lam két tua bang ruou va it nhit mot bude sic ky trao dbi ion.
Cu thé, nhidu budc trong céi tién quy trinh néu trén khéc véi cac quy trinh trude day,
vi du, st dung 25% etanol & nhiét d6 thép hon, bd sung etanol vao bang cach phun,

diéu chinh d6 pH bz‘?lng cach phun, va st dung céc hat silic oxit da dugc nghién min.
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Theo moét phuong 4n, phuong phap nay bao gdm cac budc (a) lam két tia
phan doan c6 it plasmit trong diéu kién lanh, & budc lam két tia thir nhét, bing rugu
v6i lugng ndm trong khoang tir 6% dén 10% & d6 pH nim trong khoang tir 6,7 dén 7,3
dé thu dugc phan dich néi giau IgG, (b) lam két tia IgG ra khéi phan dich ndi nay
bing ruou véi lugng ndm trong khoang tir 20% dén 30% & nhiét d6 thip hon va & do
pH nam trong khoang tlr 6,7 dén 7,3 d& tao ra chét két tia thir nht, (c) tao huyén phu
lai d6i voi chat két taa thir nhit dugc tao ra & bude (b) dé tao ra huyén phu, (d) xr ly
huyén phit duoc tao ra & budc () bang chét téy rira, () lam két tua IgG ra khéi huyén
phil ndy bing ruou véi luong ndm trong khoang tir 20% dén 30% & do pH nim trong
khoang tir 6,7 dén 7,3 @ tao ra chit két tua tht hai, (f) tao huyén phu lai d6i vé6i chat
két tiia thir hai dugc tao ra & budc () dé tao ra huyén phi, (g) xir Iy huyén phu duoc
tao ra & budc (f) béng dung méi va/hodc chit tiy rira, va (h) thuc hién it nhat mot
budc tach phan doan bang sic ky trao ddi ion, nhd d6 tao ra ché phdm IgG c6 dic.
Theo mét phwong 4n, phwong phap nay con bao gdm xir Iy huyén phi duge tao ra &

budc (c) bang silic dioxit d4 dugc nghién min (SiO2) va loc dung dich trude bude (d).

Theo mot phuong 4n, séng ché dé xuit phuong phap didu ché ché phim IgG
o dic tir huyét tuong, phwong phap niy bao gdm cac budce (a) didu chinh do pH cua
phan doan huyét twong nghéo két tiia lanh dén khoang 7,0, (b) diu chinh ndng do
etanol ctia phan doan huyét trong ngheo két tua lanh & bude (a) dén hodc dén khoang
25% (thé tich/thé tich) & nhiét d6 nim trong khoang tir -5°C dén -9°C, bing cach d6
tao ra hdn hop, trong d6 ndng d6 etanol c6 thé dugc diéu chinh bing cach phun, (c)
tach cht 1ong va chét két tia ra khoi hdn hop thu dwoc & budc (b), (d) tao huyén phu
lai d8i véi chat két tua thu dwoc & bude (c) bang dung dich dém chira phosphat va
axetat, trong d6 d6 pH ctia dung dich dém duoc diéu chinh bing axit axetic bang vai
luong nim trong khoang tir 400mL dén 700mL tinh cho 1000L dung dich dém, bing
céch d6 tao ra huyén phu, (e) trdn silic dioxit ¢4 nghién min (SiO2) v6i huyén phu thu
duoc & bude (d) trong thoi gian it nhat khoang 30 phut, (f) loc huyén phil bing may
loc ép, béng cach d6 tao ra dich lgc, (g) rra méy loc ép bing dung dich dém chua
phosphat va axetat v6i thé tich it nhét bang 3 14n thé tich chét ctia may loc ép, trong d6
d6 pH cua dung dich dém duoc diéu chinh bing khoang 150mL axit axetic bing tinh
cho 1000L dung dich d€m, béng cach d6 tao ra dung dich rira, (h) két hop dich lgc thu
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dugc & budc (f) véi dung dich rira thu duge & bude (g), béng cach d6 tao ra dung dich,
va xir Iy dung dich nay bing cht tay rira, (i) diéu chinh d6 pH ctia dung dich thu dugc
& bude (h) dén khoang 7,0 va bd sung etanol vao dén ndng do cudi bing hoic béang
khoang 25%, bz"mg cach d6 tao ra chét két tua, trong do n6ng do etanol va/hoac d6 pH
c¢6 thé duge didu chinh bing cach phun (j) tach chét 10ng va chét két tia ra khoi hdn
hop thu duogc & bude (i), (k) hoa tan chat két tia trong dung dich nude chia dung moéi
hodc chit tiy rira va duy tri dung dich nay trong it nhét 60 phut, () cho dung dich sau
bude (k) di qua cot sic ky trao ddi cation va rira giai protein duoc hdp thu trén cot
trong dung dich giai hdp, (m) cho dung dich giai hip thu dugc & bude (1) di qua cét
sdc ky trao dbi anion dé tao ra dong thai (nghia 1a, dong chay qua), (n) cho dong thai
thu dugc ¢ bude (m) di qua thiét bi loc nano dé tao ra dich loc nano, (o) cho dich loc
nano thu duoc & budc (n) di qua mang siéu loc dé tao ra dich siéu loc, va (p) thdm
tach dich siéu loc thu dugc & bude (o) dua vao dung dich dém loc thdm tach dé tao ra
dich loc thim tach c6 ndng d6 protein ndm trong khoang tir 8% (khéi lugng/thé tich)
dén 22% (khdi lwong/thé tich), bing cach d6 thu dugc ché phim IgG c6 dic. Theo
mdt phuong an, nhiét do & budc (b) béng -7°C hodc khoang -7°C. Theo mdt phuong
an cu thé, dung dich dém huyén phii & buée (d) dugc didu chinh bing khoang 600mL

axit axetic bang.

Theo mdt sb phuong an, dich loc thim tich c6 ndng d6 protein nim trong
khoang tir 8% dén 12%, vi du, khoang 8%, hodc khoang 9%, 10%, 11%, hoac 12%.
Theo mdt phuong dn duge wu tién, dich loc thdm tach c6 ndng do protein bing hoic
béng khoang 10%. Theo mdt phuong 4n dugc uu tién khac, dich loc thdm tich c6
ndng d6 protein bing hoic bing khoang 11%. Theo mdt phuong an dugc wu tién khéc,
dich loc thdm tach c6 ndéng do protein bing hoic biang khoang 12%. Theo céc phuong
an khac, dich loc thdm tach c6 né)ng dod protein nam trong khoang tlr 13% dén 17%, vi
du khoang 13%, hodc khoang 14%, 15%, 16%, hodc 17%. Theo cac phuong an khac,
dich loc thim tach c6 ndng do protein nim trong khoang tir 18% dén 22%, vi du,
khoang 18%, hodc khoang 19%, 20%, 21%, hodc 22%. Theo mot phuong an dugc vu
tién, dich loc thdm tach c6 ndng d9 protein bing hoic bing khoang 20%. Theo mot

phuong 4n duoc wu tién khac, dich loc thdm tach ¢ ndng d¢ protein biang hoic bing
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khoang 21%. Theo mot phuong an duoc wu tién khéc, dich loc thim tach ¢6 n6ng do

protein bang hodc bang khoang 22%.

Theo mdt s& phuong an, phuong phép theo sang ché c6 thé c6 mot sbé cai tién
& hai hogc nhidu budc tich phan doan néu trén. Vi du, cac phwong 4n c6 thé bao gdm
cac cai tién & bude lam két tua thir nhit, budc 1am két tha Phan doan IT+III cai bién,
budc hoa tan phan doan II+III cai bién, va/hoic bude loc huyén phu Phan doan I+IIT
cai bién.

Theo mdt phuong éan, cai tién duoc tao ra & budc 1am két tua thir nhat 13 bd
sung ruou vao béng cach phun. Theo mot phuong an khac, cai tién duoc tao ra & bude
lam két tia tht nhét 1a bd sung chét lam thay dbi d6 pH vao bang cach phun. Theo
mdt phwong 4n nita, cai tién duoc tao ra & bude lam két tia thir nhat 1a didu chinh 6
pH ctia dung dich sau khi bd sung ruou vao. Theo mdt phuwong 4n lién quan, cai tién
duoc tao ra & bude 1am két tia thir nhét 13 duy tri d6 pH trong sudt qué trinh bd sung
ruou vao. Theo mot phuong 4n lién quan khéc, cai tién duogc tao ra & bude lam két tia
thir nhat 1 duy tri d6 pH trong sudt thoi gian @ két tia bing cach didu chinh lién tuc
d6 pH ctia dung dich. Theo mét s6 phuong 4n, budc lam két tiia thir nhét ¢ thé duoc
cai tién biang cach thuc hién nhiéu hon mét trong sb cac cai tién nay. Cac cai tién khac
¢ thé duoc thuc hién & budce ndy s€ dugc bdc 10 & phén duéi day khi thao luan vé
budce lam két taa thi nhit — phan doan I dugc cai bién. Béng cach thuc hién mot hodc
nhiéu cai tién néu trén, giam dugc lwong IgG hao hut trong tach phan doan bing cach
Jam két tha & budc lam két tua thir nhat va/hodc giam dugc phan doan IgG bj bién tinh
khong thuén nghich trong budc lam két tia nay.

Theo mt phuong an, cai tién duoc tao ra & budc 1am két tia Phan doan II+I1I
c4i bién 13 bd sung rugu vao bang cach phun. Theo mdt phuong 4n khac, cai tién duge
tao ra & budc lam két tia Phan doan II+III cai bién 1a bd sung chét 1am thay dbi d6 pH
vao bing cach phun. Theo mdt phwrong 4n nita, cai tién dugc tao ra & budc lam két tua
Phén doan II+III cai bién 1a diéu chinh d6 pH ctia dung dich sau khi bd sung ruou vao.
Theo mot phuong 4n lién quan, cai tién duogc tao ra & budc lam két tia Phan doan
II+III cai bién 1 duy tri 4 pH trong subt qué trinh bd sung rugu vao. Theo mot

phuong 4n lién quan khac, ci tién dugc tao ra & budc lam két tiia Phan doan II+1II cai
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bién 1a duy tri 6 pH trong sudt thoi gian 0 két tia bing cach didu chinh lién tuc d6
pH ctia dung dich. Theo mot khia canh khéc, budc 1am két tia Phan doan IT+IIT cai
bién dugc cai tién bing cach gia ting ndng do ruou dén bing hoic bing khoang 25%.
Theo mdt phuong 4n khac nita, budc 1am két tia Phan doan IT+III cai bién duoge cai
tién béng cich ha nhiét d6 0 dn nhiét d6 nim trong khoang tir -7°C dén -9°C. Theo
mdot s6 phuong 4n, budce 1am két tia Phan doan II+III cai bién c6 thé duge cai tién
bang cach thuc hién nhiéu hon mét trong sb cac cai tién nay. Céc cai tién khac c6 thé
duoc thuc hién & budc nay s& duoc boc 16 & phan dudi day khi théao luan v& budce 1am
két tua thu hai — Phan doan IT+III cai bién. Béng cach thuc hién mdt hodic nhiéu cai
tién néu trén, giam dugc lwong IgG hao hut trong phan doan dich ndi cta budc lam
két tha Phan doan II+III cai bién va/hodc giam dugc phan doan IgG bi bién tinh khong

thuan nghich trong budc lam két tia nay.

Theo modt phuwong an, cai tién duoc tao ra & budc hoa tan Phan doan I+ cai
bién dat dugc bing cach gia ting ham lugng axit axetic bang cta dung dich dém hoa
tan dén khoang 0,06%. Theo mot phuong 4n khac, cai tién duoc tao ra & bude hoa tan
Phan doan II+III cai bién dat duoc bing cach duy tri 46 pH cua dung dich trong sudt
thoi gian 0 hoa tan bing cach diéu chinh lién tuc d6 pH ciia dung dich. Theo mot
phuong &n khac, cai tién dugc tao ra & budc hoa tan Phan doan IIH+III cai bién dat
dugc bang cach tron silic dioxit d& nghién min (SiO2) véi huyén phit Phan doan II+IIT
trude khi loc. Theo mdt s§ phuong 4n, budc hoa tan Phan doan II+III cai bién c6 thé
duoc cai tién bing cach thuc hién nhidu hon mdt trong sb cac cai tién nay. Cac cai tién
khac c6 thé duoc thuc hién & bude nay s& duge boc 16 dudi day khi thao lusn vé bude
hoa tan Phan doan II+III cai bién — Chiét chit két tia Phan doan II+III cai bién. Bang
céch thuc hién mot hodc nhidu cai tién néu trén, luong IgG thu duoc trong huyén phu
Phéan doan II+III tdng lén va/hodc lugng tap chét trong huyén phu Phan doan II+III
giam di .

Vi du v& cai tién duoc tao ra & bude loc huyén pht Phan doan II+III cai bién
dugc thuc hién bang cach rira thiét bi loc sau khi loc béng dung dich dém hoa tan véi
thé tich it nhét béng 3,6 thé tich chét chura hoic chira khoang 150mL axit axetic bang

cho 1000L. Cac cai tién khéac c6 thé duge thyc hién & bude nay s& duoc boc 16 & phin
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dudi day khi thao luin vé bude loc huyén phit Phan doan ITI+III cai bién — Xt 1y so bd
va loc Huyén phi Phan doan II+III cai bién. Bang cach thuc hién mot hoic nhiéu cai
tién néu trén, giam dugc lwong IgG hao hut trong budc loc huyén phu Phin doan

II+111 cai bién.

Theo mdt phuong 4n, phuong phap nay c6 thé c6 cai tién & bude lam két tia

thtt nht va budc 1am két tha Phan doan II+1II cai bién.

Theo mdt phuong 4n khéc, phuong phép nay cé thé cé cai tién & bude lam két

tiia thit nhét va budc hoa tan Phan doan II+11I cai bién.

Theo mét phuong an khac, phwong phép nay c6 thé c6 céi tién & bude lam

két tia thir nhét va budc loc huyén phi Phan doan IT+III cai bién.

Theo mét phuong 4n khac, phuong phép nay c6 thé cé cai tién & budc lam két

tiia Phan doan II+11I cai bién va budc hoa tan Phan doan II+III cai bién.

Theo mot phuong 4n khac, phuong phap nay c6 thé c6 cai tién & budc lam két

ttia Phan doan II+III cai bién va bude loc huyén phu Phan doan II+I1I cai bién.

Theo mdt phwong 4n khac, phwong phép nay c6 thé c6 cai tién & budc hoa tan

Phén doan I+ céi bién va budc loc huyén phit Phan doan II+III cai bién.

Theo mot phuong 4n khac, phuong phép nay c6 thé cé cai tién & budce lam két
ttia thr nhét, budc lam két tia Phan doan IT+III cai bién, va budc hoa tan Phan doan

II-+III cai bién.

Theo mdt phwong 4n khéc, phwong phép nay c6 thé c6 cii tién & bude lam két
tia thir nhét, budc lam két tia Phan doan II+III cai bién, va bude loc huyén phi Phan
doan II+ITI cai bién.

Theo mdt phwong 4n khéc, phwong phép nay c6 thé c6 cai tién & budc lam két
ta thit nhit, budc hoa tan Phan doan IIH+III cai bién, va budc loc huyén phi Phin
doan II+II céi bién.

Theo mot phuwong an khéc, phuong phap nay co6 thé c6 cai tién & budc lam két
tia Phan doan II+III cai bién, budc hoa tan Phan doan IIH+III ci bién, va bude loc

huyén phit Phan doan I+ cai bién.
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Theo mdt phuong an khéc, phwong phap nay c6 thé c6 cai tién & tit ca cac
budc lam két tua thir nhat, bude lam két tha Phan doan II+III cai bién, bude hoa tan

Phan doan IT+III ci bién, va bude loc huyén phu Phan doan II+III cai bién.

Theo mot s§ phwong an, cai tién quy trinh trong phuong phap tinh ché IgG
theo sdng ché bao gdm viéc bd sung vao bing cach phun mot hodc nhidu dung dich
vao ma theo cach khéc s& duge dua vao phan doan huyét trong bing cach bd sung vao
& dang dong chay. Vi dy, theo mot sb phwong 4n, viée cai tién quy trinh bao gdm bd
sung rugu (vi dy, etanol) vao phan doan huyét twong bing cach phun nhdm muc dich
lam két tia mot hogc nhiéu loai protein. Theo cac phuong 4n khac, dung dich c6 thé
duoc thém vao phan doan huyét twong bing cach phun bao gdm, nhung khong chi
gi6i han &, dung dich lam thay d6i d6 pH, dung dich dung méi, dung dich tdy ria,
dung dich dém pha lodng, dung dich thay d6i d6 din dién riéng, va cac dung dich
twong tu. Theo mot phuong 4n duoc uwu tién, mdt hodic nhidu bude 1am két tia béng
ruou duoc thuc hién bing cich bd sung rugu vao phan doan huyét trong bing cach
phun. Theo mét phuong 4n duge wu tién thir hai, mot hodc nhiéu budc didu chinh do
pH duogc thyc hién bing cich bd sung dung dich lam thay di d6 pH vao phan doan
huyét twong bang cach phun.

Theo mot sé phuong 4n, mot cai tién quy trinh khac, ma c6 thé duoc két hop
v6i mot cai tién quy trinh khac bét ky, bao gdm diéu chinh d6 pH cua phan doan huyét
tuong dang dugc 1am két tia sau khi va/hogic ddng thoi véi viée bd sung tac nhan lam
két ta (vi du, ruou hodc polyetelen glycol). Theo mét sb phuong 4an, sang ché dé xuét
cai tién quy trinh, trong d6 d6 pH cua phéan doan huyét twong dang duoc lam két taa
mdt cach tich cuc dugce duy tri trong toan by budc G hoic budc giit bing cach gidm sat
va diéu chinh do pH mdt cach lién tuc. Theo cdc phuong 4n duoc wu tién, viée diéu
chinh d pH dugc thuc hién bang cach bd sung dung dich lam thay ddi d6 pH bang

cach phun.

Theo cac phwong 4n khéac, mét cai tién quy trinh khac, ma c6 thé duge két
hop v&i mét cai tién quy trinh khac bat ky, bao gdm viéc &p dung budc xir Iy bang

silic oxit d3 duogc nghién min dé loai bo tap chit.
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1. Didu ché huyét twong lanh ndng do thip

Nguyén liéu ban diu dugc ding dé didu ché ché phdm IgG 6 dic thudng bao
gdm huyét twong thu hdi dugc (nghia 13, huyét twong duge tach tir mau nguyeén ven ex
vivo) hodc huyét twong ngudn (nghia 13, huyét twong thu duoc bing cach tach hong
cau ra khéi huyét twong). Quy trinh tinh ché thuong bt ddu bing cach lam tan gia
phin gom huyét twong da dwoc dong lanh trude do, da duoc phén tich v& tinh an toan
va chét luong. Bude 1am tan gid thudng duoc thuc hién & nhiét d6 khdng cao hon 6°C.
Sau khi 1am tan gid hoan toan huyét twong da lanh déng & nhiét do thap, thuc hién ly
tAm trong diéu kién lanh (vi dy, < 6°C) d& tach chét két tha rin & nhiét do thép ra khoi
phén dich ndi & dang 16ng. Theo cach khéc, budc tach cé thé dugc thuc hién béng
cach loc ma khong phai 14 ly tam. Tiép theo, phn dich ndi & dang long (con duge goi
1a “huyét tuong nghéo lanh” sau khi loai bo protein khong hoa tan trong diéu kién
lanh béing cach ly tim tir huyét twong méi duoc lam tan gid) dugc xu ly trong budc
tiép theo. Nhidu budc khéc nita c6 thd dugc thyuc hién tai thoi diém nay dé phén lap
hoat chét tranh chét tc ché yéu t tam (phttc hop khang chét rc ché déng mau) (factor
eight inhibitor bypass activity - FEIBA), phitc hop Yéu t§ IX, dich ¢6 dic Yéu té VII,
hodc phirc hop Antitrombin III.

2. Budc 1am két taa thir nhat — Tach phan doan I cai bién

0 budc nay, huyét twong ngheéo két tua lanh thuong duoc lam lanh dn
khoang 0°C + 1°C va d6 pH duoc diéu chinh dén ndm trong khoang tir 7,0 dén 7,5, t6t
hon 1 nim trong khoang tir 7,1 dén 7,3, t6t nhét 1a khoang 7,2. Theo mdt phuong éan,
d6 pH cua huyét tuong ngheéo két tia lanh dugc didu chinh dén d6 pH bing hoic bing
khoang 7,2. Tiép theo, etanol d4 dugc 1am lanh tir trude duge bd sung vao trong khi
huyét twong dugc khudy dén ndng d6 etanol dich bing hogc bing khoang 8% thé
tich/thé tich. Cling lic, nhiét d6 duoc giam tiép dén nhiét do nim trong khoang tir -
4°C dén 0°C. Theo mot phuong 4n dugce uu tién, nhiét do dugc giam dén bfmg hodc
bang khoang -2°C, & két tha céc tap chat nhu op-macroglobulin, Bia- va Bic-
globulin, fibrinogen, va Yéu t6 VIIL Thong thuong, budc lam két tha nay s€ c6 thoi
gian gift it nhét la khoang 1 gid, mic du thoi gian gitt ngin hon hodc 1au hon cling c6

thé dugc ap dung. Tiép theo, phan dich ndi (Phan dich nbi I), 1y tudng la chira toan b

-24-




21772

ham lugng IgG c6 mit trong huyét trong nghéo két ta lanh, duoc thu hdi tiép bang
céach ly tdm, loc, hodc phuong phép thich hop khac.

Theo mdt s& phwong 4n, sang ché d& xult cac phuong phép tao ra IgG voi
hiéu suit cao trong phan doan Phan dich ndi I so véi cac phuong phéap thong thudong
khi dwoc ap dung cho budc tach phan doan thir nhat dbi véi huyét twong ngheéo két tia
lanh (xem tai liéu ctia Cohn va cic ddng tac gia, néu trén; va tai liéu coa Oncley va
céc ddng tac gia, néu trén). Theo mot phuong &n, dat duoc hicu suit IgG cai thién
bang cach bd sung ruogu vao bang cach phun. Theo mot phwong 4n khéc, hiéu suit IgG
cai thién dat duoc bang cach bd sung chét lam thay dbi do pH vao bing cach phun.
Theo mét phuong 4n khac nita, hiéu suét IgG cai thién dat dugc béng cach diéu chinh
d6 pH ctia dung dich sau khi bd sung ruou vao. Theo mot phuong éan lién quan, hiéu
sudt IgG cai thién dat duoc bing cach diéu chinh do pH ctia dung dich trong sudt quéa

trinh b0 sung rugu vao.

Theo mot khia canh cu thé, cai tién lién quan dén phuong phép, trong do6
luong IgG hao hut trong phan doan két tiia & budc lam két tia thi nhét gidm. Vi dy,
theo mot s phuong 4n, lwgng IgG hao hut trong phan doan két tia & budc 1am két tia
thir nhét giam so v&i lugng IgG hao hut trong budc lam két tua thi nhét cta quy trinh
néu & phuong phép 6 cua Cohn.

Theo mdt s& phuong &n, viée cai tién quy trinh duoc thuc hién béng cach didu
chinh d6 pH cta dung dich dén trj s6 ndm trong khoang tir 7,0 dén 7,5 sau khi bd sung
rugu vao dé lam két tia. Theo cac phuwong 4n khac, d6 pH cua dung dich duogc diéu
chinh dén tri s6 ndm trong khoang tir 7,1 dén 7,3 sau khi bd sung rugu vao dé lam két
tiia. Theo cdc phuong 4n khac, 6 pH cia dung dich duoc diéu chinh dén khoang 7,0
hodc khoang 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, hoac 7,5 sau khi bd sung ruou vao dé lam két tia. Theo
mdt phuong an cu thé, 4o pH ctia dung dich duoc diu chinh dén khoang 7,2 sau khi
thém ruou vao dé lam két tha. Nhu véy, theo mot sb phuong an, lugng IgG hao hut
trong phin doan két tia & budc 1am két tia thir nhit gidm so voi bude lam két tia
tuong tw trong d6 d6 pH ctia dung dich dugc diéu chinh trudc khi chir khong phai sau

khi bd sung rugu vao dé lam két tua. Theo mot phuong an, d¢ pH dugc duy tri ¢ do
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pH mong mudn trong suét thoi gian gitt hodc 1 két tha bing cach didu chinh lién tuc

do pH cua dung dich. Theo m¢t phuong an, ruou 14 etanol.

Theo mét s& phuong 4n, viéc cai tién quy trinh thuc hién bing cach bd sung
ruou vio dé lam két tia va/hodc dung dich duoc dung dé diéu chinh d6 pH bang cach
phun, ma khong phai bd sung vao & dang dong chay. Nhu viy, theo mot sb phuong
én, luong IgG hao hut trong phan doan két tia & budc lam két tha thi nhit gidm so
voi bude lam két tua tuong tu, trong d6 rugu va’hodc dung dich dugc dung dé diéu
chinh d6 pH dugc dua vao bang cach bd sung vao & dang dong chay. Theo mot

phuong an, rugu 1a etanol.

Theo mot sb phuong 4n khéc, viéc cai tién duoc thuc hién béng cach diéu
chinh d¢ pH cta dung dich dén tri s6 ndm trong khoang tir 7,0 dén 7,5. Theo mot
phuong 4n duge uu tién, 46 pH ctia dung dich dugc diéu chinh dén tri sé ndm trong
khoang tir 7,1 d&én 7,3. Theo céc phuong 4an khac, do pH cua dung dich dugc diéu
chinh dén béng hodc be"ing khoang 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4, hoic 7,5 sau khi bd sung rugu
vao dé 1am két tia va bing cach bd sung rwou vao dé lam két tha va/hosc dung dich
dugc ding dé didu chinh d6 pH bang cach phun, ma khong phai bd sung vao & dang
dong chay. Theo mot phuong 4n cu thé, d6 pH cta dung dich duoc diéu chinh dén
bang hoic bing khoang 7,2 sau khi bb sung rugu vao dé 1am két tia va bing cach bd
sung ruou vao dé lam két tia va/hoic dung dich dugc diing dé diéu chinh d6 pH bing
céch phun, ma khéng phai bd sung vao & dang dong chay. Theo mot phuong an, rugu

1a etanol.
3. Bude lam két tha thit hai — Phan doan IT+III cai bién

Dé 1am giau ham luong IgG hon nita va tinh ché phan doan, Phin dich ndi I
duoc dua dén budc lam két tia thi hai, 1a budc tach phan doan Phan doan II+III theo
phuong phap Cohn-Oncley cai bién. Théng thuong, d6 pH cua dung dich duoc diéu
chinh dén d6 pH ndm trong khoang tir 6,6 dn 6,8. Theo mdt phuong an dwoc vu tién,
d6 pH cua dung dich dugc diéu chinh dén béng hoéc béng khoang 6,7. Sau do, ruou,
t5t hon 1a etanol, duoc bd sung vao dung dich trong khi khudy dén ndng d6 cudi ndm
trong khoang tir 20% dén 25% (thé tich/thé tich) dé lam két tua IgG trong phan doan

nay. Theo m¢t phuong an dugc uu tién, rugu dugc thém vao dén nong dd cudi bang
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hodc bang khoang 25% (thé tich/thé tich) dé lam két tia IgG trong phan doan. Thong
thudng, cac tap chit nhu ai-lipoprotein, ai-antitrypsin, Ge-globulin, oix-glycoprotin,
haptoglobulin, ceruloplasmin, transferrin, hemopexin, phan doan chira yéu t6
Christmas, globulin lién két thyroxin, cholinesteraza, hypertensinogen, va albumin s&

khong bi két tia trong cac diéu kién nay.

Trudce hodc ddng thdi véi bude bd sung rugu vao, dung dich duoce 1am lanh
tiép dén nhiét d6 nim trong khoang tir -7°C dn -9°C. Theo mdt phuong 4n dugc wu
tién, dung dich dugc 1am lanh dén nhiét d6 bing -7°C hoic khoang -7°C. Sau khi bd
sung xong rugu, do pH cta dung dich ngay 1ap tirc dugc diéu chinh dén d6 pH nidm
trong khoang tir 6,8 dén 7,0. Theo mot phuong an duge wu tién, &9 pH ctia dung dich
duoc didu chinh dén bang hodc bang khoang 6,9. Thong thudng, budc lam két tia s&
bao gdm thoi gian giit it nhét khoang 10 gid, mic du thoi gian giit ngan hon hodc dai
hon ciing c6 thé dugc 4p dung. Tiép theo, chét két tia (Phan doan II+III cai bién), ly
tuong 1a chta it nhit khoang 85%, tot hon 14 it nhit khoang 90%, tot hon nita 13 it
nhit khoang 95%, ham luong IgG c6 mit trong huyét trong nghéo két tia lanh, dwoc
tach ra khoi phan dich ndi bang cach ly tdm, loc, hodc phuong phap thich hop khac va
duoc thu nhan. So vdi cac phuong phdp thong thudong duge ap dung lam bude tach
phén doan thir hai d6i voi huyét tuong nghéo két tia lanh (xem tai liéu ctia Cohn va
cc ddng tac gia, néu trén; tai lidu ctia Oncley va céc ddng tac gia, néu trén), theo mot
s6 phuong 4n, séng ché d& xuét cac phuwong phép tao ra IgG vé6i hiéu suét cai thién
trong chit két tia Phan doan II+III cai bién. Theo mot phwong 4n lién quan, sang ché

dé xuét phuong phép lam giam lugng IgG hao hut trong phan dich néi II+III cai bién,

So v6i cac phuong phéap thong thuong duge 4p dung lam bude tach phan
doan tht hai dbi véi huyét twong nghéo két tia lanh (xem tai liéu cia Cohn va cac
ddng tac gia, néu trén; tai liéu cua Oncley va céc ddng tac gia, néu trén), theo mot sd
phuong 4n, sang ché d& xuit phuong phép tao ra IgG véi hiéu suét cai thién trong chét
két tia Phan doan II+III cai bién. Theo mdt phuwong 4n, viéc cai tién dugc thuc hién
béng cach bd sung ruou vao béng cach phun. Theo mot phuong 4n khéc, viéc cai tién
dugce thue hién bing cach bd sung chét 1am thay d6i @6 pH vao bang cach phun. Theo

mot phuong an khéc, viéc cai tién duoc thuc hién bang cach diéu chinh d6 pH cua
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dung dich sau khi bd sung rugu vao. Theo mdt phuong 4n lién quan, viéc cai tién
duoc thuc hién bang cach didu chinh d6 pH cta dung dich trong khi bd sung rugu.
Theo mét phwong 4n khac, viéc cai tién duge thyc hién bﬁng cach gia ting n6ng do
rugu (vi du, etanol) dén khoang 25% (thé tich/thé tich). Theo mot phuong an khéc,
viéc cdi tién dugc thuc hién bing cach giam nhiét d6 cua budce lam két tiia dén nhiét
d6 nim trong khoang tir -7°C &n  -9°C. Theo mot phuong an duoc uu tién, viéc cai
tién dugc thuc hién bang cach gia ting ndng d6 rugu (vi dy, etanol) dén khoang 25%
(thé tich/thé tich) va giam nhiét d6 nay dén nhiét d6 ndm trong khoang ti -7°C dén -
9°C. Pé so sanh, ca Cohn va céc dong tac gia va Oncley va céac dong tac gia déu thuc
hién két tha & -5°C va Oncley va cac déng tac gia sit dung 20% ruou, dé lam giam
lugng tap chét trong chét két tiia. Theo cach c6 lgi, phuong phap theo sang ché cho
phép cuc dai héa hi¢u sut IgG ma khong kém theo lugng tap chét cao trong san phém
cubi.

ba phét hién ra réng khi d6 pH cua dung dich dwoc diéu chinh dén do pH
bing khoang 6,9 truéc khi bd sung ruou vao dé lam két tia, d6 pH cua dung dich thay
ddi tir 6,9 dén tri sb ndm trong khoang tir 7,4 dén 7,7, mot phén 12 do su két tua
protein (xem Hinh 8). Do d pH ctia dung dich thay dbi khong con 1a 6,9, nén viéc
lam két tia IgG trd nén kém thuan loi va viéc lam két tia mot sb tap chét trd nén
thuan loi hon. Theo cich c6 loi, céc tic gia sang ché da phat hién ra rang bang cach
diéu chinh d6 pH ctia dung dich sau khi b sung ruou vao dé lam két tua, ty 1€ ph?ln

tram IgG dugc thu hdi trong chat két tia Phan doan II+1III 13 16n hon.

Do d6, theo mot khia canh, cai tién lién quan dén phuong phap trong d6 giam
dugc lugng IgG hao hut trong phan doan dich néi ciia buéc 1am két tia Phan doan
TI-+IIT cai bién. Néi cach khac, ty 18 phén trim coa IgG ban ddu c6 mat trong chét két
tlia Phan doan II+III ting. Theo mdt s§ phuong 4n, viée cai tién quy trinh dugc thuc
hién béng cach diéu chinh d6 pH cta dung dich dén tri 6 ndm trong khoang tir 6,7
dén 7,1 ngay sau khi hoic trong khi bd sung ruou vao dé 1am két tia. Theo mdt
phuong an khéc, viéc cai tién quy trinh dugc thuc hién béng cach duy tri d pH cua
dung dich dn tri s6 ndm trong khoang tir 6,7 d&n 7,1 lién tuc trong khoang thdi gian u

két tia. Theo cac phuong an khéc, d6 pH cua dung dich dugc didu chinh dén tri sb
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nim trong khoang tir 6,8 dén 7,0 ngay sau khi ho#c trong khi bd sung rugu vao dé lam
két tta, hoic dén do pH béng khoang 6,7, 6,8, 6,9, 7,0, hodc 7,1 ngay sau khi hoic
trong khi bd sung ruou vao dé lam két tia. Theo mot phwong 4n cu thé, do pH cua
dung dich dugc diéu chinh dén khoang 6,9 ngay sau khi hogc trong khi bd sung rugu
vao @ lam két tia. Theo mot sé phuong 4n, d6 pH cua dung dich dugc duy tri & tri s&
nam trong khoang tir 6,8 dén 7,0 lién tuc trong khodng thoi gian 0 két tha, hodc & do
pH bing khoang 6,9 lién tuc trong khoang thoi gian 0 két tua. Nhu vay, theo mot s6
phuong 4n, luong IgG hao hut trong phan doan dich ndi ciia budc lam, két tia tht hai
giam so v&i budc lam két tia tuong tu trong d6 d6 pH cia dung dich dugc diéu chinh
truée khi ma khong phai sau khi bd sung ruou vao dé lam két tia hoic giam so vai
budc lam két tia tuong tu trong d6 d6 pH cta dung dich khong duoc duy tri trong
toan bd khoang thoi gian 1 két tia. Theo mot phuong én, d6 pH dugc duy tri ¢ do pH
mong mudn trong sudt thoi gian giit hoic u két tia bing cach diéu chinh lién tuc do

pH cua dung dich. Theo mdt phuong an, rugu 1a etanol.

Theo mdt phuong an khéc, thuc hién cai tién quy trinh bing cach bd sung
rugu vao dé lam két tia va/hoic dung dich dugc dung dé diéu chinh do pH béng cach
phun, ma khong phai bd sung vao & dang dong chay. Nhu vay, theo mot sb phuong
&n, luong IgG hao hut trong phan doan dich ndi ctia budc lam két tha thir hai giam so
véi bude 1am két tia tuong tu trong d6 rugu va’hodc dung dich dugc dung dé diu
chinh d6 pH dugc dua vao bing cach bd sung viao & dang dong chay. Theo mdt

phuong an, ruou 1a etanol.

Theo mot phuwong &n khéc, viéc cai tién quy trinh dwgc thyc hién bing cach
tién hanh budc 1am két tha & nhiét d6 ndm trong khoang tir -7°C dén -9°C. Theo mot
phuong &n, budc lam két tha dugc thuc hién & nhiét do béng -7°C hodc khoang -7°C.
Theo mot phuong én khéc, budc lam két tia duoc thuc hién & nhiét do béng hoéc
b?mg khoang -8°C. Theo mdt phuong 4n khac, budc lam két tia dugc thuc hién &
nhiét d6 béng -9°C hoéc khoang -9°C. Theo mét s6 phuong an, néng dd ruou & bude
lam két tha ndm trong khoang tir 23% dén 27%. Theo mdt phuong an dugc uu tién,
ndng d6 ruou nim trong khoang tir 24% dén 26%. Theo mdt phuong an dugc wu tién

khéc, néng d6 ruou bang hodc bing khoang 25%. Theo cac phwong 4n khac, ndng do
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ruou c6 thé béng hoac béng khoang 23%, 24%, 25%, 26%, hoidc 27%. Theo mdt
phuong an cu thé, budc 1am két taa tha hai duoc thuc hién & nhiét 36 bz"mg -7°C hoac
khoang -7°C vé&i ndng do ruou bing hodc bing khoang 25%. Theo mét phuong an,

ruou la etanol.

Hiéu qua cua viéc gia ting néng d6 rugu & budc lam két tia the hai tir 20%,
nhu duoc 4p dung theo tai liéu clia Oncley va cac déng tac gia, néu trén, dén 25% va
viéc gidm nhiét do U tir -5°C, nhu duge st dung trong cic phuong phap cia Cohn va
Oncley, dén -7°C hoic khoang -7°C 1am ting ham lwong cia IgG trong chit két tia
Phan doan II+II céi bién tir 5 % dén 6%.

Theo mot phuong an khac, viéc cai tién quy trinh dugc thuc hién béng cach
diéu chinh d6 pH cua dung dich dén tri s6 nim trong khoang tir 6,7 dén 7,1, t6t hon 12
bang hoic bing khoang 6,9, ngay sau khi hodc trong khi bd sung rugu vao dé lam két
tia, duy tri d6 pH cta dung dich & d6 pH nim trong khoang tir 6,7 dén 7,1, t6t hon 1a
bing hoic bing khoang 6,9, bang cach diéu chinh d6 pH lién tuc trong sudt khoang
thoi gian 0 két tia, va bing cach bd sung rugu vao dé 1am két tia va/hodc dung dich
dugc dung dé diéu chinh d6 pH bang cach phun, ma khong phai bd sung vao & dang
dong chiy. Theo mot phuong 4n cu thé khac, viée cai tién quy trinh dwoc thuc hién
bang cach tién hanh budc 1am két tia & nhiét ¢ ndm trong khoang tir -7°C dén -9°C,
t6t hon 13 -7°C hoic khoang -7°C va bang cach 1am két ta IgG v6i ndng do ruou nim
trong khoang tlr 23% va khoang 27%, tdt hon 14 bing hozc bang khoang 25%. Theo
mot phuong an cu thé khac, viéc cai tién quy trinh dugc thuc hién béng cach két hop
tAt ca cac cai tién d6i v6i Phan doan II+III cai bién dugc dé xult & trén. Theo mot
phuong an dugc uu tién, vi€e cai tién quy trinh dugc thuc hién be°1ng cach lam két tua
IgG & nhiét d6 biang -7°C hoic khoang -7°C bang hoic bing khoang 25% etanol duoc
bd sung vio bang cach phun va tiép theo didu chinh d6 pH cia dung dich dén bing
hoic bing khoang 6,9 sau khi bd sung rugu vao dé lam két tia. Theo mot phuong 4n
dugc uvu ti€n khac, 4 pH cta dung dich dugc duy tri béng hodc bé‘mg khoang 6,9

trong toan bd thoi gian U hodc git két tia .

-30-



21772

4. Chiét chat két tia Phan doan II+III cai bién

Pé hoa tan ham luong IgG cta chét két toa Phan doan II+IIT cai bién, dung
dich d&m chiét da 1am lanh dugc sir dung dé tao huyén phu lai déi vé6i chat két tua
Phan doan II+1II & ty 1 thong thuong 14 1 phin chét két tia v6i 15 phin dung dich
dém chiét. Cac ty 1é tao huyén phi lai thich hop khéc c6 thé dugc ap dung, vi du nhu
& ty 1& nim trong khoang tir 1:8 dén 1:30, hodc ndm trong khoang tir 1:10 dén 1:20,
hodc nam trong khoang tir 1:12 dén 1:18, hosic nim trong khoang tir 1:13 dén 1:17,
hodc ndm trong khoang tir 1:14 dén 1:16. Theo mot s6 phuong 4n, ty 18 tao huyén phu
lai c6 thé 1a khoang 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.

Dung dich thich hop @ chiét chat két tia II+III cai bién thuong c6 do pH
nim trong khoang tir 4,0 d&n 5,5. Theo mot s6 phuong 4n, dung dich c¢6 d6 pH ndm
trong khoang tir 4,5 dén 5,0, theo cac phuong 4n khéc, dung dich chiét c6 d6 pH béng
khoang 4,0, 4,1, 4,2, 4,3, 4,4, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, hoic 5,5.
Theo mot phuong an dugc wu tién, 46 pH cta dung dich dém chiét béng hoac bﬁng
khoang 4,5. Theo mdt phuong 4n duogc wu tién khac, @6 pH cta dung dich dém chiét
bing hodc bing khoang 4,7. Theo mdt phuong an dugc wu tién khac, d6 pH cia dung
dich d&m chiét bang hoic bang khoang 4,9. Thong thuong, c6 thé dat duge yéu cau vé
dé pH nhu vay béng cach st dung chit dém duogc chon tir nhém bao gém, vi dy,
axetat, xitrat, monobasic phosphat, diaxit phosphat, hén hgp ciia ching, va cac chit
dém tuong tu. Ndng d6 chit dém thich hop thudmg nim trong khoang tir SmM dén
100mM, hodc ndm trong khoang tr 10mM dén 50mM, hodc khoang 5SmM, 10mM,
15mM, 20mM, 25mM, 30mM, 35mM, 40mM, 45mM, 50mM, 55mM, 60mM, 65mM,
70mM, 75mM, 80mM, 85mM, 90mM, 95mM, hodc 100mM chét dém.

Tt hon 14, dung dich dém chiét c6 d6 dan dién riéng ndm trong khoang tir
0,5mS.cm™ dén 2,0mS.cm™. Vi du, theo mot s§ phuong an, d6 dén dién riéng cia
dung dich dém chiét bﬁng khoang 0,5mS.cm’!, hodc khoang 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1,
1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, hodc khoang 2,0mS.cm™!. Chuyén gia trung binh
trong linh vuc s& biét 15 cach tao ra dung dich dém chiét c6 d6 din dién riéng thich

hop.
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Theo mo{t phuong an cu thé, vi du vé& dung dich dém chiét c6 thé chtra hoic
chira khoang SmM natri phosphat monobazo va chira hodc chira khoang SmM axetat &
d6 pH bang hoic bang khoang 4,5 + 0,2 va d6 din dién riéng bing hoic bing khoang
0,7 dén 0,9mS/cm.

Thong thudng, budc chiét duoc thuc hién & nhiét d6 ndm trong khoang tur
0°C dén 10°C, hoic nim trong khoang tir 2°C dén 8°C. Theo mdt s6 phuong an, budc
chiét c6 thé duoc thuc hién & nhiét d6 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 mdt phuong an cu thé, budc chiét duge thuc hién &
nhiét do nim trong khoang tir 2°C dn 10°C. Thong thudng, quy trinh chiét dugc tién
hanh trong khoang thoi gian tir 60 dén 300 phit, hogc tir 120 dén 240 phut, hodc tir
150 dén 210 phut, trong khi huyén phit dugc khudy lién tuc. Theo mot sé phuong én,
quy trinh chiét duoc tién hanh trong khoang 60 phut, 70 phut, 80 phut, 90 phuat, 100
phut, 110 phat, 120 phut, 130 phut, 140 phat, 150 phut, 160 phut, 170 phut, 180 phut,
190 phut, 200 phut, 210 phut, 220 phut, 230 phut, 240 phut, 250 phut, 260 phut, 270
phut, 280 phut, 290 phut, hodc khoang 300 phut. Theo mét phuong 4n duoc wu tién,
quy trinh chiét duogc tién hanh trong it nhit 160 phut kém theo khudy lién tuc.

b3 phat hién ra réng khi st dung dung dich dém chiét chira 5mM natri
phosphat monobazo, SmM axetat, va tu 0,051% dén 0,06% axit axetic bang (thé
tich/thé tich), c6 thé 1am ting déng ké hiéu suit trong hén hop IgG cudi cling ma
khong anh huong xiu dén do tinh khiét ctia san pham cuébi. Moi twong quan giita axit
axetic va d¢ pH cua dung dich dém chiét d3 dugc thé hién trén Hinh 9. Theo mot
phuong an dugc u tién, chit két tia Phan doan II+II dugce chiét bang ty 1& phan giita
dich dic va dung dich dém bang hodc bang khoang 1:15 & d6 pH bang hoic bing
khoang 4,5 + 0,2.

Theo cach c6 loi, dd phat hién ra ring so v6i quy trinh san xuét
GAMMAGARD® LIQUID (Baxter Healthcare) hién thdi sit dung dung dich dém
chiét chita SmM natri phosphat monobazo, SmM axetat, va 0,051% axit axetic bang
(thé tich/thé tich), thi c6 thé 1am ting dang ké hiéu suét trong ché phdm IgG cudi bing
cach ting ham luong axit axetic bang dén bing hogc biang khoang 0,06% (thé tich/thé

tich),. So véi cac phuong phap di dung trudc day @& chiét chit két tha tao ra & budc
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lam két tda th hai (GAMMAGARD® LIQUID), theo mét sé phwong 4n, sang ché dé
xuét phuong phép tao ra IgG véi hiéu suit dugc cai thién trong huyén phi chita Phan

doan II+I1I cai bién.

Theo mét khia canh, cai tién lién quan dén phuong phép, trong d6 luong IgG
hao hut trong phan doan khong tan ctia chit két tiia Phan doan II+III cai bién 1a giam.
Theo mét phuong 4n, viéc cai tién quy trinh dugc thyc hién bing cach chiét chit két
tia Phan doan II+IIT cai bién & ty 18 1:15 (chat két tia so voi dung dich dém) bing
dung dich chita SmM natri phosphat monobazo, SmM axetat, va 0,06% axit axetic
bang (thé tich/thé tich). Theo mot phuong 4n khéc, viée cai tién dugc thuc hién bing
céch duy tri d6 pH ctia dung dich trong toan bo quy trinh chiét. Theo mdt phuong 4n,
d6 pH ctia dung dich dugc duy tri & tri s6 nam trong khoang tir 4,1 dén 4,9 trong toan
bd quy trinh chiét. Theo mot phuong an dugc uu tién, d¢ pH ctia dung dich dugc duy
tri & tri s6 nim trong khoang tir 4,2 va khoang 4,8 trong toan bd quy trinh chiét. Theo
mét phuong 4n dugc wu tién hon, dé pH ciia dung dich dwoc duy tri & tri s6 nim trong
khoang tir 4,3 dén 4,7 trong toan bd quy trinh chiét. Theo mét phuong 4n duge wu tién
khac, dd pH cta dung dich dugc duy tri & tri s6 ndm trong khoang tir 4,4 dén 4,6 trong
toan bd quy trinh chiét. Theo mét phwong 4n dugc wu tién khéc, d6 pH cia dung dich

dugc duy tri & hogic & khoang 4,5 trong toan bd quy trinh chiét.

Theo mot khia canh khéc, cai tién lién quan dén phuong phép, trong d6 lugng
IgG hoa tan tir chat két tiia Phan doan IT+III trong budc hoda tan Phan doan I+ ting.
Theo mgt phuong an, vi€c cai tién quy trinh dugc thuc hién bang cach hoa tan chit két
tua Phan doan II+III trong dung dich dém chira 600mL axit axetic bang cho 1000L.
Theo mot phuwong 4n khéc, cai tién lién quan dén phuong phép, trong d6 tap chit giam
sau khi IgG trong chét két tia Phan doan II+III dugc hoa tan. Theo mét phuong 4n,
viéc cai tién quy trinh dugc thuc hién béng cach trdn silic dioxit da nghién min (Si03)

v6i huyén phit Phan doan II+11I trong thoi gian it nhét khoang 30 phit.
5. Xu ly so b va loc huyén phu chita Phan doan II+III cai bién

Dé loai bd phan doan khong tan ctia chét két tia Phan doan II+III cai bién
(nghia 1a, banh loc Phan doan II+III cai bién), huyén phu duoc loc, thuong la béng

céch 4p dung loc sau. Cac thiét bi loc sau c6 thé dugc sir dung trong céc phuong phép
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theo sdng ché bao gdm, thiét bi loc sdu bing kim loai, thuy tinh, gém, hitu co (nhu
diatomit), va cac thiét bi loc sau tuong tu. Vi du v& cac thiét bi loc thich hop bao gém,
nhung khéng chi gi6i han &, cac thiét bi loc Cuno 50SA, Cuno 90SA, va Cuno VR06

(Cuno). Theo cach khac, budc tach c6 thé duoc thuc hién béng cach ly tim hon 14 loc.

Mic dit céc cai tién trong quy trinh san xuét néu trén lam giam thidu hao hut
IgG trong cic budc ban dau clia quy trinh tinh ché, cac tap chit quan trong, bao gdbm
cac hoat chit PKA, hoat chét phén giai amit, va fibrinogen, 13 cao hon nhiéu, vi du,
khi dich dic IT+III duoc chiét & do pH 4,5 hodc d6 pH 4,6, so véi khi & do pH nim
trong khoang tir 4,9 dén 5,0 (xem Vi du 2 dén Vi du 5).

Pé han ché viéc chiét cac tap chét trong cac phuwong phap theo sang ché, da
phat hién ra ring d¢ tinh khiét ctia ché phim IgG c6 thé ting 1én rat nhidu bang c4ch
b6 sung budce xir ly so bd trudc bude loc/ly tim. Theo mdt phuong 4n, bude xir ly so
bd nay bao g@)m bd sung cac hat silic dioxit da dugc nghién min (vi du, silic oxit dang
khéi, Aerosil®) vao, sau d6 0 trong khoang thdi gian tir 40 dén 80 phiit, trong khoang
thoi gian nay huyén phit dugc tron lién tuc. Theo mot s§ phuong 4n, thdi gian 0 nim
trong khoang tir 50 phut dén 70 phut, hodc khoang 30 phut, 35 phut, 40 phut, 45 phut,
50 phut, 55 phut, 60 phut, 65 phut, 70 phut, 75 phut, 80 phut, hodc 1au hon. Thong
thuong, viéc xir ly duoc thuc hién & nhiét 4 ndm trong khoang tir 0°C dén 10°C, hodc
nam trong khoang tir 2°C dén 8°C. Theo mét s6 phuong 4n, viéc xit 1y c6 thé duoc
thuc hién & 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 mot phuong &n cu thé, viec xur ly dugc thyc hién & nhiét 4 nam trong khoang tir
2°C dén 10°C.

Hi€u qua cua viéc xit ly bz‘ing silic oxit dang khoi dugc minh hoa béng cac két
qua dugc thay trong Vi du 17. Trong vi du ndy, chét két tia Phan doan II+11I duoc tao
huyén phti va chia thanh hai miu, mdt mau duoc lam trong béng chét trg loc chi ngay
trude khi loc (Hinh 7A) va mot mau duge xir Iy bing silic oxit dang khoi trudce khi bd
sung chét tro loc va loc vao (Hinh 7B). Nhu ¢6 thé thiy trong phd sic ky va trong dit
liéu dinh luong, mau dich loc duge xtr 1y so bo béng silic oxit dang khéi cé do tinh
khiét IgG cao hon nhiéu so v&i miu chi dugc xur ly béng chét tro loc (68,8% so véi

55,7%; Cac bang so sanh 17 va 18, twong tmg).
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Theo mdt s& phwong 4n, silic oxit dang khéi duge bd sung vao & nong do
ndm trong khoang tlr 20g/kg dich ddc II+IIT &én 100g/kg dich ddc II+III (nghia la, dbi
v6i chit két tiia Phan doan II+IIT cai bién dugc chiét & ty 16 1:15, silic oxit dang khoéi
cin phai dugc bd sung vao ¢ ndng d6 nim trong khoang tir 20g/ 16kg huyén phu IT+III
dén 100g/16kg huyén phu II+III, hosic & ndng d6 cudi nim trong khoang tir 0,125%
(khdi luong/khéi luong) dén khoang 0,625% (khdi luong/khéi luong)). Theo mot sb
phuong én, silic oxit dang khoéi c6 thé duoc bd sung vao ¢ né)ng do bz"mg khoang
20g/kg dich dic II+11I, hodc khoang 25g/kg, 30g/kg, 35g/kg, 40g/ke, 45g/kg, 50g/kg,
55g/kg, 60g/kg, 65g/kg, 70g/kg, 75g/kg, 80g/kg, 85g/kg, 90g/kg, 95g/kg, hoidc
100g/kg dich dic II+III. Theo mdt phuong 4n cu thé, silic oxit dang khoéi (vi du,
Aerosil 380 hodc ché phdm tuong dwong) duoc bd sung vao huyén phu chia Phan
doan IT+III cai bién dén ndng d6 cubi bing khoang 40g/16kg Ii+III. Budc tron dugc
thyc hién & nhiét d6 ndm trong khoang tir 2°C dén 8°C trong it nhét tir 50 dén 70 phut.

Theo mét sb phuong &n, chit trg loc, vi du Celpure C300 (do Celpure cung
cép) hoic Hyflo-Supper-Cel (do World Minerals cung cip), duoc bd sung vao sau khi
xu ly bﬁng silic dioxit, dé tao diéu kién thudn loi cho viéc loc sau. Chét trg loc c6 thé
duoc bd sung vao dén ndng d6 cudi nim trong khoang tir 0,1kg/kg dich dic II+III dén
0,07kg/kg dich dic II+III, hoic nim trong khoang tir 0,2kg/kg dich dic I+ dén
0,06kg/kg dich ddc II+III, hoac nam trong khoang tir 0,3kg/kg dich dic II+III dén
0,05kg/kg dich dac II+II1. Theo mét sb phuong én, chét tro loc dugc bd sung vao dén
néng do cubi béng khoang 0,1kg/kg dich ddc II+III, hodc khoang 0,2kg/kg, 0,3kg/kg,
0,4kg/kg, 0,5kg/kg, 0,6kg/kg, hodc 0,7kg/kg dich dac II+IIL.

Phan doan dang ké IgG bi hao hut trong budc loc ctia quy trinh san xuét
GAMMAGARD® LIQUID. P4 phét hién ra ring cac phwong phap rra sau loc hién
thoi, bang cach sir dung dung dich dém huyén phu véi lugng gép 1,8 thé tich chét dé
rira khung loc ép va cac dudng dng, 1a khong da ¢é thu hdi mét cach 81 wu luong IgG
& bude nay. Bt ngd 13, da phét hién ra ring cn dén it nhét 3,0 thé tich chét, tdt hon l1a
3,6 thé tich chét, dung dich dém huyén phi ¢& thu hdi hitu hiéu téng lugng IgG trong
huyén pht di dugc 1am trong Phan doan II+III cai bién (xem, Vi du 12 va Hinh 1).

Theo mdt sb phuong én, thiét bi loc ép co thé dugc ria béng dung dich dém huyén
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phtl thich hop. Theo mdt phuong 4n cu thé, dung dich dém rtra chira, vi du, 5SmM natri
phosphat monobazo, SmM axetat, va 0,015% axit axetic bang (thé tich/thé tich).

Theo mot khia canh, cai tién lién quan dén phuong phép, trong d6 gidm duoc
luong IgG hao hut trong toan b6 budce loc huyén phu Phan doan II+III. Theo mot
phuong 4n, viéc cai tién quy trinh dugc thuc hién bang cach loc sau rira bang it nhit
khoang 3,6 thé tich chét dung dich dém hoa tan chitra 150mL axit axetic bang cho
1000L. MJdi quan hé gitta lugng axit axetic bang va do pH trong dung dich dém sau
rira duoc thé hién trén Hinh 10. Theo mot phuong 4n, 46 pH ctia dung dich dém chiét
sau rira ndm trong khoang tir 4,6 dén 5,3. Theo mot phuong 4n dugc uu tién, d6 pH
ctia dung dich &m sau rtra nim trong khoang tir 4,7 dén 5,2. Theo mot phuong én
dugc wu tign khac, @6 pH cta dung dich dém sau rira nim trong khoang tir 4,8 dén 5,1.
Theo mot phuong an duge wu tién khéac, d6 pH ciia dung dich dém sau rira nim trong

khoang tur 4,9 dén 5,0.

So v6i cac phuong phap di dung trude day dé lam trong huyén phi dugc tao
ra & budc lam két tia thir hai (GAMMAGARD® LIQUID), theo mét s& phuong 4n,
sang ché d& xuat phuong phép tao ra IgG véi hidu sudt va d6 tinh khiét duoc cai thién
trong huyén phtt Phan doan IT+III d4 lam trong. Theo mdt khia canh, cai tién lién quan
dén phuong phép trong d6 giam dugc lugng IgG hao hut trong banh loc Phan doan
II+IIT cai bién. Theo mot khia canh khac, cai tién lién quan dén phuong phap trong d6

giam duoc lugng tap chét phét hién trong huyén phu Phén doan II+I1I d& 1am trong.

Theo mdt phuong an, viéc cai tién quy trinh dugc thuc hién bﬁng cach dua
vao budc xtr ly bang silic oxit dang khéi truéc khi loc hodc 1am trong bing cach ly
tdm huyén phi Phan doan II+1IT cai bién. Theo mot s6 phuong 4n, xir 1y bing silic
oxit dang kho6i bao gdm bd sung silic oxit dang khéi v6i lwong nim trong khoang tir
0,1kg/kg dich dic II+III dn 0,07kg/kg dich dic II+IIL, hodc tir 0,2kg/kg dich dic
[I+III dén 0,06kg/kg dich dic II+1II, hoic tir 0,3kg/kg dich dic II+III dén 0,05kg/kg
dich ddc II+III, hodc khoang 0,2kg/kg, 0,3kg/kg, 0,4kg/kg, 0,5kg/kg, 0,6kg/kg, hodc
0,7kg/kg dich dic II+III, va hdn hop dugc 1 trong thoi gian ndm trong khoang tir 50
phut &én 70 phut, hogic khoang 30 phut, 35 phut, 40 phut, 45 phit, 50 phuat, 55 phit,
60 phut, 65 phut, 70 phut, 75 phut, 80 phut, hodc 1au hon & nhiét do ndm trong khoang
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tir 2°C dén 8°C. Theo mdt phuong 4n khéc, viéc cai tién quy trinh dugc thuc hién
bang cich dua vio budc xit ly bing silic oxit dang khoéi gitip lam giam luong
fibrinogen, chit c6 hoat do phan giai amit, vi/hodc chit c6 hoat tinh hoat héa

prekallikrein con lai.

Theo mét phuong 4n khéc, viée cai tién quy trinh dugc thuc hién br?mg cach
rira thiét b loc su béng tir 3 dén 5 thé tich chét cua thiét bi loc sau khi hoan tit budc
loc huyén phu Phan doan II+I1I cai bién. Theo mot sd phuong an, thiét bi loc duge ria
bang tir 3,5 thé tich dén 4,5 thé tich, hodc it nhit khoang 2,5, 2,6, 2,7, 2.8, 2,9, 3,0,
3,1,3,2,3,3,3,4,3,5,3,6,3,7,3,8,3,9,4,0,4,1,4,2, 4,3,4,4,4,5,4,6,4,7, 4,8, 4,9, 5,0
thé tich chét ctia thiét bi loc. Theo mot phuong &n cu thé, thiét bi loc €p duogc rira béng

dung dich dém huyén phit v&i lugng it nhét bing khoang 3,6 thé tich chét cua thiét bi.
6. X Iy bang chit tiy rira

Dé loai bod cac tap chét khac ra khoi dich loc Phan doan II+IIT cai bién, mau
duoc dua tiép di xir Iy bang chét tdy rira. Cac phuong phéap dé xir ly cac phén doan co
ngudn gdc tir huyét twong bing chit tiy rira 1a da biét trong linh vuc nay. Thong
thuong, phuong phép xir ly bang chit tdy rira khong ion tidu chuin c6 thé dugc su
dung clng véi cac phuong phap theo sang ché. Vi du, quy trinh xir ly bing chét tiy

rira 1am vi du dugc dua ra dudi day.

M5t cach vén tit, polysorbate-80 dugc bd sung vao dich loc Phan doan II+III
cai bién & ndéng d6 cubi bang khoang 0,2% (khéi lwong/thé tich) dong thoi khudy va
mAu duoc U trong it nhit 30 phit & nhiét 6 ndm trong khoang tir 2°C dn 8°C. Tiép
theo, natri xitrat dehydrat dugc tron vao dung dich & n6ng do cubi béng khoang 8g/L
va mau duogc U tiép trong 30 phit, ddng thoi khudy lién tuc & nhiét d6 ndm trong

khoang tir 2°C dén 8°C.

Theo mdt s6 phuong an, chét tdy rira khong ion thich hop c6 thé dwoc st
dung. Vi du vé chét tdy rira khong ion thich hop bao gém, nhung khéng chi giéi han
0, octylglucosit, Digitonin, C12E8, Lubrol, Triton X-100, Nonidet P-40, Tween-20
(nghia 13, polysorbate-20), Tween-80 (nghia la, polysorbate-80), an alkyl poly(etylen
oxit), chét tdy rtra Brij, alkylphenol poly(etylen oxit), poloxame, octyl glucosit, dexyl

maltoside, va céc chét tiy rira twong tu.
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Theo mot phwong 4n, viéc cai tién quy trinh dugc thuc hién’ bﬁng cach bd
sung cic chit phan ting c6 tinh tay rira (vi du, polysorbate-80 va natri xitrat dehydrat)
vao bang cach phun ma khong phai b sung vao & dang dong chay. Theo cac phuong
&n khac, céc chit phan tmg c6 tinh tiy rira ¢6 thé dugc bd dung & dang rén vao dich
loc Phan doan ITI+III cdi bién trong khi miu dugc trén & dam bao phan phdi nhanh
chéng céc chit phu gia. Theo mét s phuong an, tét hon 1a bd sung cac chit phan tmg
rin vao béng cach ric cc chét rin nay trén mot dién tich bé mit d3 duoc khoanh vung
ctia dich loc sao cho khong xdy ra hién twong ting qua ndng do cuc bd nhu trong

truong hop bd sung vao dudi dang dong chay.
7. Budc lam két tua thi ba — Két tia G

Dé loai bd mot sb protein nho con lai, nhu albumin va transferin, budc lam
két tha tht ba dugc thyc hién & néng d6 25% rugu. Mot cach vén tit, do pH cua dich
loc ITHIII duge xir Iy bang chat thy rira duoc didu chinh dén trj s§ nim trong khoang tir
6,8 dén 7,2, t6t hon 12 ndm trong khoang tir 6,9 dén 7,1, t5t nhét 1a khoang 7,0, bing
dung dich 1am thay d6i d6 pH thich hop (vi du, dung dich natri hydroxit 1M hodc axit
axetic 1M). Sau d6, ruou lanh dugc bd sung vao dung dich dén ndng d6 cudi bing
khoang 25% (thé tich/thé tich) va hdn hop nay dugc U trong khi khudy & nhiét 46 ndm
trong khoang tlr -6°C dén -10°C trong it nhét 1 gid d& tao ra chét két tua tht ba (nghia
13, chit két tha G). Theo mot phuong 4n, hdn hop nay dwoc o trong it nhét 2 gity, hodc
it nhat 3 gio, 4 gio, 5 gio, 6 giv, 7 gid, 8 giv, 9 giv, 10 gio, 11 gio, 12 gio, 13 gio, 14
gio, 15 gio, 16 gio, 17 gio, 18 gio, 19 gio, 20 giv, 21 gio, 22 gio, 23 gid, 24 gid, hodc
1au hon. Theo mdt phuong 4n dugc wu tién, hdn hop ndy dugc 0 trong it nhit 2 gid.
Theo mdt phuong 4n dugc uu tién hon, hdn hgp nay duge 0 trong it nhit 4 gid. Theo

mot phuong dn duge tu tién hon, hdn hop ndy duoc 0 trong it nhét § gid.

Theo mét khia canh, cai tién lién quan d&n phuong phép, trong d6 giam dugc
luong IgG hao hut trong phan doan dich ndi ctia bude 1am két tiia thir ba. Theo mot sb
phuong an, viéc cai tién quy trinh dugc thuc hién béng cach diéu chinh d6 pH cla
dung dich dn tri s nim trong khoang tir 6,8 dén 7,2 ngay sau khi hodc trong khi bd
sung rugu vao dé 1am két tia. Theo mot phwong 4n khac, viéc cai tién quy trinh dugc

thuc hién béng cach duy tri d6 pH cua dung dich dén tri s6 ndm trong khoang tir 6,8
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dén 7,2 lién tuc trong khoang thdi gian i két tia. Theo céc phuong én khac, d6 pH cua
dung dich dwoc diu chinh dén tri s6 ndm trong khoang tlr 6,9 dén 7,1 ngay sau khi
hoic trong khi bd sung ruou vao dé lam két tia, hoic dén d6 pH béng khoang 6,8, 6,9,
7,0, 7,1, hodc 7,2 ngay sau khi hozc trong khi bd sung ruou vao dé 1am két tia. Theo
mot phuong an cuy thé, do pH ctia dung dich dugc diéu chinh dén khoang 7,0 ngay sau
khi hoic trong khi bd sung ruou vao dé lam két tia. Theo mot sb phuong an, do pH
ctia dung dich dugc duy tri & tri s6 nim trong khoang tir 6,9 dén 7,1 lién tuc trong
khoang thoi gian 1 két tia, hodc & d6 pH bang khoang 7,0 lién tuc trong khoang thoi
gian U két ta. Nhu viy, theo mot sb phuong 4n, giam dugc lugng IgG hao hut trong
phan doan dich ndi ctia budc lam két tia thir ba so v&i bude lam két toa tuong tu trong
do do pH cua dung dich dugc diéu chinh trudc, chi khong phai sau khi, thém rugu
vao dé két thia hodc so véi budc lam két tia tuong tu trong d6 d6 pH cuia dung dich
khong dugc duy trl trong toan b khoang thoi gian 1 két tiia. Theo mot phwong 4n, do
pH duoc duy tri & @ pH mong muén trong sudt thoi gian gitt hodc o két tia bang cach

diéu chinh lién tuc d6 pH ctia dung dich. Theo mot phuong 4n, rugu la etanol.

Theo mét phuong 4n khac, thuc hién cai tién quy trinh bing cach bd sung
rugu vao dé lam két tia va/hodc dung dich duoc dung dé diéu chinh do pH béng cach
phun, ma khdng phai bd sung vao & dang dong chay. Nhu vdy, theo mot sé phuong
&n, giam duge lugng IgG hao hut trong phan doan dich néi cia budce lam két tia thir
ba so voi budc lam két tua tuong tu trong d6 rugu va/hodc dung dich dugc dung dé
diéu chinh d6 pH dugc dwa vio bing cach bd sung vao & dang dong chay. Theo mét

phuong an, rugu la etanol.
8. Tao huyén phu va loc chit két tia G (PptG)

Pé hoa tan luong IgG trong chét két tia G, dung dich dém chiét lanh duge st
dung dé tao huyén phu lai PptG. Mot cach ngén gon, chét két tiia G dugc hoa tan tir 1
thanh 3,5 trong nudc dé tiém (water for injection - WFI) & nhiét d6 ndm trong khodng
tir 0°C dén 8°C d dat duoc tri s6 AU2s0-320 ndm trong khoang tir 40 dén 95. Tiép theo,
d6 pH cudi cing ctia dung dich ma dugc khudy trong it nhét 2 gid duge diéu chinh
dén bing hodc bing khoang 5,2 = 0,2. Theo mét phuong an, viée diéu chinh do pH

duoc thuc hién béng dung dich axit axetic 1M. Pé tang do hoa tan cua IgG, d6 dan
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dién riéng ctia huyén phti duoc ting dén tri sé ndm trong khoang tlr 2,5mS/cm dén
6,0mS/cm. Theo mot phuong 4n, 6 dan dién riéng duoc tdng béng cach bd sung natri
clorua vao. Tiép theo, dung dich PptG da dugc tao huyén phi dugc loc bing thiét bi
loc sau thich hgp c6 ¢& 16 danh nghia ndm trong khoang tir 0,1pm dén 0,4um dé loai
bo céac hat khong tan bét ky. Theo mét phwong 4n, c& 18 danh nghia cia thiét bi loc
sdu béng khoang 0,2um (vi dy, thiét bi loc Cuno VR06 hodc cac thiét bi twong duong)
dé thu duge dich loc trong. Theo mot phuong an khéc, dung dich PptG di dugc tao
huyén phit dwoc ly tim dé thu hdi phan dich ndi trong. Budc rira sau loc duge thuc
hién bang cach sir dung dung dich natri clorua c6 d6 din dién riéng nim trong khoang
tir 2,5mS/cm dén 6,0mS/cm. Thong thudng, dung dich thich hop @& chiét chit két tua
G bao gém, WFI va dung dich dém c6 d6 dan dién riéng thép. Theo mot phuong an,
dung dich dém c6 do din dién riéng thip c6 d6 din dién riéng thip hon khoang
10mS/cm. Theo mt phwong an duge uu tién, dung dich dém c6 d6 din dién riéng
thip c6 d6 din dién riéng thip hon khoang 9mS/cm, 8mS/cm, 7mS/cm, 6mS/cm,
5mS/cm, 4mS/cm, 3mS/cm, 2mS/cm, hodc 1mS/cm. Theo mét phuong an duoc wu
tién, dung dich dém c6 d dan dién riéng thép c6 d6 din dién riéng thép hon khoang
6mS/cm. Theo mdt phuwong an duge uu tién khéc, dung dich dém c6 d6 dan dién riéng
thip c6 d6 din dién riéng thdp hon khoang 4mS/cm. Theo mot phuong an duoc uu
tién khac, dung dich dém cé d6 din dién riéng thép c6 d6 din dién riéng thip hon

khoang 2mS/cm.
9. Xt ly ty rira bang dung méi

Pé 1am bt hoat cac tap chét virut khac nhau c6 thé c6 mit trong san phém
thu dugc tir huyét tuong, dich loc PptG trong dugc dua tiép di xir Iy bang dung méi
tdy rira (S/D). Cac phuong phép xir Iy céc phan doan thu dwoc tir huyét trong bing
chét tAy rira 1 d3 biét trong linh vuc nay (xem tai liéu: Pelletier JP et al., Best Pract
Res Clin Haematol. 2006;19(1):205-42). Thong thuong, quy trinh xir Iy S/D chuén cé
thé dugc 4p dung cling v&i cdc phuong phap theo sang ché. Vi du, quy trinh xit Iy S/D

lam vi du duoc dua ra dudi day.

Mot cach ngin gon, Triton X-100, Tween-20, va tri(n-butyl)phosphat
(TNBP) duoc bd sung vio dich loc PptG di lam trong tuong img & ndng d6 cudi bing
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khoang 1,0%, 0,3%, va 0,3%. Sau d6, hdn hop nay duoc khue“'ly & nhiét d6 nim trong
khoang tir 18°C dén 25°C trong it nh4t khoang mét gio.

Theo mét phuong &n, viée cai tién quy trinh dugc thuc hién b'?mg cach bd
sung cac chét phan tmg S/D (vi du, Triton X-100, Tween-20, va TNBP) vio bang cach
phun ma khong phai bd sung vao & dang dong chay. Theo cac phuong an khac, cac
chit phan tmg c6 tinh tiy rira c6 thé dugc bd sung dudi dang rén vao dich loc PptG da
duoc lam trong trong khi dich loc nay dugc tron ¢ dam bao phan phdi nhanh chong
céc thanh phan S/D. Theo mét s§ phwong 4n, tdt hon 1a cac chat phan tmg rin dugc bd
sung vao béng cach ric cac chit rin ndy trén mot dién tich bé mit d3 dugc khoanh
viung cta dich loc sao cho khong xay ra hién tugng néng dé qua mirc cuc bd, nhu

trong truong hop bd sung vao dudi dang dong chay.
10. Sic ky trao ddi ion

bé tiép tuc tinh ché va co IgG tir dich loc PptG da dugce xir ly S/D, ¢6 thé ap
dung sic ky trao ddi cation va/hodc séc ky trao dbi anion. Cac phuong phap tinh ché
va cb ddc IgG bing cach ap dung séc ky trao ddi ion 1a da bit trong linh vuc nay. Vi
du, patent M¥ s 5,886,154 mé ta phuong phép, trong d6 chét két tia Phan doan II+111
duoc chiét & do pH thip (ndm trong khoang tir 3,8 dén 4,5), sau d6 lam két toa IgG
bang cach sir dung axit caprylic, va cudi cing thuc hién hai budc sic ky trao ddi
anion. Patent M§ sb 6,069,236 m6 ta so d tinh ché IgG theo phuong phép séc ky ma
khong hé duwa trén nguyén ly lam két tia bing rugu. Coéng bd don PCT s§ WO
2005/073252 md ta phuong phép tinh ché IgG bao gdm budc chiét chét két tia Phan
doan II+III, xir Iy bing axit caprylic, xir Iy bing PEG, va budc sic ky trao dbi anion
duy nhét. Patent M§ s6 7,186,410 mé ta phuong phép tinh ché IgG bao gdm chiét chét
két ta Phan doan I+II+III hodc chit két tia Phan doan II, tiép theo 1a budc trao ddi
anion duy nhét duogc thuc hién & do pH kiém. Patent M§ s6 7,553,938 mo t& phuong
phép bao gdbm budc chiét chit két tiia Phan doan I+II+III hodc Phan doan II+IIL, xt 1y
bing caprylat, va mdt budc hosic hai budc sic ky trao dbi anion. Patent M§ sb
6,093,324 md ta phuong phép tinh ché bao gdm budc sir dung nhua trao dbi anion c6
c& 18 to dugc thuc hién & d6 pH nim trong khoang tir 6,0 dén 6,6. Patent My sb
6,835,379 md ta phuong phép tinh ché dua trén sic ky trao dbi cation khi khong co
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budc tach phian doan bang rugu. Toan bd ndi dung cta cac cong bo néu trén dugc dua

vao day bang cach vién dan.

Theo mdt phuong 4n ciia phuong phap theo sang ché, dich loc PptG da duoc
xtt Iy bang S/D c6 thé dugce cho qua ca hai bude sic ky trao dbi cation va sic ky trao
dbi anion. Vi duy, theo mot phuong 4n, dich loc PptG da dugc xtt ly béng S/D duogc
cho qua c6t trao ddi cation, lién két voi IgG trong dung dich. Tiép theo, cac chét phan
tng S/D c6 thé dugc rira ra khoi IgG da dugc hap thy, sau d6 IgG niy dugc rira giai
khoi cot bang dung dich dém rira giai c6 d6 pH cao nim trong khoang tir 8,0 dén 9,0.
Theo cach nay, budc sic ky trao dbi cation c6 thé duge 4p dung dé loai bd cac chét
phan tng S/D ra khoi ché phdm, ¢6 dung dich chira IgG, hogic dong thdi ca hai muyc
dich nay. Theo mot sé phuong 4n, dung dich dém rira gidi c6 d6 pH cao c6 thé c6 do
pH ndm trong khoang tur 8,2 dén 8,8, hodc ndm trong khoang tir 8,4 dén 8,6, hodc dd
pH béng 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

phuong an dugc uu tién, do pH cua dung dich dém rira giai béng khoang 8,5 £ 0,1.

Theo mét sb phwong 4n, dung dich rira giai ra khoi cot trao ddi cation c6 thé
duoc didu chinh d¢én d6 pH thip hon, vi du nim trong khoang tir 5,5 dén 6,5, va duoc
pha loing bing dung dich dém thich hop sao cho d¢ din dién riéng ctia dung dich
giam. Theo mét s& phuong an, 6 pH cua dich rira giai trao d6i cation c6 thé dugc
diéu chinh dén d6 pH ndm trong khoang tu 5,7 dén 6,3, hoic nim trong khoang tir 5,9
dén 6,1, hodc do pH bing khoang 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, hoic
6,5. Theo mdt phuong 4n dugc wu tién, d6 pH cia dich rira giai duge diéu chinh dén
dé pH bé‘mg khoang 6,0 + 0,1. Tiép theo, dich rira giai dugc nap vao cot trao dbi anion,
cot nay lién két mot sb tap chit duoc tim thiy trong ché pham. Dong chay ra tir cot,
chira phan doan IgG, dugc thu héi trong qué trinh nap vao cdt va rira. Theo mdt sd
phuong 4n, cic budc sic ky trao dbi ion theo sang ché co thé dugc thuc hién theo

phuong thic cdt, phuong thirc mé, hodc phuong thirc két hop ca hai phuong thtic nay.

Theo mot sd phuong an, vigc cai tién quy trinh dugc thuc hién béng cach bd
sung dung dich dugc ding & diéu chinh d pH bing céch phun, ma khéng phai bd

sung vao ¢ dang dong chay.
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11. Loc nano va siéu loc/loc thAm tach

Dé giam tiép luong virut chira trong ché phdm IgG theo séng ché, dung dich
rira giai diing cho cdt trao dbi anion c6 thé dugc loc nano bing cach sir dung thiét bi
loc nano thich hgp. Theo mdt s& phuong 4n, thiét bi loc nano ¢6 ¢& 18 trung binh nim
trong khoang tir 15nm dén 200nm. Vi du vé thiét bi loc nano thich hop dé diung cho
muc dich ndy bao gdm, nhung khong chi gi¢i han &, DVD, DV 50, DV 20 (Pall),
Viresolve NFP, Viresolve NFR (do Millipore cung ca“ip), Planova 15N, 20N, 35N, va
75N (do Planova cung cép). Theo mét phuong 4n cu thé, thiét bi loc nano c6 thé c6 ¢
18 trung binh nam trong khoang tir 15nm dén 72nm, hodc nim trong khoang tir 19nm
dén 35nm, hodc khoang 15nm, 19nm, 35nm, hodc 72nm. Theo mdt phuong an duoc
wu tién, thiét bi loc nano ¢6 c& 18 trung binh bang khoang 35nm, nhu thiét bi loc Asahi
PLANOVA 35N hoic thiét bi twong dwong véi né.

Tuy v, budc siéu loc/loc thdm tach c6 thé duoc thuc hién dé co dac tiép dich
loc nano. Theo mét phuong 4n, mét mang kénh md duge st dung cing v6i mot bude
rira sau d6 va ché phim duogc thiét ké dic trung gan cudi cia quy trinh san xult giap
tao ra ché pham IgG c6 ndng d6 protein cao gép khoang hai 1in (200mg/mL) so v6i
ndng do protein ctia ché phim IVIG di biét (vi duy, GAMMAGARD® LIQUID) ma
khong 1am anh hudng dén higu suit va d6 6n dinh khi bio quan. Vi hiu hét cac mang
siéu loc thwong mai sin c6, khong thé dat duoc ndng d6 IgG 200mg/mL ma khong
lam hao hut déng ké protein. Cdc mang nay s& som bj tic va do d6 kho c6 thé thuc
hién dugc bude rira sau d6 mot cach thich hop. Vi vay, phai st dung cau hinh mang
kénh mé. Ngay ca v6i mang kénh mé, phai 4p dung mdt quy trinh sau rira dugc thiét
ké mot cach dac trung dé dat duoc néng do mong mubn ma khong 1am hao hut dang
ké protein (lugng hao hut it hon 2%). Tham chi, diéu dang ngac nhién hon 13 ndng o
protein cao hon dén 200mg/mL khéng 1am anh hudéng dén kha ning lam bét hoat virut
ctia bude bao quan & do pH thip.

Sau khi loc nano, dich loc c6 thé dugc ¢ dic tiép b::ing cach siéu loc/loc thAm
tach. Theo mdt phuong an, dich loc nano c6 thé duoc co dic bz“lng cach siéu loc dén
ndng d6 protein nim trong khoang tir 2% dén 10% (khdi lugng/thé tich). Theo mot sb

phuong 4n, budce siéu loc dugce thuc hién trong két cau vdi sang kénh md va mang
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si€u loc ¢6 gi6i han phan tir lugng danh nghia (nominal molecular weight cut off -
NMWCO) thdp hon khoang 100kDa hoic thip hon khoang 90kDa, 80kDa, 70kDa,
60kDa, 50kDa, 40kDa, 30kDa hoic thép hon nita. Theo mdt phuong an dugce wu tién,
mang siéu loc c6 NMWCO khéng 16n hon 50kDa.

Sau khi hoan thanh budc siéu loc, dich c¢6 dic c6 thé dugc co tiép bing cach
loc thim tach bang dung dich thich hop dé dung qua dudng tinh mach hoic tiém bip.
Theo mét sb phuong 4n, dung dich loc thAm tach c6 thé chtta chit lam én dinh
va/hodc chit dém. Theo mot phuong 4n duoc wu tién, chit 1am 8n dinh va chét dém la
glyxin & ndng d6 thich hop, vi du nim trong khoang tir 0,20M dén 0,30M, hoic nim
trong khoang tir 0,22M dén 0,28M, hoic nim trong khoang tir 0,24M dén 0,26mM,
hodc & néng do bé‘mg khoang 2,0M, 2,1M, 2,2M, 2,3M, 2,4M, 2,5M, 2,6M, 2,7M,
2,8M, 2,9M, hodc 3,0M. Theo mdt phuong dn dugc wu tién, dung dich dém loc thim
tach chira hodc chira khoang 0,25M glyxin.

Thong thudng, thé tich trao dbi cuc dai gép it nhit khoang 3 1an thé tich dich
¢ dic ban dau hodc it nhit khoang 4, 5, 6, 7, 8, 9 1an thé tich dich c6 dic ban diu
hozc nhiéu hon. Dung dich IgG c6 thé dugc ¢6 dén ndng do protein cudi cling ndm
trong khoang tir 5% dén 25% (khéi lugng/thé tich), hoic nim trong khoang tir 6% dén
18% (khdi lugng/thé tich), hogic nim trong khoang tir 7% dén 16% (khdi luong/thé
tich), hodic nim trong khoang tir 8% dén 14% (khdi luong/thé tich), hodc ndm trong
khoang tir 9% dén 12%, hoic dén ndng d6 cubi bang khoang 5%, hodc 6%, 7%, 8%,
9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%,
24%, 25% hotic cao hon. Theo mot phuong 4n, dat dwoc ndng d6 protein cudi it nhét
bang khoang 23% ma khong cin bd sung phan doan rira sau d6 vao dung dich dugc
c0. Theo mdt phuong an khac, dat dugc néng dd protein cudi it nhét béng khoang
24% ma khong cin bd sung phan doan sau rira vao dung dich dugc cd. Ndng do
protein cudi it nhit bing khoang 25% dat duwoc ma khong cin bd sung phan doan sau
rira vao dung dich dugc cb. Théng thuong, & cubi quy trinh ¢b dic, d6 pH cua dung

dich nim trong khoang tir 4,6 dén 5,1.

Theo mét phuong an dugc minh hoa bing vi du, d6 pH clia ché phim IgG

dugc diéu chinh dén khoang 4,5 trudc khi sidu loc. Dung dich nay dugc c6 dén ndng
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d6 protein bang 5 + 2% khéi lwong/thé tich bang cach siéu loc. Mang UF c6 giéi han
phan t lugng danh nghia (NMWCO) bing 50.000 Dalton hoic thdp hon (mang
Polyether sulfon Pellicon do Millipore cung cip). Dich ¢6 dic duge loc thdm tach
bang mudi lan thé tich dung dich glyxin 0,25M, d6 pH = 4,5 + 0,2. Trong toan b¢ thdi
gian siéu loc thim tach, dung dich nay dwoc duy tri & nhiét do nim trong khodng tir
2°C dén 8°C. Sau budc loc thdm tach, dung dich nay dugc c¢b6 dén ndng do protein it

nhit bing 11% (khdi luong/thé tich).
12. Ché phim

Sau khi hoan thanh buéc loc thAm tach, ndng d9 protein ciia dung dich duoc
didu chinh bang dung dich dém loc thdm tach dén ndng d6 cudi nim trong khoang tir
5% dén 20% (khdi lwgng/thé tich), hosic nim trong khoang tir 6% dén 18% (khéi
luogng/thé tich), hodic nim trong khoang tir 7% dén 16% (khdi luong/thé tich), hoic
nam trong khoang tir 8% dén 14% (khéi lugng/thé tich), hodc nim trong khoang tur
9% dén 12%, hoic dén ndng do cudi biang khoang 5%, hodic 6%, 7%, 8%, 9%, 10%,
11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, hodc 20%. Theo mdt phuong 4n
duoge wu tién, ndng d6 protein cudi ctia dung dich ndm trong khoang tir 9% dén 11%,

t6t hon nita 14 khoang 10%.

Khéi dung dich da bao ché dugc v6 tring tiép bang cach loc qua thiét bi loc
mang c6 ¢ 16 tuyét ddi khong 16n hon khoang 0,22 micron, vi du khoang 0,2 micron.
Tiép theo, dung dich ndy dugc nap vo khuin vao trong thing chira cubi cing dé bit
kin mot cach thich hop, ddng thoi ldy miu dé kiém tra.

Theo mdt phuong an, ché phdm IgG dugc didu chinh tiép dén ndng do
khoang 10,2 £+ 0,2% (khéi luqng/thé tich) bﬁng dung dich dém loc thdm tach. Néu cn,
d6 pH duoc didu chinh d&n tri s6 nim trong khoang tir 4,4 dén 4,9. Cubi cing, dung
dich nay dugc loc vo tring va dugc 1 trong ba tudn & nhiét d6 bang hoic bang khoang
30°C.

13. B4 sung rugu vao
Phat hién ra ring, theo cach c6 lgi, nhim dé tach phan doan IgG ra khoi huyét

tuong, viéc bd sung rugu vao bang cach phun ma khéng bd sung vao & dang dong
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chay 1am gidm sy hao hut hiéu suit IgG. Khong bi rang budc bsi ly thuyét, trong qua
trinh b sung vao phéan doan huyét tuong, néng d¢ rugu cuc bd cao qua mirc tam thoi
& dAu chat léng di vao cé thé din dén sy bién tinh va st hao hut va/hoic 1am két tua
khong thuan nghich IgG trong cac budc ma trong d6 IgG 1& ra vin con & trong phin
dich ndi. Hon nita, tac dong nay c6 thé duoc khuéch dai khi ruogu cin duoc bd sung
vao véi thé tich 16m, nhu trong quy trinh tinh ché & quy mé cong nghiép bao gbm budc

tach phan doan it nhit 1001 huyét twong dugc gop lai.

Hiéu qua cua viéc bd sung rugu vao bﬁng cach phun dugc minh hoa béng vi
du trong Vi du 14, trong d6 cac mau huyét tvong nghéo két tua lanh duoc lam két tia
bing 8% etanol dugc dua vao bing cach bd sung vao & dang dong chay (1 va 2) hodc
b6 sung vao bang cach phun (3 va 4). Nhur c6 thé thiy trong Bang 14, gn nhu 100%
IgG c6 mit trong huyét tuong ngheo két tiia lanh dwoc thu hdi trong phan dich ndi khi
etanol dugc thém vao miu bang cach phun, trong khi tir 4 dén 5% IgG bi hao hut khi
bd sung rugu vao & dang dong chay. Diéu nay din dén luong IgG hao hut ndm trong
khoang tir 0,20g/L dén 0,25g/L chi tinh riéng & budc nay. Véi san lugng san xudt cua
nim 2007, diéu ndy c6 nghia I hao hut khoang 5,3 tridéu gam (5.300 kilogam) IgG.
Véi gia IVIG trén thi trudng hién nay, dao dong tlir S0$ dén 100$ mdi gam, mirc hao
hut tlr 4% dén 5% & budc nay khién cho ton that kinh té toan cau hing nim 1én t6i nira
ty dola.

Do d6, theo mdt khia canh, sang ché dé xuit phuong phép trong d6 mot hodc
nhiéu budc lam két tia dugc thuc hién bing cach bd sung ruou vao bing cach phun.
Theo mét s& phuong 4n, viéc bd sung vao bing cach phun c6 thé dugc thuc hién bing
cach st dung thiét bi c6 ap suit bt ky, nhu vat chira (vi du, binh phun), c6 dau phun
hodc voi phun va dugc vén hanh béng tay hodc tu dong dé bién chit léng thanh dang
mu cyc min tir. Theo modt s6 phuong 4n, viéc bd sung vao bing cach phun dwoc thuc
hién trong khi hé théng dugc khudy lién tuc hoic theo cach khac dwoc tron dé dam

bao sy phan bd chét 1ong nhanh va déu trong hé théng.
14. Piéu chinh d pH

Profin két tia protein ctia cac phan doan huyét twong phu thudc nhiéu vao do

pH cua dung dich ma tir d6 protein huyét twong dugc lam két tia. Pidu nay da dugc
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khai théc bdi cac nha khoa hoc khi tach phan doan protein huyét twong tir khi dua ra
céc phuong phap ctia Cohn va Oncley 1an lugt vao nim 1946 va 1949. Thong thudng,
d6 pH clia phan doan huyét twong dwoc diéu chinh trudce khi bd sung rugu vao dé tao
diéu kién thuan lgi cho hidu suét thu hdi d6i v6i hop phin quan tm 1a cao nhit. Pa
thdy ring, theo cach c6 1oi, viéc diéu chinh d6 pH ctia dung dich ngay sau khi bd sung
ruou vao hodc dong thdi véi vide bd sung rugu vao dan dén két qué lam két tha o rét
hon va c6 kha nang lap lai hon. Da phat hién ra rﬁng viéc bd sung etanol vao céc phan
doan huyét trong lam dao déng d6 pH cta dung dich, thuong 13 1am ting do pH cua
dung dich. Nhu vay, phan tmg két tia s& xay ra & d6 pH khong t6i wu khi didu chinh
d6 pH ctia phan doan huyét trong dén d6 pH da dinh trwéc khi chir khong phai 1a sau

khi b6 sung ruou vao.

Tuong tu, viéc 1am két tiia protein tir phan doan huyét tuong s& anh hudng
dén moi trudmg tinh dién va do vay s& lam thay d6i d6 pH cua dung dich. Do d6, khi
bude lam két tua dang xay ra, thi d§ pH cta dung dich s& khac vai do pH da dinh ma
cho phép thu héi tbi da loai protein quan tAm. Didu ndy dic biét dung véi cac bude
lam Kkét tua, trong d6 phan doan 16n chira protein duoc lam két tia, cac budc lam két
ta trong d6 rugu dugc st dung véi ham lugng 16m, va cac bude 1am két tia doi hoi
thoi gian u dai.

Anh huéng cta viée diéu chinh d6 pH ctia phan doan huyét twong dugc minh
hoa bang vi du 1a cac két qua thy trong Vi du 16. Theo vi du nay, IgG duoc lam két
tia tir hai mAu phan doan Phan dich ndi I sau khi bd sung ruou vao bing cach phun.
D6 pH cua ca hai miu nay dugc diéu chinh dén 6,7 trudc khi bd sung rugu vao va
dwoc diéu chinh lai dn 6,9 sau khi bd sung ruou vao nhung truée bude 0 két tia 10
gid. Trong mau th nhat (ddi chimg), d6 pH dugc diéu chinh trong sudt qua trinh @
trong 10 gio, trong khi trong mAu thtr hai (diéu chinh lién tuc), d6 pH duoc diéu chinh
dén d6 pH khong ddi bang 6,9 trong sudt qua trinh 0 trong 10 gid. Nhu c6 thé thdy
trong Bang 16, sau khi loai bod chét két ttia Phan doan IT+III cai bién tir cic mAu, phén
dich ndi thtr nhét chira 0,2g IgG/L huyét tuong, trong khi & mau tht hai, trong d6 do
pH duoc gitt khong dbi trong subt qua trinh U két tia, chi chira 0,13g IgG/L huyét
tuong. Muc hao hut giam 0,07g IgG/L huyét twong & mau thit hai cho thiy, ddi véi
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san lugng san xuit nim 2007, hao hut khoang 1,9 triéu gam (1900 kilogam) IgG.
Theo gid IVIG trén thi trudng hién nay, dao dong tir 50$ dén 100$ mdi gam, muc hao

hut 1,5% & budc nay khién tn thit kinh té toan ciu hing ndm 1én t&i 200 tridu dola.

Do d6, theo mét khia canh, sang ché d& xuat cac phuong phap trong d6 do pH
ctia phan doan huyét twong dugc diéu chinh ngay sau khi bd sung rugu vao. Theo cac
phuong 4n lién quan, d6 pH c6 thé duoc didu chinh trudce khi va sau khi bd sung rugu
vao, hodc trong khi va sau khi bd sung rugu vao, hodc trudce khi, trong khi, va sau khi
bd sung rugu vao. Theo mdt phwong 4n lién quan, d6 pH cta dung dich dugc didu
chinh lién tuc trong mdt hoac nhidu bude lam két tta rugu hodc @. Theo mét sd
phuong 4n, d pH ctia dung dich dugc diéu chinh lién tuc hodc duy tri trong khi hé
théng duoc khqu lién tuc hodc theo cach khac dugc tron dé dam bao sy phan phéi

chat 1am thay di d6 pH nhanh va ddng déu trong toan hé théng.

Tuong ty v&i trudng hop bd sung rugu vao & dang dong chay, da phat hién ra
rdng viéc bd sung chét lam thay ddi d6 pH vao véi thé tich 16n & dang dong chay c6
thé din dén sy thay ddi do pH cuc b tam thdi, dan dén sy bién tinh hodc 1am két tia
protein khong mong mudn. Do d6, theo mdt phwong 4n, sang ché d& xudt phuong
phap, trong d6 chit lam thay d6i d6 pH c6 thé dwoc dua vao mot hodc nhidu bude tach
phén doan huyét trong theo cach bd sung vao bing cich phun. Theo mot phuong an
khac, sang ché dé xuit cac phwong phap, trong d6 d6 pH cia budc tach phén doan
hogc bude lam két tia huyét trong ¢ thé dugc diéu chinh bing cach bd sung chat lam
thay d6i d6 pH vao bing cach phun. Theo mdt s6 phuong 4n, budc bd sung vao bing
céch phun co thé dugc thuc hién bé‘mg céch str dung thiét bi c6 ap suit bat ky, nhu vat
chira (vi dy, binh phun), c6 dau phun hodc voi phun va dugc van hanh bing tay hoic
tu dong dé bién chét 16ng thanh dang mu cuc min. Theo mdt s6 phuong 4an, budc bd
sung vao bang cach phun dugc thuc hién trong khi hé thdng dwoc khudy lién tuc hodc
theo cach khac dugc trén d& dam bao sy phﬁn phdi nhanh va ddng déu chét 1ong trong

toan hé thong.
III.  Ché phim IgG c6 dic

Ché phdm IVIG chita cic khang thé nguyén ven di dugc boc 16 dé dung cho

viée diéu tri mot s6 tinh trang bénh tur mién. (vi dy, xem céc cong bd don patent My so
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US 2002/0114802, US 2003/0099635, va US 2002/0098182). Ché phdm IVIG dugc

boc 1§ trong céc tai liéu tham khao niy bao gbm ca cac khang thé da dong.
1. Ché phim IgG trong nudc

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét ché phdm IgG trong nuéc dugce bao ché
theo cdc phwong phép theo sang ché. Thong thudng, ché phdm IgG duoc bao ché theo
céc phuong phap méi theo sang ché nay c6 ham luong va do tinh khiét IgG cao. Vi
dy, ché phim IgG theo sang ché c6 thé c6 ndng do protein it nhat bing khoang 3%
(khdi lugng/thé tich) va ham lugng IgG c6 d6 tinh khiét 16n hon khoang 90%. Céc ché
pham IgG c6 do tinh khiét cao nhu vay 14 thich hop dé ding trong didu tri, vi dy, didu
tri IVIG. Theo mét phuong an, ndng d6 IgG bang khoang 10% va duoc st dung dé
dung qua dudng tinh mach. Theo mot phuong an khéc, nong d6 IgG bing khoang

20% va dugc sir dung dé tiém dudi da hozic tiém bép.

Theo mot phwong 4n, sang ché dé xut hdn hop IgG trong nude duge bao ché
theo phuong phap bao gdm cic budc (a) lam két tia phan doan ngheo plasmit trong
diéu kién lanh, & budc lam két tha thi nhét, béng ruou véi lugng nim trong khoang tur
6% dén 10% & d6 pH nim trong khoang tir 6,7 dén 7,3 dé thu duoc phin dich ndi giau
IgG, (b) lam két tia IgG ra khéi phan dich ndi ndy bing rugu véi lugng nim trong
khoang tlr 20% dén 30% & d6 pH ndm trong khoang tir 6,7 dén 7,3 dé tao ra chét két
tta thir nhat, (c) tao huyén phu lai d6i véi cht két ta thir nhat dugc tao ra & budce (b)
& tao ra huyén phu, (d) xir ly huyén phii duoc tao ra & budc (c) bing chit tiy rira, (e)
lam két tia IgG ra khoi huyén phi biang ruou véi lwong nim trong khoang tir 20% dén
30% & d6 pH nim trong khoang tir 6,7 dén 7,3 dé tao ra chit két tia tht hai, (f) tao
huyén phi lai di véi chat két tiia thi hai dugc tao ra & budc () dé tao ra huyén phu,
(g) xtr Iy huyén phii duoc tao ra & bude (f) bang dung mdi va/hodic chét tiy rira, va (h)
thuc hién it nhit mot budc tach phan doan bing sic ky trao ddi ion, nhd d6 tao ra ché
pham IgG cb dic.

Theo mdt phuong 4n cu thé, sing ché dé xuit ché phim IgG dugc bao ché
theo phuong phép bao gdm cac budc (a) diéu chinh d6 pH ciia phan doan nghéo huyét
tuong trong didu kién lanh dén khoang 7,0, (b) diéu chinh néng d¢ etanol cta phéan
doan nghéo huyét trong trong diéu kién lanh & bude (a) dén khoang 25% (thé tich/thé
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tich) & nhiét d6 nim trong khoang tir -5°C dén -9°C, bing cach d6 tao ra hdn hop, (c)
tach chit 1ong va chét két tha ra khoi hdn hop thu duoc & budc (b), (d) tao huyén phu
lai d6i voi chit két tia thu dugce & bude (c) béng dung dich dém chira phosphat va
axetat, trong d6 d6 pH ctia dung dich dém dugc didu chinh bing 600mL axit axetic
bang cho 1000L dung dich dém, béng cach @6 taora huyén phu, (e) trdn silic dioxit da
nghién min (Si02) v6i huyén pht thu duge & bude (d) trong thoi gian it nhit khoang
30 phut, () loc huyén phil bing may loc ép, bing cach d6 tao ra dich loc, (g) rira may
loc ép bang dung dich dém chira phosphat va axetat v6i thé tich it nhat bang 3 1an thé
tich chét cua méy loc ép, trong d6 d6 pH clia dung dich dém duoc didu chinh béng
150mL axit axetic bang cho 1000L1000L dung dich dém, bf?mg cach do tao ra dung
dich rira, (h) két hop dich loc thu duoc & budc (f) véi dung dich rl’xa. thu duogc & budc
(g), bing cach d6 tao ra dung dich, va xi Iy dung dich nay bang chit tiy rira, (i) diéu
chinh d¢ pH ctia dung dich thu dugc & bude (h) dén khoang 7,0 va bd sung etanol vao
dén ndng d6 cudi bing khoang 25%, bing cach d6 tao ra chit két tua, (j) tach chat
léng va chét két tua ra khoi hén hop thu dugc & bude (i), (k) hoa tan chit két tua trong
dung dich nuéc chita dung méi hogic chit tiy rira va duy tri dung dich nay trong it nhét
60 pht, (1) cho dung dich sau budc (k) di qua cot sic ky trao dbi cation va rira giai
protein dugc hip thy trén cot trong dung dich giai hép, (m) cho dung dich giai hép thu
duoc & budce (1) di qua cot sic ky trao dbi anion dé tao ra dong thai, (n) cho dong thai
thu duogc & budc (m) di qua thiét bi loc nano dé tao ra dich loc nano, (o) cho dich loc
nano thu duoc & bude (n) di qua mang siéu loc dé tao ra dich siéu loc, va (p) loc thAm
tach dich siéu loc thu dugc & budce (o) béng dung dich dém loc thdm tich d8 tao ra
dich loc thim tach c6 ndng d6 protein ndm trong khoang tir 8% (khéi lugng/thé tich)

dén 12% (khéi lugng/thé tich), bang cach d6 thu dugc ché phdm IgG cb dic.

Theo mdt sb phuong 4n, ché phim IgG trong nuwéc dugc bao ché bing cach
ap dung phuong phap theo sang ché bao gdm céc cai tién & hai hodc nhidu budc tach
phéan doan néu trén. Vi du, theo mot s6 phuong 4n, c6 thé cai ﬁén & budce lam két tia
thtr nht, budc 1am két tia Phan doan IT+III cai bién, budc hda tan Phan doan II+III

cai bién, va/hoic budce loc huyén phu Phén doan II+II cai bién.
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Theo mdt phuong én, séng ché d& xuit ché phim IgG trong nudc duge bao
ché theo phwong phép tinh ché theo sang ché nay, trong d6 phuong phép nay bao gém
budc bd sung mdt hoic nhidu dung dich vao bing cich phun, ma theo céch khac s&
dugc dua vao phan doan huyét tuong bing cach bd sung vao & dang dong chay. Vidy,
theo mot sb phuong 4n, phuong phap nay bao gdm budc dua rugu (vi du, etanol) vao
phan doan huyét twong bing cach phun. Theo cic phuong 4n khic, dung dich c6 thé
dugc thém vao phén doan huyét twong bing cich phun bao gbm, nhung khéng chi
gi6i han o, dung dich 1am thay dbi d6 pH, dung dich dung méi, dung dich téy ria,
dung dich dém pha lodng, dung dich thay ddi do dan dién riéng, va cac dung dich
tuong tw. Theo mdt phuong &n duge wu tién, mot hogic nhidu budce lam két tha bing
rugu dugc thyuc hién bing cach bd sung ruou vao phan doan huyét twong bing cach
phun. Theo mét phuong 4n duge uu tién thir hai, mot hodc nhiéu budc didu chinh do
pH duogc thuc hién bing cach bd sung dung dich lam thay dbi do pH vao phéan doan
huyét twong bang cach phun.

Theo mét sb phuong an, sang ché d& xuit ché phdm IgG trong nudc dugce bao
ché theo phuong phap tinh ché theo sang ché nay, trong d6 phuong phap nay bao gdm
budc diéu chinh d6 pH cta phan doan huyét trong dwoc 1am két tia sau va/hodc dong
thdi voi bude bd sung tac nhan lam két tia (vi du, rugu hodc polyetelen glycol) vao.
Theo mot sb phuong 4n, sing ché d& xuét cai tién quy trinh trong d6 d6 pH ctia phan
doan huyét tuong dugc lam két tua tich cuc duge duy tri trong toan b6 budc U hoic
gitt két toa béng cach giam sat va didu chinh do pH mdt cach lién tuc. Theo cac
phuong an dugc uu tién, viéc diéu chinh do pH dugc thuc hién béng cach bd sung

dung dich 1am thay d6i do pH vao bang cach phun.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& xuit ché phdm IgG trong nudc chira
protein & ndng d6 nim trong khoang tir 30g/L dén 250g/L. Theo mét sé phuong 4n,
ndng dd protein ctia ché phdm IgG nidm trong khoang tir 50g/L dén 200g/L, hoic nim
trong khoang tir 70g/L dén 150g/L, hodc nim trong khoang tir 90g/L dén 120g/L, hodc
ndng do thich hop bét ky thudc cac khoang nay, vi du khoang 30g/L, hoic khoang
35¢g/L, 40g/L, 45g/L, 50g/L, 55g/L, 60g/L, 65g/L, 70g/L, 75g/L, 80g/L, 85g/L, 90g/L,
95g/L, 100g/L, 105g/L, 110g/L, 115g/L, 120g/L, 125g/L, 130g/L, 135g/L, 140g/L,
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145g/L, 150g/L, 155¢g/L, 160g/L, 165g/L, 170g/L, 175g/L, 180g/L, 185g/L, 190g/L,
195g/L, 200g/L, 205g/L, 210g/L, 215g/L, 220g/L, 225g/L, 230g/L, 235g/L, 240g/L,
245g/L., 250g/L, hodc cao hon. Theo mdt phuong an dugc uu tién, ché phém IgG
trong nudc c¢6 ndng dd biang hoic bing khoang 10%. Theo mot phuong 4n duge dic
biét vu tién, ché phim c6 ndng d6 10,2% + 0,2% (khéi lwong/thé tich). Theo mot
phuong an dugc uu tién khéc, ché phim IgG trong nuéc c6 ndéng d6 biang hoic bing
khoang 20%.

Phuong phap theo sang ché cho phép diéu ché ché phim IgG c6 d6 tinh khiét
rit cao. Theo mdt phuong 4n, it nhat khoang 95% téng lugng protein trong ché phdm
theo sang ché 1a IgG. Theo cac phuong 4n khéc, it nhit khoang 96% protein 1a IgG,
hodc it nhét khoang 97%, 98%, 99%, 99,5% protein téng, hodc nhiéu hon, trong ché
phdm 14 IgG. Theo mdt phuwong an dugc wu tién, it nhat 97% protein tdng trong ché
phim 1a IgG. Theo mdt phuong 4n duoc wu tién khac, it nhit 98% protein tdng trong
ché phim 14 IgG. Theo modt phuong an dwoc wu tién khéc, it nhit 99% protein tdng
trong ché pham 13 IgG.

Tuong tu, phuong phap theo sang ché cho phép diéu ché ché phim IgG chira
tap chat véi luong cuc thip. Vi du, Bang 19 thé hién két qua thir nghiém tap chit dbi
v6i ba miu dung dich IgG dugc diéu ché theo cac phuong phap cai tién theo sang ché.
Theo mot sb phuong 4n, sang ché d& xuét ché pham IgG chua tap chat v&i luong
khoang it hon 140mg/L IgA. Theo cic phuong 4n khac, ché phdm IgG chira tap chit
v6i luong khoang it hon 60mg/L IgA , t&t hon 14 khoang it hon 40mg/L IgA, t6t nhét
la khoang it hon 30mg/L IgA. |

Theo mdt phuong 4n khéc, sang ché dé xuat ché phim IgG chira tap chét véi
lugng khoang it hon 50mg/L IgM. Theo cac phuong 4n khac, ché phim IgG chira tap
chit v6i lwong khoang it hon 25mg/L IgM, t6t hon 13 khoang it hon 10mg/L IgM, t6t
hon nita 1a khoang it hon 5mg/L IgM, t6t hon nita la khoang it hon 4mg/L IgM, t6t
hon nita 1a khoang it hon 3mg/L IgM, t6t nhat 1a khoang it hon 2,5mg/L IgM.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché d& xudt ché phim IgG c6 hoat do phan
giai amit khoang thdp hon 100 PL-Inmol/mL phit. Theo cc phuong &n khac, ché
phim IgG c6 hoat d6 phén giai amit khoang thap hon 50 PL-1nmol/mL phit, t6t hon
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1a hoat d9 phan giai amit khoang thip hon 25 PL-Inmol/mL phut, tdt hon nita la hoat
d6 phan giai amit khoang thip hon 20 PL-1 nmol/mL phut, t6t hon nita 13 hoat do
phén gidi amit khoang thdp hon 15 PL-1nmol/mL phiit, t6t nht 13 hoat d6 phan giai
amit khoang thap hon 10 PL-1nmol/mL phit.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé xuat ché phim IgG chira fibrinogen
v6i luong khoang it hon 20mg/L. Theo cic phuong 4n khic, ché phdm IgG chira
fibrinogen véi lugng khoang it hon 10mg/L, t&t hon 1 chira fibrinogen véi luong
khoang it hon Smg/L, t6t hon nita 1a chira fibrinogen véi luong khoang it hon
2,5mg/L, t6t hon nita 13 chira fibrinogen voi lugng khoang it hon 1mg/L, t6t hon nita
1a chira fibrinogen véi lugng khoang it hon 0,5mg/L, tt nhét 1a chira fibrinogen véi

luong khoang it hon 0,25mg/L .

Theo mdt phuong 4n khac nita, sang ché dé xuét ché phadm IgG chua chu yéu
cdc monome/dime IgG. Theo mdt phuong én, sing ché dé xuét ché phim IgG, trong
d6 it nhét 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,1%, 99,2%, 99,3%, 99,4%, 99,5%, 99,6%,
99.,7%, 99,8%, hodc 99,9% IgG la monome hodc dime. Theo mdt phwong 4n dugc vu
tién, sang ché dé xuit ché pham IgG, trong d6 it nhit 97% IgG 12 monome hoic dime.
Theo mét phuong 4n duge wu tién hon, it nhit 99% IgG 13 monome hodc dime. Theo
mot phuong an dugc wu tién hon, it nhét 99,5% IgG 1a monome hodc dime. Theo mdt

phuong 4n dugc wu tién hon, it nhit 99,7% IgG 14 monome hoic dime.
2. Dugc phdm

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuit dugc phdm va ché phidm chua
IgG tinh khiét bao ché dugc theo cic phuong phép néu trén. Thong thuong, dugc
phim va ché phim chira IgG bao ché dugc theo cac phuong phap méi theo sang ché
nay c6 ham luong IgG va d¢ tinh khiét cao. Vi du, dugc phdm va ché phim chta IgG
theo sang ché c6 thé c6 ndng do protein it nhit bang khoang 7% (khéi luong/thé tich)
va ham lugng IgG véi d6 tinh khiét 16n hon khoang 95%. Dugc phidm va ché phém
chira IgG c6 @9 tinh khiét cao nhu vy 1a thich hop dé ding trong viéc diéu tri bénh, vi
duy, diéu tri IVIG. Theo mdt phuong an duoc uu ti€n, dugc phém chira IgG dugc bao

ché ¢ dung qua dudng tinh mach (vi dy, didu tri IVIG).
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Theo mdt phuong 4an, duge pham theo sang ché dugc bao ché bang céch bao
ché ché pham IgG trong nudc phén lap dugc bing cach 4p dung phuong phap néu
trén. Thong thuong, ché phém duoc bao ché s& duoc dua qua it nhit mot, t6t hon 14 it
nhét hai, t6t nhét 13 it nhit ba, budc lam bAt hoat hodc loai bo virut. Vi du khong giGi
han vé cac budc 1am bét hoat hodc loai bo virut c6 thé duge st dung theo céc phuong
phap néu trén bao gdm, xir Iy bing dung moéi tdy rira (Horowitz et al., Blood Coagul
Fibrinolysis 1994 (5 Suppl 3):S21-S28 va Kreil et al., Transfusion 2003 (43):1023-
1028, ca hai tai liéu ndy duoc dua rd rang vao ddy bang cach vién dan), loc nano
(Hamamoto et al., Vox Sang 1989 (56)230-236 va Yuasa ef al., J Gen Virol. 1991 (72
(pt 8)):2021-2024, ca hai tai liéu ndy dugc dua rd rang vao day bang cach vién dan),
va 0 trong diéu kién d6 pH thip ¢ nhiét do cao (Kempf et al., Transfusion 1991
(31)423-427 va Louie et al., Biologicals 1994 (22):13-19).

Theo mdt s6 phuwong an, dwoc phim theo sang ché c6 ham luong IgG nidm
trong khoang tlr 80g/LL IgG va khoang 120g/LL IgG. Thong thudng, cac ché phdm
IVIG nay duogc bao ché biang cach phan 1ap ché phdm IgG tir huyét tuong bang cach
&p dung phuong phap theo sang ché, c6 dic hdn hop, va bao ché ché phim cb dic
trong dung dich thich hop ¢ ding qua duong tinh mach. Ché phim IgG c6 thé duoc
b dic bing cach ap dung phuong phép thich hop bit ky ma chuyén gia trong linh vuc
ndy di biét. Theo mot phuong 4n, ché phdm duge c6 dic bang cach siéu loc/loc thAm
tach. Theo mot sb phuong 4n, thiét bi siéu loc dugc sir dung dé co dac ché phém sur
dung mang siéu loc c6 gidi han phén tir luong danh nghia (NMWCO) khoang thip
hon 100kDa hodc khoang thép hon 90kDa, 80kDa, 70kDa, 60kDa, 50kDa, 40kDa,
30kDa, hozc thép hon. Theo mdt phuong 4n duoc uu tién, mang siéu loc c6 NMWCO
khong cao hon 50kDa. Viéc trao ddi dung dich dém c6 thé dat duoc béng cach ap
dung k¥ thuat thich hop bat ky ma chuyén gia trong linh vuc nay biét r5. Theo mot
phuong 4n cu thé, viéc trao ddi dung dich d&€m dat duoc béng cach loc thdm tach.

Théo mdt phuong 4n cu thé, sang ché @& xuét duoc phim chua IgG, trong do
dugc phdm chira IgG nay duoc tinh ché tir huyét twong bing cach ap dung phuong
phép bao gdm cic bude (a) lam két tia phan doan nghéo plasmit trong diéu kién lanh,

& bude lam két tia thir nhat, bing ruou véi lugng ndm trong khodang tir 6% dén 10% &
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d6 pH nam trong khoang tir 6,7 dén 7,3 d& thu dugc phan dich néi giau IgG, (b) lam
két tiia IgG ra khéi phan dich ndi nay bing rugu véi lugng nim trong khoang tir 20%
dén 30% & d6 pH nim trong khoang tir 6,7 d&én 7,3 dé tao ra chit két toa thir nhét, (©)
tao huyén phi lai d6i voi chét két tia thi nhit dugce tao ra & budc (b) dé tao ra huyén
phu, (d) xir Iy huyén phi duoc tao ra & budce (c) bang chét tiy rira, (¢) 1am két ta IgG
ra khoi huyén phu bing ruou voi luong ndm trong khoang tir 20% dén 30% & d6 pH
nam trong khoang tir 6,7 dén 7,3 d tao ra chit két tua thir hai, (f) tao huyén phu lai
chtra chét két ta thtr hai dugc tao ra & budc (e) dé tao ra huyén phu, (g) xtt Iy huyén
phu duge tao ra & bude (f) bing dung méi va/hodc chit tAy rira, (h) thyuc hién it nhét
mdt budc tich phan doan bing sic ky trao ddi ion; (i) thuc hién xir Iy bang dung méi
tdy rira; va (j) cho ché phim qua budc loc nano, bing cach d6 bao ché duge ché phdm

chra IgG.

Theo mét phuong 4n cy thé, sing ché dé xudt dugc phdm chira IgG, trong d6
ché phdm IgG nay duoc tinh ché tir huyét twong bang cach ap dung phuong phép bao
gdm cac budc (a) didu chinh d6 pH cta phan doan huyét tuong nghéo két tia lanh dén
khoang 7,0, (b) diéu chinh ndng d6 etanol ctia phan doan huyét tvong ngheo két tia
lanh & bude (a) dén khoang 25% (thé tich/thé tich) & nhiét d6 nim trong khoang -5°C
dén -9°C, bang cach d6 tao ra hdn hop, (c) tach chit 10ng va chét két taa ra khoi hdn
hop thu duoc & bude (b), (d) tao huyén phu lai d6i voi chét két tua thu duge & budce
(c) bang dung dich dém chira phosphat va axetat, trong d6 d6 pH cta dung dich dém
dwoc didu chinh bing 600mL axit axetic bang tinh cho 1000L dung dich dém, bing
cach d6 tao ra huyén pht, (e) tron silic dioxit d nghién min (SiO2) véi huyén phu thu
duoc & budc (d) trong thoi gian it nhéat khoang 30 phut, (f) loc huyén phti bang may
loc €ép, bz‘?mg cach do6 tao ra dich loc, (g) rra may loc ép b?lng dung dich dém chira
phosphat va axetat v6i thé tich it nhit bing 3 lan thé tich chét ciia méay loc ép, trong d6
d6 pH cua dung dich dém dugc diéu chinh béng 150mL axit axetic biang cho 1000L
dung dich dém, béng cach d6 tao ra dung dich ria, (h) két hop dich loc thu duge &
budc (f) voi dung dich rira thu dugce & bude (g), béng cach d6 tao ra dung dich, va xir
ly dung dich nay bang chat tiy rira, (i) diéu chinh d6 pH cta dung dich thu dugc &
budc (h) dén khoang 7,0 va bd sung etanol vao dén ndng d6 cubi bang khoang 25%,

bing cach d6 tao ra chat két tua, (j) tich chét 1ong va chit két tiia ra khoi hdn hop thu
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duge & budce (i), (k) hoa tan chét két tua trong dung dich nudc chira dung méi hosic
chit tdy rtra va duy tri dung dich nay trong it nhit 60 phut, (1) cho dung dich sau budc
(k) di qua cot séc ky trao ddi cation va rira gidi protein duoc hip thu trén cot trong
dung dich giai hap, (m) cho dung dich giai hdp thu dugc & budc (1) di qua cot séc ky
trao d6i anion dé tao ra dong thai, (n) cho dong thai thu dugc & bude (m) di qua thiét
bi loc nano dé tao ra dich loc nano, (o) cho dich loc nano thu dugc & budce (n) di qua
mang si€u loc dé tao ra dich siéu loc, va (p) loc thim tach dich siéu loc thu dugc &
budc (0) béng dung dich dém loc thdm tach dé tao ra dich loc thim tach c6 néng do
protein nim trong khoang tir 8% (khi luong/thé tich) dén 12% (khdi luong/thé tich),
bang cach d6 thu dugce ché phim IgG 6 dic.

Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché dé xuit duge phdm chira IgG, trong d6 ché
pham chira IgG nay dugc bao ché biang cach 4p dung phuong phép theo séang ché bao
gém cac cai tién & hai hodc nhiéu buéc tach phén doan néu trén. Vi du, theo mot sd
phuong an, c6 thé thuc hién cai tién & budc lam két tia thu nhit, budc lam két tua
Phan doan II+III cai bién, budc hoa tan Phan doan II+IIT cai bién, va/hodc budc loc

huyén phtt Phan doan II+III cai bién.

Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché d& xuit duoc phdm chira IgG, trong d6 ché
phim IgG nay duoc bao ché bang cach ap dung phuong phép tinh ché theo sang ché
ndy, trong d6 phuong phap ndy bao gém budc bd sung vao bing cach phun mot hoac
nhiéu dung dich, ma theo cach khac s& dugc dua vao phan doan huyét tuong bing
céch bd sung vao & dang dong chay. Vi duy, theo mot sb phuong én, phuong phap nay
bao gdbm budc dua rugu (vi du, etanol) vao phan doan huyét tvong bing cach phun.
Theo céc phuong én khéc, dung dich c6 thé dwgc bd sung vao phin doan huyét twong
bang cach phun bao gdm, nhung khong chi gidi han &, dung dich 1am thay d6i do pH,
dung dich dung moéi, dung dich tdy rira, dung dich dém pha lodng, dung dich thay di
d6 din dién riéng, va cac dung dich tuwong tu. Theo mdt phuong an duge wu tién, mot
hoic nhiéu budc 1am két tua béng ruou dugc thuc hién bz"mg cach bd sung ruou vao
phan doan huyét tvong bing cach phun. Theo mét phuong 4n dugc wu tién thir hai,
mét hogc nhidu budce didu chinh d6 pH duoc thuc hién bang cach bd sung dung dich

1am thay dbi d6 pH vao phan doan huyét twong bing cach phun.
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Theo mot sb phuong 4n, sang ché @& xuét duoc phdm chtra IgG, trong do6
duoc phidm chira IgG dugc bao ché theo phuong phép tinh ché theo sang ché nay,
trong d6 phuong phap ndy bao gém budc diéu chinh d6 pH cia phan doan huyét
tuong duge két tia sau va/hodic dong thoi véi bude bd sung tic nhén lam két tda (vi
du, ruou hodc polyetelen glycol) vao. Theo mdt sé phuong 4n, sang ché d& xuit cai
tién quy trinh, trong d6 d6 pH cila phan doan huyét tuong duoc két tia tich cuc duoc
duy tri trong toan bd budc & hoic giit két tia bing cich giam sat va didu chinh do pH
lién tuc. Theo céc phuong 4n dugc wu tién, viée diéu chinh do pH duoc thuc hién béng

céch b sung dung dich lam thay déi d6 pH vao bing céch phun.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuit dugc phim IgG chira protein & ndng
d6 nam trong khoang tir 70g/L. dén 130g/L. Theo mot s6 phuong 4n, ndng d6 protein
ctia ché phim chira IgG ndm trong khoang tir 80g/L dén 120g/L, t&t hon 12 ndm trong
khoang tir 90g/L. dén 110g/L, t6t nhét 1a bing khoang 100g/L, hodc ndng d¢ thich hop
bat ky trong khoang nay, vi du khoang 70g/L, 75g/L, 80g/L, 85g/L, 90g/L, 95¢g/L,
100g/L, 105g/L, 110g/L, 115g/L, 120g/L, 125g/L, hodc 130g/L. Theo mot phuorng an
dugc uu tién, sang ché @& xuit dugc phdm c6 ndng do protein bing hogic bang khoang
100g/L. Theo mot phwong an dugc dic biét vu tién, duoc phém co néng do protein

bang hoic bang khoang 102g/L.

Theo mdt phuong 4n khic, séng ché dé xuat dugc phdm IgG chira protein &
néng d6 nim trong khoang tir 170g/L dén 230g/L. Theo mdt sb phuong 4n, ndng do
protein ctia ché pham IgG nim trong khoang tir 180g/L dén 220g/L, t6t hon 1a nim
trong khoang tir 190g/L dén 210g/L, tSt nhit 14 bing khoang 200g/L, hoic ndng do
thich hop bit ky ndm trong céc khoang nay, vi du khoang 170g/L, 175g/L, 180g/L,
185g/L, 190g/L, 195g/L, 200g/L, 205g/L, 210g/L, 215g/L, 220g/L, 225g/L, hoic
230g/L. Theo mdt phuong én duge wu tién, séng ché dé xuit dugc phim cé ndng do
protein bing hozc bing khoang 200g/L.

Céc phuong phéap theo sang ché cho phép bao ché dwoc phdm chira IgG c6 do
tinh khiét cuc cao. Vi du, theo mét phuong 4n, it nhit khoang 95% tdng luong protein
trong ché phim theo sang ché 1a IgG. Theo cic phwong 4n khac, it nhét khoang 96%
protein 1& IgG, hogc it nhit khoang 97%, 98%, 99%, 99,5%, hoic nhiéu hon, tdng
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luong protein ctia ché phdm 14 IgG. Theo mdt phuong 4n duoc wu tién, it nhit 97%
téng lugng protein ctia ché phdm 1a IgG. Theo mdt phuong 4n dugc wu tién khéc, it
nhit 98% tng luong protein ctia ché phim 1a IgG. Theo mot phuong an dugc uu tién

khéc,, it nhit 99% tdng lugng protein ctia ché phdm 1a IgG.

Tuong tw, cdc phuong phap theo séng ché cho phép bao ché duge phdm IgG
chira tap chit v6i ham luong rét thap. Vi du, theo mdt s§ phuong éan, sang ché @& xuit
ché phdm IgG chira tap chét véi lugng khoang it hon 100mg/L IgA. Theo cac phuong
an khac, ché pham IgG chira tap chét v6i lugng khoang it hon 50mg/L IgA, t6t hon 1a
khoang it hon 35mg/L IgA, t6t nhit 1a khoang it hon 20mg/L IgA.

Duoc phém theo sang ché thuong gém mdt hodic nhidu chit dém hoidc chét
lam én dinh d6 pH thich hop dé ding qua dudng tinh mach, tiém dudi da, va/hodc
tiém bip. Vi du khong gidi han v& chit dém thich hop dé bao ché ché phim IgG theo
séng ché bao gém glyxin, xitrat, phosphat, axetat, glutamat, tartrat, benzoat, lactat,
histidin hodc céc axit amin khac, gluconat, malat, suxinat, format, propionat, cacbonat,
hodc hdn hop bét ky ctia chiing duge diéu chinh dén d6 pH thich hop. Thong thudng,
cht dém 1a du dé duy tri d6 pH thich hop trong ché phidm trong khoang thoi gian dai.

Theo mét phuong 4n dugc wu tién, chit dém 1a glyxin.

Theo mét s6 phuwong 4n, ndng do clia chit dém trong ché phdm nim trong
khoang tir 100mM dén 400mM, t6t hon 13 nim trong khoang tir 150mM dén 350mM,
t5t hon nita 1 ndm trong khoang tir 200mM dén 300mM, tt nhét 14 khoang 250mM.
Theo mot phuong an duge dic biét wu tién, ché phdm IVIG chira glyxin v6i lugng

nim trong khoang tir 200mM dén 300mM glyxin, tot nhét 13 khoang 250mM glyxin.

Theo mdt s& phuwong an, d6 pH cta ché phdm nim trong khoang tir 4,1 d&én
5,6, tot hon 12 nim trong khoang tir 4,4 dén 5,3, tot nhét 1a ndm trong khoang tir 4,6
dén 5,1. Theo céac phuong an cu thé, do pH cua ché phém c6 thé bz‘ing khoang 4,1, 4,2,
4,3,4,4,4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0, 5,1, 5,2, 5,3, 5,4, 5,5, hodc 5,6. Theo mdt phuong

an dugc wu tién, do pH ctia ché phdm nim trong khoang tir 4,6 dén 5,1.

Theo mét sb phwong 4n, dugc phdm theo sang ché c6 thé tuy y con bao gdm
chét diéu chinh ndéng d6 mol cta ché phdm. Vi du khéng giéi han vé chét didu chinh

n6ng d6 mol bao gém manitol, sorbitol, glyxerol, sucroza, glucoza, dextroza, levuloza,
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fructoza, lactoza, polyetylen glycol, phosphat, natri clorua, kali clorua, canxi clorua,

canxi gluconoglucoheptonat, dimetyl sulfon, va céc chit twong tu.

Thong thuong, ché pham theo sang ché c6 ndng dd mol c6 thé so sanh duoc
v6i ndbng d mol sinh 1y, nim trong khoang tir 285mOsmol/kg dén 295mOsmol/kg
(Lacy et al., Drug Information Handbook — Lexi-Comp 1999:1254. Theo mot sb
phuong 4n, ndng d6 mol ciia ché phdm ndm trong khoang tir 200mOsmol/kg dén
350mOsmol/kg, t6t hon 14 ndm trong khoang tir 240mOsmol/kg dén 300mOsmol/kg.
Theo céc phuong 4n cu thé, ndng d6 mol ciia ché phim bing khoang 200mOsmol/kg,
hoac 210mOsmol/kg, 220mOsmol/kg, 230mOsmol/kg, 240mOsmol/kg,
245mOsmol/kg, 250mOsmol/kg, 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.

Ché phdm IgG theo sing ché thuong 12 én dinh & dang long trong khoang
thoi gian dai. Theo mot s6 phuong 4n, cic ché phdm nay 1a én dinh trong it nhit
khoang 3 thang & nhi€t d trong phong, hoic it nhét khodng 4 thang, 5 thang, 6 thang,
7 thang, 8 thang, 9 thang, 10 thang, 11 thang, 12 thang, 13 thang, 14 thang, 15 thang,
16 thang, 17 thang, 18 thang, 19 thang, 20 thang, 21 thang, 22 thang, 23 thang, hoic
24 thang & nhiét d6 trong phong. Ché phim nay ciing s& thuong én dinh trong it nhét
khoang 18 thang trong diéu kién lanh (thudong 13 & nhiét d6 nim trong khoang tix 2°C
dén 8°C), hogc trong it nhat khoang 21 théng, 24 thang, 27 thang, 30 thang, 33 thang,
36 thang, 39 thang, 42 thang, hodc 45 thang trong diéu kién lam lanh.

IV. Cac phuong phép diéu tri

Nhu thuong duge ap dung trong y hoc hién dai, cac ché pham vé tring chira
globulin mién dich c6 dic (dic biét 1a cac IgG) dugce str dung dé didu trj céc tinh trang
bénh thudc ba nhém chinh: cac bénh suy giam mién dich, cic bénh viém va ty mién,
va cac bénh nhiém khudn cép tinh. Céc ché phim IgG nay ciing c6 thé duge sir dung
dé diéu trji bénh xo cung rai rac (dédc biét 12 bénh xo cimg rai rdc thuyén giam-tai phat
hay con goi la RRMS (relapsing-remitting multiple sclerosis)), bénh Alzheimer, va
bénh Parkinson. Ché phdm IgG da tinh ché theo sang ché 1a thich hop d& dung cho cac
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muc dich nay, cling nhu céc tng dung khéac chap nhén duge vé mit 1am sang cua cac

ché pham IgG.

FDA d4 phé chuén viéc sir dung IVIG dé didu trj cac chi dinh khac nhau, bao
gbdm céy ghép tuy xuong di sinh, bénh ung thu bach cau lympho man tinh, bénh ban
xuét huyét gidm tiéu cau ty phat (ITP), bénh HIV & tré nho, bénh suy giam mién dich
nguyén phat, bénh Kawasaki, bénh da ddy than kinh hiy myelin do viém man tinh
(chronic inflammatory demyelinating polyneutropathy - CIDP), va ghép than véi thé
nhédn c6 tinh khang thé cao hogc véi thé cho khong tuong thich ABO. Theo mdt sé
phuong 4n, ché pham IVIG theo sang ché c6 thé duoc dung d& diéu tri hoic giam sat

cac bénh va tinh trang bénh nay.

Hon nita, viéc st dung IVIG ngoai huéng din thudng dugc dé xuit d6i véi
cac bénh nhan dung dé diéu tri hoic giam sat cac chi dinh khac nhau, vi dy, hdi ching
mét man tinh, bénh viém rut két do thiéu hut khuin thoi, bénh viém bi co va bénh
viém da co, bénh mit Graves, hoi ching Guillain-Barré, ching loan dudng co, bénh
viém co thé vii, hdi chimg Lambert-Eaton, bénh ban do luput, bénh thin kinh van
dong da d, bénh xo clng rai rac (MS), bénh nhuge co ning, bénh giam tiéu ciu di
mién dich so sinh, nhiém Parvovirus B19, bénh pemphigut, ching ban xuit huyét sau
tiém truyén, chimg dao thai ghép thn, say thai tu phat/mét thai, hoi ching ngudi cing
do, hoi chimg co giat mét theo nhiéu hudng, benh nhidm tring ning va séc nhifm
tring & nguoi truong thanh bi dm ning, bénh hoai tir biéu bi nhidm doc, bénh ung thu
bach cdu lympho man tinh, bénh da u tuy, chimg thiéu gamma globulin-huyét c6 lién
quan dén nhim sic thé X, va chimg gidm gamma globulin-huyét. Theo mot sé
phuong én, ché phém IVIG theo sang ché c6 thé dugc dung dé diéu tri hodc giam sat

bénh va céc tinh trang bénh nay.

Cubi cﬁng, tmg dung 1am vi du cta IVIG dé diéu tri hoic giam sat bénh bao
gdém bénh suy giam mién dich nguyén phét, bénh RRMS, bénh Alzheimer, va bénh
Parkinson d3 duoc d& xuét (cong bd don patent M§ sb U.S. 2009/0148463, toan bd nodi
dung ctia cng bd nay dugc dua vao ddy bang cach vién din). Theo mot sb phuong 4n,
ché phadm IVIG theo sang ché c6 thé dugc dung dé diéu tri hosic giam sat bénh suy
giam mién dich nguyén phét, bénh RRMS, bénh Alzheimer, hoic bénh Parkinson.
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Theo mdt s& phuong 4n bao gém viée sir dung hing ngay, luong hitu hidu duge diung
cho ddi tuong co thé duoc xac dinh bai bac ¥ diéu tri c6 tinh dén su khac biét gitta
cac ca thé vé tudi tac, thé trong, mirc d§ nghiém trong cua bénh, dudng dung (vi dy,
dung qua dudng tinh mach so véi tiém duéi da) va dap tmg d6i véi viée diéu tri. Theo
mdt s6 phuong an, ché phdm globulin mién dich theo sdng ché c6 thé duoc dung cho
ddi twong véi lugng ndm trong khoang tir Smg/kg dén 2000mg/kg mdi ngay. Theo céc
phuong &n khac, ché phém globulin mién dich c6 thé dugc ding véi lugng it nhét
khoang 10mg/kg, it nhit 15mg/kg, it nhit 20mg/kg, it nhit 25mg/kg, it nhit 30mg/kg,
hoic it nhat 50mg/kg. Theo cac phuong 4n khéc, ché phidm globulin mién dich c6 thé
dugc dung cho ddi tugng & lidu luong 1én t6i khoang 100mg/kg, 1én t6i khoang
150mg/kg, 1én téi khoang 200mg/kg, 1én téi khoang 250mg/kg, 1€n téi khoang
300mg/kg, 1én t6i khoang 400mg/kg mdi ngdy. Theo cic phuong 4n khéc, lidu lwong
ché phim globulin mién dich c6 thé 16n hon hogic nhd hon. Ngoai ra, cac ché phim
globulin mién dich ¢6 thé dugc ding & dang mét hodc nhiéu lidu mdi ngay. Cac nha
lam sang hoc hiéu 3 bénh duoc diu tri boi cac ché phém IgG c6 thé xac dinh duoc

lidu diing thich hop cho m&i bénh nhan theo tiéu chi da biét trong linh vuc.

Theo sang ché, thoi gian cin thiét d& hoan thanh mét tién trinh diéu tri c6 thé
dugc xac dinh bdi bac s§ diéu tri va c6 thé thay dbi tir ngén nhu 1a mot ngay dén dai
hon nhu 1a mot thdng. Theo mdt ) phuong éan, tién trinh diu trj c6 thé tir 1 dén 6

thang.

Luong hitu hiéu ché phim IVIG dugc ding cho ddi twgng bing cach ding
qua duong tinh mach. Thuét ngit “lwong hitu hiéu” ding dé chi lwvong ché phim IVIG
tao ra sy cai tién hodc khéc phuc duoc hiu qua cta bénh hoic tinh trang bénh & dbi
tuong. Luong hitu hi€u dugc dung cho dbi tugng co thé duoc xac dinh boi bac s§ didu
tri ¢6 tinh dén su khéc biét gifra cac cé thé vé tudi tac, thé trong, bénh hodc tinh trang
bénh cin diéu tri, mic do nghi€ém trong clia bénh va dap ung d6i voi viee didu tri.
Theo mot s& phwong 4n, ché pham IVIG c6 thé duoc dung cho ddi tugng & liéu lugng
nim trong khoang tir Smg/kg dén 2000mg/kg mdi 1an ding. Theo mét sé phuong 4n,
lidu dung c6 thé it nhét bang khoang Smg/kg, hoic it nhit bing khoang 10mg/kg, hoic
it nhit khoang 20mg/kg, 30mg/kg, 40mg/kg, 50mg/kg, 60mg/kg, 70mg/kg, 80mg/kg,
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90mg/kg, 100mg/kg, 125 mg/kg, 150mg/kg, 175 mgkg, 200mg/kg, 250mg/kg,
300mg/kg, 350mg/kg, 400mg/kg, 450mg/kg, 500mgkg, 550mg/kg, 600mg/kg,
650mg/kg, 700mg/kg, 750mg/kg, 800mgkg, 850mg/kg, 900mg/kg, 950mg/kg,
1000mg/kg, 1100mg/kg, 1200mg/kg, 1300mg/kg, 1400mgkg, 1500mg/ke,
1600mg/kg, 1700mg/kg, 1800mg/kg,, 1900mg/kg, hoic it nhit khoang 2000mg/kg.

Lidu dung va tin xudt cta viéc diéu tri bing IVIG, khong ké cac yéu t6 khac,
s& phu thudéc vao bénh hodc tinh trang bénh can diéu tri va mirc do nghiém trong cua
bénh hodc tinh trang bénh & bénh nhan. Thong thudng, dbi véi rdi loan chirc ning
mién dich so cép, liéu lvong ndm trong khoang tir 100mg/kg dén 400mg/kg thé trong
s& dugc dung khoang tir 3 dén 4 tudn mot 1an. D1 voi cac bénh than kinh va tw mién,
lidu luong 1én toi 2g/kg thé trong duoc thuc hién trong tir ba dén séu thang, mdi thang
mdt dot tong 5 ngdy. Phuong phap nay thudng duge két hop véi didu tri duy tri bao
gdm str dung IVIG véi lugng nim trong khoang tlir 100mg/kg dén 400mg/kg thé trong
trong khoang thoi gian 3 dén 4 tudn mét 1an. Thong thudng, bénh nhin s& nhan liéu
ding hoic didu tri trong khoang thoi gian 14 dén 35 ngay mot 1an, hodc khoang 21
dén 28 ngdy mdt 14n. TAn xuét diéu tri, khong ké céc yéu t6 khéc, s& phu thudc vao,
bénh hoac tinh trang bénh can diéu tri va mirc d6 nghiém trong clia bénh hoic tinh

trang bénh & bénh nhan.

Theo mot phuong an dugce wu ti€n, sang ché @ xuét duge phém IVIG duoc
st dung dé didu tri bénh suy gidam mién dich, bénh ty mién, hodc nhiém khuin cip
tinh & nguoi cin diéu tri. Theo mot phuong 4n lién quan, sing ché d& xult ché phdm
IVIG duge san xudt theo phuong phép theo sing ché ding dé diéu tri bénh suy giam

mién dich, bénh tw mién, hodc nhiém khuan cép tinh & ngudi can diéu tri.

Theo mdt s& phuong 4n, bénh suy giam mién dich, bénh ty mién, hoic nhiém
khudn cip tinh dugc chon tir ciy ghép tiiy xuong di sinh, bénh ung thu bach ciu
lympho man tinh, bénh ban xuit huyét giam tiéu cAu ty phat (ITP), HIV & tré nho, suy
giam mién dich nguyén phat, bénh Kawasaki, bénh da day than kinh hity myelin do
viém man tinh (CIDP), ghép than v6i thé nhéan c6 tinh khang thé cao hodc véi thé cho
khong twong thich ABO, hdi ching mét man tinh, bénh viém rudt két do thiéu hut

khuln thoi, bénh viém bi co va bénh viém da co, bénh mit Graves, hoi ching
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Guillain-Barré, chimg loan dudng co, bénh viém co thé vii, hoi ching Lambert-
Eaton, bénh ban d6 luput, bénh thin kinh vin dong da b, bénh xo cung rai rac (MS),
bénh nhugc co ning, bénh giam tiéu ciu di mién dich so sinh, nhiém Parvovirus B19,
bénh pemphigut, ching ban xuat huyét sau tiém truyén, chimg dao thai ghép than, say
thai tu phat/mét thai, hoi chimg ngudi cimg do, hoi chimg co giat mét theo nhidu
huéng, benh nhiém tring ndng va séc nhiém tring & ngudi trudng thanh bi ém ning,
bénh hoai tir biéu bi nhiém ddc, bénh ung thr bach ciu lympho man tinh, bénh da u
tuy, chimg thiéu gamma globulin-huyét c6 lién quan dén nhiém séc thé X, ching giam
gamma globulin-huyét, chimg suy giam mién dich nguyén phat, bénh RRMS, bénh

Alzheimer, va bénh Parkinson.

Vi du thye hién sang ché

Chuyén gia trong linh vuc s& d& dang nhan ra mét loat céc thong sb khong
quan trong ma c6 thé duoc thay dbi hodc cai bién dé mang lai cac két qua co ban

gidng hoic twong tu.
Vidul

Vi du nay cho thiy ring luong déng k& fibrinogen, hoat do phan giai amit,
hoat tinh prekallikrein, va lipoprotein c6 thé dugc loai b khoi huyén phu chia dich
dic Phan doan II+III cai bién di dugc chiét bang cach xu ly bing Aerosil trude khi

loc.

Silic oxit dang khoi (Aerosil 380) hién dugc st dung dé hip phu fibrinogen,
hoat d6 phén giai amit, hoat tinh prekallikrein, va lipoprotein. P& nghién ciru anh
hudng ctia Aerosil mot cach cu thé hon, sau miu huyén pht Phan doan II+III cai bién
dugce xir ly béng Aerosil vai lugng khac nhau trude khi loc. M6t cach ngén gon, dung
dich dém hoa tan chira SmM natri axetat/SmM dung dich dém natri dihydrophosphat
d6 pH = 4,5 duoc sir dung dé tao huyén phu lai chita dich dic IT+III cai bién, duge
didu ché nhu d4 néu trong ban mé ta, & ty 16 15g dung dich dém hoa tan tinh cho mbi
gam dich diic II+IIL. Sau khi bd sung dich dic vao, huyén phu nay duge khudy trong
mot gio & nhiét d6 ndm trong khoang tir 2°C dén 8°C trong moi truomg cé kiém soat

d6 pH (gi6i han IPC ctia 9 pH: tlr 4,9 dn 5,3). Téc gia sang ché da nhan thiy ring,
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d6 pH ctia huyén phi nay thuong dich chuyén dén d6 pH béng khoang 5,1, va do vay
viéc diéu chinh tiép d¢ pH 1a khong cin thiét. Sau khi chiét bd sung, trong it nhat 120
phut, Aerosil 380, & néng d6 nim trong khoang tr Omg dén 100mg cho mdi gam dich
dic IT+III, dugc bd sung vao thing chira va huyén phu duoc trong mot gio. Piatomit
duoc thém vao trude khi loc sdu bang thiét bi loc Cuno 50SA. Sau khi loc, thiét bi loc
duoc rira bing dung dich dém chiét chia 8gL! xitrat va 0,2% polysorbat 80 (d6
pH=5,0) va dung dich rira dugc thém vao dich loc nay. Tiép theo, dich loc va rira két
hop dugc xir 1y bing Polysorbate 80 dé tiép tuc hoa tan tap chét ky nué6c, vi du
lipoprotein, va IgG duogc lam két tua bz‘?lng 25% etanol (46 pH =7) & nhiét do nim
trong khoang tir -8°C dén -10°C. Chét két tua Ppt G thu duge gin nhu c6 mau tréng va
c6 do tinh khiét IgG cao hon. Tiép theo, chat két tua nay duoc hoa tan trong nudce tinh
khiét & ty 18 7g nudce cho 2g chit két toa Ppt G.

Dung dich IgG dugc phan tich ty 1& thu hdi IgG va tap chét sau bude loc
Cuno. Cu thé, hoat do phén gidi amit (PL-1), hoat d0 PKA, va fibrinogen dugc xéc
dinh (Bang 3). Pang cht y 13, nhu thdy trong Bang 3, quy trinh chiét bing cach st
dung tlr 40 dén 60mg Aerosil 380 cho mdi gam dich dic II+1II tao ra ty 18 thu héi IgG
O muc chép nhan duge va giam dang ké hoat do phén giai amit va hoat d6 PKA, cling
nhu gidm dang ké lugng fibrinogen trong dich loc. So véi budc chiét duge thuc hién
ma khong xtr Iy bing Aerosil, viéc bd sung 40mg Aerosil 380 cho mdi gam dich dac
II+111 1am gidm gan 90% hoat d6 PKA va ham luong fibrinogen va giam 60% hoat do
phén giai amit, dong thoi duy tri ty 18 thu hdi IgG tuong tu (73%).

Bang 1. T4c dong cua lugng Aerosil 380 & budc loc Cuno II+III (chiét bing cac didu

kién GAMMAGARD® LIQUID)
Acerosil IgG IgG PL-1 PKA Fibrinogen
I . it IU g'! mg g’!

mg g’ huyégt tuong Ty 1? .thu H mol. phat” g - protein (Ppt | protein (Ppt
dich dac ILHIIT hoi protein (Ppt G) G) G)
0 4,9 72% 1,3 2403 19,5
20 52 82% 0,7 974 - 82
40 4,8 73% 0,5 290 2,1
60 4,8 71% 0,3 90 0,1
80 4,2 63% | dudi giGi han phat 37 0,0

hién
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dudi gidi han phat

100 4,3 65% hié
i€n

16 0,0

Vidu?2

Vi du nay cho thdy ring luong dang k& fibrinogen ¢ thé dugc loai khoi
huyén phu chita dich dic Phan doan II+III cai bién da dugc chibt bing cach xir 1y
bang Aerosil trude khi loc. Muc dich cia thi nghiém nay 1a nhim tim ra cac diéu kién
thich hop dé loai bé fibrinogen mot cach hitu hiéu ma khong 1am hao hut IgG mdt
cach dang ké.

Dich déc II+III cai bién, diéu ché duoc theo phuong phép theo sang ché, dugc
hoa tan trong SmM natri axetat/SmM natri phosphat monobazo dém pH 4,5. Ty 1¢ hoa
tan 1a 15kg dém cho 1kg dich dic I+III. Lugng axit axetic dugc bd sung vao dung
dich dém duoc lua chon sao cho d6 pH sau khi khuéy trong sdu muoi phut 13 4,9. Dé
ddng héa hoan toan huyén phi, huyén phu nay dugc khudy t6i hai muoi gioy & nhiét do
ndm trong khoang tir 2°C dén 8°C trudc khi dugc tach thanh 6 phan, mdi phin 50mL
trong cbc mo c6 dung tich 100mL, trong d6 c6 s&n Aerosil 380 voi lugng khéac nhau,
nhu dugc thé hién trong Bang 2. Tiép theo, dung dich chuta huyén phu I+ dugc
khudy trong 80 phut v6i sy ¢6 mit ctia Aerosil, trude khi xtr ly va phén tich. Sau khi
khudy, tit ca cac miu dugc ly tAm bang thiét bi Heraeus Cryofuge 8500i & téc do

4600 vong/phut trong 30 phut & 4°C trong 6ng falcon loai ¢6 dung tich S0mL.

Trong thi nghiém nay, tién hanh x4c dinh luong IgG bang cach 4p dung tht
nghiém dinh lugng bz‘?lng cach do d6 duc, thr nghiém nay duoc lua chon do cac tri s6
chinh x4c hon, so véi thir nghiém ELISA, & nong d6 cao dugc tim thiy trong dung
dich chira huyén phu II+IIL. Bé giam thiéu su kich ung cua d§ duc khong dic hiéu, cac
mau nay dugce loc qua thiét b loc ¢& 18 0,45um trude khi thir nghiém. Déi véi IgM,
IgA, va fibrinogen, thir nghiém ELISA dugc wu tién do ndng d6 ctia céc tap chét nay
trong huyén phu 1a thap hon. Két qua cua thir nghiém dugc thé hién trong Bang 2 duéi
day.

Pé xé4c dinh rd hon tic dong cua viée xir ly bang Aerosil dbi voi viéc loai bo
fibrinogen va sy hao hut IgG nhu da mé ta trong Vi du 1, néng dd Aerosil duoc chuin

do tiép trong khoang tir Omg dén 40mg cho mdi gam dich ddc II+IIT cai bién. Két qua
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duoc thé hién trong Bang 2 cho thiy hidu qua cao ctia Aerosil trong viéc lam giam
lugng fibrinogen trong phdn doan nay. Pang chu y 13, viéc st dung 40mg cho mdi
gam dich dgc IT+III 1am giam dén 90% fibrinogen, trong khi chi 1am giam ty 1¢ thu hdi
IgG trong banh loc 10%.

Bang 2.Két qua thu dugc khi thay dbi cac didu kién hoa tan sau khi chiét T+ bang
SmM NaAc / 5SmM NaH,PO4 d¢ pH=4,5 ¢ ty 1€ pha loang 1kg II+III cho 15kg dung
dich dém sau khi ly tim

Tri s6 trong phén dich ndi |
. IgM (xac| IgG(xac | IgA (xdc | Fibrinogen
biéu kién hoa tan Protein (Biuret) |dinh bang|dinh bang do| dinh bang (xac dinh
] ELISA) | d6duc) | ELISA) bing ELISA)
Thoi gian Dgigj“ (gl " (gl @ (gl (gl
A 1ea khuay |do| .. 1 huyét| "2 huyét Mg z. | pug (huyét| pg [huyét
bicu kién thém |pH reng ()] (@ tLro‘nmlL tuon |mL™ huyet mL™"|twon| mL"! [trong
| (mScm tuong)
(phut) D) 2 g 2) )
Méu
tring 80 80 |50| 1,5 [13,760,69 8,5 |4760,29|7,19| 4,44 | 993 | 0,61 | 400 | 0,25
phut
Aeg"S‘l mgg'| 80 |S0| 15 [13,400,67 83 |457/028|730| 4,51 (983 | 06| 353 0,22
Aelrgm ‘é‘;i‘ 80 [50] 1,5 [13,440,67 8,3 |464/0,29(6.97| 4,30 |1009]0,62| 272 | 0,17
Ael“s’s‘l I o0 Is0| 15 [120100,60] 7.4 451028 7,04| 4,35 [1005]0,62| 230 | 0,14
A";%S‘l 80 [50] 1,5 [12:49)0,62 7,7 |4680,29(6,77| 4,18 | 944 [0,58| 95 | 0,06
Ae;((;s‘l 80 [5.0] 1,5 [12,210,61] 7,5 [449/0,28(6,71| 4,14 | 899|0,66| 41 |0,03
Vidu3

Vi du nay cho thdy ring cic didu kién thich hop cho phép chiét duge IgG tir
dich dic Phan doan II+III cai bién véi hiéu qua cao, ddng thoi han ché lugng tap chét
bét loi. Cu thé 13, cac thong s6 duoc kiém tra bao gém néng d¢ axit axetic dugc dung
trong dung dich dém hoa tan II+1IT va xir Iy dung dich duoc chiét bing Aerosil trude
khi loc.

Dich dic IIH+III duoc chiét trong S5SmM natri axetat, SmM natri
dihydrophosphat va céc lugng axit axetic ddm dic khac nhau, nhu duge thé hién trong
Bang 1, trong 180 phit & nhiét &6 nim trong khoang tir 2°C dén 8°C, tiép theo bd
sung Aerosil 380 vao nhu dugc thé hién trong Bang 1. Sau khi khudy trong mot gid,
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huyén phi nay dugc lam trong bing thiét bi loc Cuno 50SA véi su ¢6 mat cua
diatomit. Budc rira sau thiét bi loc duoc thuc hién bang dung dich dém giéng véi dung
dich dém dung cho budc chiét chi khac vé lugng axit axetic, nhu duoc thé hién trong
Bang 1, bing cach sir dung 40% thé tich huyén phu trude khi loc. Budce lam két taa
chét két tia G véi su c6 mit cta 25% ruou etylic; 8gl™! natri xitrat, va 0,2% Tween 80
(46 pH=7) ¢ -8°C dugc thyc hién va sau khi giir trong 8 gid, thuc hién phan tich bing
céch ly tdm bang thiét bi Heraeus Cryofuge 8500i trong cbc mo 1am bing thép khong
gi & toc do 4600 vong/phut trong 30 phat & -10°C. Chét két tia dwgc hoa tan trong
nudc tinh khiét theo ty 18 1:2.
Bang 3. Anh huéng cua lugng axit axetic dung dé didu chinh do pH cua dung dich
dém chiét va luong Aerosil dé tinh ché dén hiéu suét IgG va do tinh khiét vé Ppt G va
luong IgG hao hut trong banh loc

. . .| Aerosil (mg g’ II+III) 0 20 40 40
D““f‘d“’h dem T it axetic (2 ) 0,40 | 0,40 0,40 0,51
oa tan d6 pH 452 | 452 452 | 446
Dich chict b6 dan c(Tii%rIl) Iiéng (mS >08 >0% >0 254
TI+IIT - o) 1,340 | 1,340 | 1,340 | 1,344
Dung dich dém Axit axetic (g I')) 0,12 0,12 0,12 0,12
rira trudc/sau do pH 5,02 5,02 5,02 5,02
CAE albumin (%) 11,9 12,5 12,3 10,7
CAE o/B-globulin 25,5 22,9 18,9 17,2
Dich loc II+III | CAE protein bién tinh | 3,2 0,0 0,0 0,0
CAE (% y-globulin) | 594 | 64,6 63,8 72,1
@ pH 500 | 5,03 5,04 4,92
tr‘;i‘;}l’)‘;{lggc (g I huyét tuong) 0,09 | 0,20 0,56 0,29
CAE albumin (%) 0,3 0,5 0,3 0,3
CAE a/B-globulin 16,2 14,3 12,5 13,0
CAE protein bién tinh 0,0 0,0 0,0 0,0
PptG hoa tan | CAE (% y-globulin) | 83,5 85,2 87,2 86,7
fibrinogen (mg 1! huyét 129 3 < 4
tuong)
PKA (IU mg™! protein) 126 60 9 10
PL-1 (umol mL! g1 0,9 0,6 0,5 0,6
dich nbi PptG d6 pH 7,20 7,35 7,30 6,96
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Hao hut IgG
trong phan dich
noi PptG

0,14 0,13 0,11 0,09

(g I' huyét tuong)

Nhu c6 thé thiy trong Bang 1, viéc bd sung Aerosil vao huyén phu chira dich
dac I+ ¢6 anh hudng dang ké dén do tinh khiét y-globulin trong phan doan Ppt G.
Khi khong xir Iy bang Aerosil, d6 tinh khiét y-globulin chi 1a 83,5%, trong khi b sung
40mg Aerosil cho mdi gam dich dic II+III vao huyén phi chua dich dic II+IIT lam
tang d¢ tinh khiét y-globulin 1én t&i 87,2%. Nhu da duoc thé hién 13, bude xt ly bing
Aerosil lam giam déng ké fibrinogen, PKA va hoat d6 phan giai amit. Mot han ché
cua viéc hép phu tap chét trén Aerosil 12 & chd hao hut IgG trong banh loc ting 1€n khi
téng lugng Aerosil. Tuy nhién, nhu dugc thé hién trong Bang 1, viéc gia ting ndng do
axit axetic trong dung dich dém chiét bu trir dugc mét phan anh hudng cua Aerosil
dén murc hao hut IgG trong banh loc, va lam giam hon nita mac hao hut IgG trong
phan doan Ppt G trong phin dich ndi. Nhu c6 thé thy trong Bang 1, khi ting lugng
axit axetic trong dung dich dém hoa tan tir 400ul cho méi lit dich dic dén 510ul cho
mdi lit dich dic, thi lugng IgG hao hut trong banh loc giam di g?m 50%. Theo cach c6
loi, ndng do axit axetic cao khong anh huéng dén do tinh khiét y-globulin trong phin
doan Ppt G (d6 tinh khiét 13 87,2% khi sir dung 400ul cho mdi lit dich dic so véi do
tinh khiét 14 86,7% khi st dung 510pul cho mdi lit dich dic). Hon nita, két qua cho
thdy su chénh léch vé d6 pH do sy khac nhau v& lugng axit axetic 1a khong déng ké,
do kha ning dém cao cia axit axetic gan véi tri sb pka cia né 1a 4,75 (Merck). Pidu
ndy goi y rang dé dat dugc d6 chinh x4c cao hon khi san xuit & quy mo 16n, thi axit
axetic cAn phai dugc bd sung vao theo trong lugng. Do vay, anh hudng ctia Aerosil
dén d6 tinh khiét 16n hon nhiéu so véi anh hudng clia axit axetic dén do tinh khiét,
trong pham vi nghién ctru, nhur duge thé hién béi ham lwong y-globulin dwoc xac dinh
theo CAE.

Vidu4

Két qua duoc thiy trong Vi du 3 goi ¥ ring lugng IgG hao hut trong banh loc
phu thudc rat nhiéu vao lugng axit axetic duge dung dé didu chinh do pH cta dung
dich d@&m chiét & ndng d6 Aerosil di dinh. Pé 1am rd hon nita anh hudng nay, dich dic

II+1IT cai bién duoc chiét trong nudc tinh khiét trong khoang 120 phut dé thu duoc
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huyén phti ddng nhit va duoc chia thanh 4 phan. Céc phén nay duoc didu chinh dén
dé pH lan luot béng 3,8,4,2,4,6,va 5,0, béng axit axetic 1M, sau d6 duoc chiét tiép
trong 120 phut nita. Tiép theo, viéc xit 1y bing Aerosil duge thuc hién bang 40mg
Acrosil 380 cho mdi gam dich dc II+III. Sau khi khudy trong mot gio, huyén phii nay
dugc lam trong béng thiét bi loc Cuno 50SA véi sy c6 mat cua diatomit. Viéc rira sau
thiét bi loc duoc thuc hién véi 100 phan tram thé tich huyén ph truée khi loc bing
dung dich dém chiét duoc diéu chinh dén do pH néu trén. Dich loc duge xir ly béng 8g
1! natri xitrat va 0,2% Tween 80, dugc diéu chinh dén d6 pH 7,0, va IgG duogc lam két
tha bing 25% rugu & -8°C. Chét két tiia PptG duoc thu hdi bing cach ly thm & 4600
vong/phit trong 30 phut & -10°C trong thiét bi Heraeus Cryofuge 8500i bang c4ch st
dung cbc mo lam bing thép khong gi. Tiép theo, chét két tia dugc hoa tan trong nudc
tinh khiét & ty 18 7g nudc cho 2g chit két tua Ppt G. Tiép theo, cic phan doan tuong
g dugc phan tich ty 1& thu héi IgG, hoat @6 PKA, ham lugng fibrinogen, va hoat do
phan giai amit, d€ x4c dinh sw phu thuc ctia ty 18 thu hdi vao do pH (Bang 4).

Bang 4. Sy phy thudc cia mirc loai bé fibrinogen, hoat 3o PKA va hoat do phan giai

amit bing cach chiét va lam trong bang cach xir ly béng Aerosil vao do pH

‘ Chit két tia G
Noéng do
Do pH | cua axit IHS?[ bt Hao hut IgG Téng hao fibri
chiét va | axetic sau E’ rong trong phan | hut IgG | PKA ' r1no%e 1 PL-1
A Py anh loc . As 1 - (mg 1
la3n trong| khi dicu (g dich noi (gl |(IUmg huvét (umol
bang axit| chinh d6 hg x| PptG(gl! | huyét D! Y mL gl
. uyéet X twong)
axetic pH fwrong) huyét tuong) | tuong)
(mM)
3.8 75 0,02 0,85 0,87 138 243 -
4,2 25 0,04 0,53 0,57 35 182 -
4,6 10 0,07 0,05 0,12 2 99 2
5,0 5 0,19 0,06 0,25 0,6 3 0,5
3.8 75 - - - 116 304 3,8
4,2 25 0,02 0,34 0,36 44 313 2,6
4,6 10 0,04 0,52 0,56 8 148 1,7
5,0 5 0,14 0,09 0,23 3 10 <0,2

Bang 4 cho thdy ring PKA, hoat do phan giai amit (PL-1), va muc loai bd
fibrinogen bdi Aerosil 12 kém higu qua & d6 pH thap trong qua trinh lam trong. C6 thé
nhan thdy tir két qua thu dugc theo bang nady, d6 pH hitu hiéu nhit d& loai bé hitu hicu
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PKA, hoat d6 phan giai amit (PL-1), v fibrinogen, ddng thoi duy tri ty 1é thu hdi IgG
hitu hiéu trong phan doan Ppt G, 1a khoang pH=5. Nong d6 axit axetic cao lam hao
hut IgG dang ké trong phan dich ndi Ppt G (0,85 g I'! v&i sy c6 mit cia 75mM axit

axetic) trong khi sy hao hut IgG trong banh loc giam dén mirc t6i thidu.
Vidu 5

Pé xac dinh sy phu thudc cta vide xir Iy bang Aerosil dén két qua thiy trong
Vi du 4, thir nghiém nay dugc lap lai, nhung bo qua bude xir ly bﬁng Aerosil. Mot
cach ngén gon, dich dic II+III duoc chiét trong nude tinh khiét trong khoang 120 phut
dé thu dugc huyén phit ddng nhét va duge chia thanh 4 phan. Céc phin nay duoc didu
chinh 1an lugt dén d6 pH=3,8, 4,2, 4,6, va 5,0, bing axit axetic 1M, sau d6 chiét lin
tht hai trong 120 phut nita. Sau d6, huyén phu dugc lam trong bang thiét bi loc Cuno
50SA véi su ¢6 mit clia diatomit. Viéc rira sau thiét bi loc duoc thuc hién béng 100
phﬁn tram thé tich huyén phu trudce loc béng dung dich dém chiét dwoc didu chinh dén
do pH néu trén. Dich loc duoc xtr Iy béng 8¢ 1! natri xitrat va 0,2% Tween 80, duoc
diéu chinh dén d6 pH=7,0, va IgG duoc lam két tia bing 25% ruou & nhiét d6 -8°C.
Chét két thia Ppt G dugc thu hdi bing cach ly tim véi téc d6 4600 vong/phut trong 30
phiit & -10°C trong thiét bi Heraeus Cryofuge 8500i bang cach sir dung cbc mo lam
bang thép khong gi. Tiép theo, chit két tua duge hoa tan trong nudc tinh khiét & ty 18
7g nuéce cho 2g chit két tia Ppt G. Tiép theo, céc phan doan tuong ung dugc phan
tich ty 1& thu hoi IgG, hoat 46 PKA, ham luong fibrinogen, va hoat d6 phan giai amit,
dé x4c dinh su phu thudc cia ty 18 thu hdi vao do pH (Bang 5).

Bang 5

Su phu thudc cua viéc loai bo fibrinogen, hoat d6 PKA va hoat d6 phan giai amit béng

cach chiét va lam trong ma khong xir 1y bing Aerosil vao do pH

Chat két tia G
bopH | Nong dd Hao hut IgG |Tong hao| PKA [fibrinogen| PL-1
R , .. | Hao hut X ) )
chiét va | cua axit trong phan | hut1gG |(IU mg"| (mg1l (umol
X . IgG trong : 2. 1 1 £ 1
lam axetic sau banh loc dich noi (gl ) huyet |mL" gl

trong khi diéu @l PptG (g1 | huyét tuong)
bang axit [chinh d pH| g huyét tuong) | tuong)

axetic | (mM) tﬂgfgt)
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3,8 75 0,00 0,42 0,42 214 173 3,9
4,2 25 0,01 0,19 0,20 170 134 3,2
4,6 10 0,01 0,09 0,10 38 193 1,4
5,0 5 0,09 0,04 0,13 6,4 114 0,4
3,8 75 0,00 0,53 0,53 193 355 3,8
4,2 25 0,00 0,28 0,28 171 346 3,2
4,6 10 0,01 0,14 0,15 131 340 1,5
35,0 5 0,16 0,05 0,21 5,3 189 <0,2

Phu hop véi két qua dugc thdy trong Vi du 4, viée gia ting do pH cua dung dich dém
chiét/dung dich dém hoa tan dén 5,0 lam tang mdt chut luong hao hut IgG trong banh
loc, tuy nhién, lwong hao hut nay dwoc bu lai nhidu hon bdi muc gidm hao hut IgG 16n

hon trong phan dich ndi Ppt G.

Khi két qua & Vi du 4 va Vi du 5 duoc so sanh, c6 thé nhan théy rfing viéc xur
ly bing Aerosil 1am giam hoat d6 PKA con lai thiy & phan doan PptG hoa tan khi dich
ddc IT+III duge chiét & d6 pH thép hon (3,8, 4,2, va 4,6), ma khong phai & do pH=5,0
(Hinh 2). Nguoc lai, viéc xtt Iy bing Aerosil 1am giam dang k& ham luong fibrinogen
cua phan doan Ppt G hoa tan khi dich dic II+III duoc chiét & do pH cao hon (Hinh 3;
d6 pH bing 4,6 va 5,0 so véi d6 pH bang 3,8 va 4,2). Viée xtt 1y bang Aerosil dudng
nhu khong lam anh hudng dén hoat d6 phan giai amit con lai thiy & phan doan Ppt G
hoa tan (Hinh 4). Dang chu y 1a, luong cta ca ba tap chat trong phan doan Ppt G hoa
tan dugc giam dang ké khi dich dic II+III duoc chiét & do pH = 5,0, so véi d6 pH
bing 3,8, 4,2, va 4,6.

Vidu 6

Nhur c6 thé thdy trong cac vi du néu trén, lwvong hao hut IgG trong banh loc va
phan dich ndi Ppt G dugc giam thiéu héa khi dich dic I+III duge chiét & d6 pH nim
trong khoang tir 4,5 dén 4,6. Tuy nhién, cac Vi du trude dé cling chimg minh ring céc
tap chét quyét dinh, bao g6m hoat 0 PKA, hoat d6 phan giai amit, va ham luong
fibrinogen, cao hon nhiéu khi dich dic I+ dugc chiét & d6 pH = 4,5 hoac 4,6 so voi
khi budc chiét xay ra & d6 pH nim trong khoang tir 4,9 dén 5,0. Do d6, vi du nay duoc
thuc hién dé x4c dinh xem liéu luong tap chét cao hon dugc théy khi dich dic II+III

duoc chiét & d6 pH 4,5 c6 thé duoc bu lai bang cach gia ting lugong Aerosil dugc sir
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dung dé hép phu céc tap chit, déng thoi duy tri lugng IgG hao hut it trong banh loc va
phan dich néi Ppt G.

Cung v6i nhitng phuong phap nay, viéc chiét dich ddc II+III cai bién duogc
thyc hién nhu d3 néu trén, bang dung dich dém chiét c6 d6 pH bang 4,5. Budc gia
tang luong Aerosil 380, 1én t6i 200mg cho mdi gam dich dic II+III, dwoc bd sung vao
sau d6 va huyén phil nay duoc khudy trong mét gid. Viée xir Iy mau duoc thuc hién
nhu dé néu trén.

Nhu c6 thé thdy trong bang 6, viéc loai bo ca fibrinogen va hoat d6 PKA
duoc cai thién dang k& bang cach lam trong bing Aerosil véi luong 16n. Luong hao
hut IgG trong banh loc do gin vao Aerosil ting 1én véi lugng 16n Aerosil, mic du anh
huéng nay phin nao da dugc bu dip béi sy giam hao hut IgG trong phan dich ndi Ppt
G. Tuy nhién, hoat d phan giai amit khéng thé giam mot cach ddng ké bdi lwong 16n
Aerosil khi dich dic II+III dugc chiét & d6 pH=4,5. Hon nita, médc du d¢ tinh khiét Y-
globulin dugc cai thién voi lugng Aerosil cao hon, trong tit ca cac trudng hop do tinh
khiét nay van con thap hon giéi han k¥ thuat 13 >86% dbi voi Ppt G dudng nhu 1a do

d6 pH thip & budc chiét va lam trong.
Bang 6

Bang 6 thé hién két qua cua viéc thay ddi ndng do Aerosil khi chiét va 1am trong & do

pH=4,5

| Chat két tha G
Luong Hao hut
Aerosil | Hao hut | IgG trong
(mg) chol| IgG trong | phan dich | Téng hao fibrinoge
mdi gam[banh loc (g/ndi PptG (g|hut IgG (g n PL-1
[I-+I11 It I It (mg1! | (umol |CAE (%

huyét huyét huyét PKA huyét | mL' | gamma
tuong) tuong) twong) | MU mg") | tuong) g)  |globulin)

0 0,01 0,21 0,22 177,1 272 5,4 69,1

40 0,13 0,50 0,63 9,3 173 1,8 76,8

100 0,11 0,30 0,41 0,1 76 6,1 79,4
200 dudi gidi
han phat

0,25 0,08 0,33 hién 10 4,5 84,1
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Vidu7

Vi du ndy cho thdy ring anh hudng cua do pH ctia dung dich dém chiét dén

viéc loai bo tap chét sau khi tao huyén phu lai va lam trong dich ddc II+II1.

Budc chiét & do pH thap dbi véi dich dic II+II ci bién duge thuc hién & do
pH =42 béng cach sir dung ty 1& 15g dém cho mdi gam dich dic IT+I11. Tiép theo,
huyén pht duoc chia thanh 3 phén va d6 pH dugc diéu chinh 14n luot dén 4,5, 4,7,
hogc 5,0 bing dung dich Tris 3M. Sau d6, m3i dung dich dwoc chia tiép thanh hai
phén, dugc U trong mot gid & nhiét do 4°C hodc 25°C. Thuc hién budc loc béng thiét
bi Cuno 50(90)SA bing céch sir dung dung dich dém rira sau natri axetat 10mM c6 do
pH bing véi d6 pH clia dung dich dém lam trong tuong tmg. Dich loc duge xir Iy bing
8g L! xitrat va 0,2% Tween 80, va sau d6 IgG duoc lam két tiia bing cach bd sung
25% rugu etylic vao & -10°C trong it nhét 8 gio. Chit két tia dugc thu hdi bang cach
ly tam nhu dd m6 ta trudc ddy, va chit két tia nay duoc hoa tan trong 2 14n thé tich
nudc tinh khiét. Huyén phu thu duwoc duoc loc béng cach sir dung thiét bi loc Cuno

VRO06, trong dung dich cudi cung c6 49 dan dién riéng béng khoéang 1,3mScm’.

Pé danh giad cac diéu kién khac nhau, luong IgG, IgA, IgM, transferrin,
fibrinogen, va cac tap chat khac duogc x4c dinh. Két qua phan tich duogc thé hién trong
Bang 7, cho théy viéc lam trong huyén phu chtra dich dac II+III 1a phu thudc vao do
pH. Trong khoang pH tir 4,5 dén 5,0, luong IgA, IgM, transferin, va fibrinogen khong
thay ddi dang ké, nhung céc protein khong mong mudn khéc ¢6 mit & ham luong cao
hon so v6i khi str dung dung dich dém c6 d6 pH thép hon. B3 tinh dugc réng c4c tap
chit khic nay chiém 10% tdng lugng protein & d6 pH=4,5, nhung it hon 1% & do
pH=5. Ham luong IgG cao nhét & d6 pH=5,0, trong khi sy phu thudc ctia ham lugng
IgG va lugng tap chét vao nhiét do, nim trong khoang tir 4°C dén 25°C, 1a khong
dang ké.
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Bang 7
Bang 7 so sanh muc giam tap chét tir II+III dugc hoa tan vao dich loc VR06 bing
céch thay d6i 6 pH va nhiét do trong khoang thoi gian U trong 1 gid sau khi tao

huyén phu lai dbi véi dich dic I+ va sau d6 loc sau khi chiét & do pH thép ma

khéng st dung cac phu gia
D6 pH| Nhiét Budc % so vdi protein
O c4c | do cla IgG IeM
budc 0| bude xac dinh | IgA | xac |transferi|fibrinoge| C4c tap
valoc| va theo xac | dinh n n chét
budc phuong | dinh | theo [x4c dinh| x4c dinh | khac
loc thir phép do d9| theo |ELIS| theo theo tinh
nhat duc |ELISA| A |ELISA | ELISA | duogc
4°C | II+III hoa tan 55,0 79 | 3,6 4,3 3,0 29,3
Dich lgg Cunol 517 | 85 | 40| 16 | 25 | 317
Ppt G hoa tan 64,4 83 | 44 0,1 2,8 20,0
45 Dich loc VR06| 71,8 95 5,1 0,1 3,0 10,6
’ II+I1I hoa tan 55,0 79 | 3,6 1,3 3,0 29,3
Dich loc Cuno
250C 90 52,3 8,0 | 42 1,6 2,6 31,3
Ppt G hoa tan 64,5 74 | 48 0,1 3,8 19,4
Dich loc VR06| 72,5 9,1 5,0 0,1 3,3 9,9
II+I1I hoa tan 55,0 79 | 3,6 1,3 3,0 29,3
Dich loc Cuno
49C 50 49,4 82 | 3,7 1,6 2,5 34,6
Ppt G hoa tan 68,8 95 | 5,0 0,1 3,5 13,2
47 Dich lopc VR06| 76,5 98 | 54 0,1 3,5 4,7
’ [I+I1I hoa tan 55,0 79 | 3,6 1,3 3,0 29,3
Dich loc Cuno
250C 50 49,6 8,6 | 3,7 1,5 3,1 33,6
Ppt G hoa tan 66,9 88 | 49 0,1 4,1 15,2
Dich loc VR06| 75,8 10,2 | 5,3 0,1 4,3 4,3
II+I1I hoa tan 55,0 79 | 3,6 1,3 3,0 29,3
Dich lpc Cuno
400 50 52,5 93 | 34 1,7 2,1 31,0
Ppt G hoa tan 76,9 10,1 | 4,9 0,1 3,0 5,0
5,0 Dich loc VR06| 83,6 10,6 | 4,5 0,1 3,0 0.:0
II+I1I hoa tan 55,0 79 | 3,6 1,3 3,0 29,3
Dich loc Cuno
2500 50 53,4 89 | 3,4 1,8 2,6 30,0
Ppt G hoa tan 76,6 10,3 | 4.8 0,1 3,9 4,3
Dich loc VR06| 79,9 10,9 | 4,7 0,1 3,6 0,8
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Nhu c6 thé thdy trong Bang 8, viéc phan tich tiép phan doan Ppt G hoa tan va
dich loc VRO6 cho thdy ring viéc sir dung dung dich dém c6 d6 pH = 4,5 dbi véi cac
budc 1am trong II+I1I va xt 1y dich loc II+IIT lam ting lugng két tu va cac hop phin
c6 phén tir lugng thap. Anh hudéng nay con duoc tdng cudong hon nita khi cac bude
nay duoc thuc hién ¢ 25°C ma khéng phai thyc hién & 4°C. Nguoc lai, khi cac miu
duge xur Iy & do pH cao hon (46 pH =5,0), thi huyén phu Ppt G va dich loc thu duge
chtta lugng hop chat c6 phéan tir lugng ~350 kDa (dime IgG hodc IgA) 1a cao hon so
véi khi dung dich dugce xir ly & do pH=4,5 (Bang 8). Hon nita, viéc xtt Iy & d6 pH thip

hon khién cho hoat d¢ phéan giai amit cao hon so v&i khi xtt Iy & d6 pH=S5,0.
Bang 8

Anh hudng cta d¢ pH va nhiét d§ trong qua trinh 0 va loc huyén phu chira dich dac
II+II1 dén hoat d6 PKA va hoat do phan giai amit cta chét két tia G dugc hoa tan va
dén phan bd kich ¢& phén tir trong dich loc VRO06.

D0 pH cta| Nhiét do Ppt G hoa tan Dich loc VR06
bude i va |ctia bude i "Hoat 45 PKA [Hoat d6 phan giai amit (PL-
tat ca cac |va budc loc 1) Phan b kich thudc phan tir (%)
budc loc | thirnhat 1
DopH | Nhiétdd |ITUmL'| .- | nmolmL". | nmol phut [>450| ~350 | ~160
P e | v | TUE phart ‘el | kDa| kDa | kDa |<60KDa
4,5 4 60,2 | 2028 171,8 5788 |28,33] 6,61 | 6321 | 1,85
4,5 25 103,4 | 3569 | 2394 8264  |29.44] 6,02 [ 61,76 | 2,79
4,7 4 1343,2[38029 | 152, 4306 [23,71] 8,82 [ 6582 | 1,64
4,7 25 [22159]67702| 1802 5506 [2454] 8,02 | 6506 | 2,38
5,0 4 134,5 | 4009 67,6 2015 [17,81] 10,78 [ 70,03 [ 1,38
5,0 25 186,6 | 5738 873 2685  [19,16] 10,54 | 68,84 [ 1,46

Vidu 8

Két qua thé hién trong bang 7 va bang 8 cho thy ring viéc tao huyén phu lai
chira chét két tia II+ITT can phai dugce thuc hién & nhiét do lanh (tix 2°C dén 8°C) va
chi ra ring d6 pH can phai dugc gitt & 5,0 d giam thiéu sy hoa tan céc hop phén c6
phan tir lugng cao (>450KDa) va cac hop phan ¢ phan tir lugng thép (>70KDa), cling
nhu hop phén c6 hoat d9 phén giai amit. Viéc 1am trong hiru hidu sau khi tao huyén
phu chita dich dic II+III s& lam giam lugng tap chit nap vao quy trinh sic ky bén dudi
d6i v6i Ppt G va do d6 1a chia khéa dé dap tmg kha ning tai tao cac chi tiét ky thuat
vat chtra cudi cung cua IVIG. Dé khéng dinh thém vé phat hién nay, dich dic II+III

cai bién duoc hoa tan va xir Iy, nhu néu trén, dich dic II+III cai bién dugc hoa tan &
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d6 pH=4,2 va tiép theo dugc didu chinh dén d6 pH bing 4,5, 4,7, hoic 5,0. Nhu c6 thé

théy ¢ Bang 9, IgM dugc loai béd mot cach hitu hi¢u ¢ d§ pH = 5,0 trong sudt qua trinh

tao huyén phi dich d3c II+IIT va 1am trong hon 13 khi loai bd & d6 pH = 4,5. Trong thir

nghiém nay, hiéu suit IgG 1a twong tu & d6 pH = 5,0 va 4,5.

Bang 9

Hiéu suét IgG, IgA, IgM, transferin va fibrinogen & cdc bude khac nhau clia qua trinh

tao huyén phti lai chira dich dic II+1I1, loc va két tua Ppt G

Hiéu suat %

b6 pH Transfer|Fibrinog
cua Nhiét IgG xéc|IgA x4c| IgM | inxac | enxac
budéc | do cua dinh | dinh ([xac dinh| dinh dinh
va ca budc u theo theo theo theo theo
budc  [va budc phuong|phuong| phuong | phuong | phuong
loc loc thir Protein phép | phdp | phdp | phdp | phép
nhat Bude tong | ELISA | ELISA | ELISA | ELISA | ELISA
IJ+IIT hoa tan | 100,0 | 100,0 | 1041,0|{ 100,0 | 100,0 | 100,0
?g"h locCuno | 1060 | 92,9 | 1002 | 97.8 | 118,7 | 663
Dich loc Cuno .
4oC |90 97,0 | 91.'1 | 106,3 | 108,6 | 123,2 80,1
Phan dich ndi
Ppt G 33,5 4,4 - - - -
Ppt G hoa tan 71,7 | 83,9 75,6 89,6 5,0 66,5
45 Dich loc VRO6 | 65,3 | 85,2 78,8 93,1 5,2 64,8
’ [I+III hoa tan | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
?&Ch locCuno 116101 923 | 1009 | 1044 | 1132 | 987
Dich loc Cuno
25oC |90 97,2 | 92,4 98,9 | 1134 | 123,9 84.6
Phéan dich ndi
Ppt G 33,8 5,1 - - - -
Ppt G hoa tan 72,9 | 85,5 | 68..8 97,5 4,7 89,9
Dich loc VRO6| 68,3 | 90,0 | 78,9 95,9 5,5 75,0
II+IIT hoa tan |100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 1' 00,0
?&Ch locCuno | o351 839 | 980 | 980 | 1159 | 753
4°C | Phan dich ndi
4,7 Ppt G 27,5 2,7 - - - -
Ppt G hoa tan 64,8 | 81,1 78,2 90,2 4,5 73,9
Dich loc VRO6 | 60,5 | 84,1 75,0 92,1 5,1 70,2
25°C |II+III hoa tan |100,0| 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
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]5301Ch loc Cuno 94,7 | 853 | 103,1 | 98,5 | 113,8 | 958
Phén dich ni
ot G 28,5 | 4,1 - - l )

PptGhoatan | 65,3 | 79,5 | 73,1 90,9 5,0 87,0

Dich loc VRO6 | 61,9 | 853 | 80,7 93,0 5,3 86,9

II+1II hoa tan | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

Cum 50 filtrate | 86,1 | 82,3 | 101,5 | 81,5 | 117,5 | 59,8

o | Phan dich n6i
°C 1 potG 26,0 | 4.1 - - - ;
PptGhoatan | 58,1 | 81,2 | 748 | 793 | 45 | 57.0
Dich loc VRO6 | 54,0 | 82,1 | 72,5 | 67,8 | 47 | 52,5
II+111 hoa tan | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0
3,0 Dich loc C
SO‘C OCIUNO 1 g8 0 | 854 | 99,7 | 832 | 1241 | 754
o~ | Phan dich ndi
25°C PotG 234 | 15 ; ; ;
PptGhoatan | 60,5 | 84,2 | 79.0 | 816 | 45 | 782
Dich loc
VROG 59,0 | 857 | 82,0 | 776 | 45 | 69,0
Vidu9

Dé d4nh gia d6 pH t6i wu & bude chibt dich dic II+IIL, dé giam thiéu cac hoat
tinh phén giai protein trong dich loc, d6 pH trong subt quét trinh chiét va loc duoc
thay ddi trong khoang rong tir 3,8 dén 7,8. Nhim muc dich nay, dich dic II+III cai
bién dugc chiét & d6 pH thip & ty 1& 1+8. Sau khi khudy trong mot khoang thoi gian
ngin, dé thu dugc thé phan tan ddng nhét, huyén phi dugc chia thanh 8 phan, d6 pH
dugc diéu chinh béng axit axetic hodc dung dich dém Tris dén pH 3.8, 4,2, 4,6, 5,0,
6,6, 7,0, 7,4 hoic 7,8, va dugc chiét trong 120 phut nita. Sau d6, &6 pH dugc diéu
chinh dn 5,1 va budc 1am trong dwoc thyuc hién bang cach ly tim trong dng Falcon c6
dung tich S0mL. thyc hién két taa Ppt G trong céc diéu kién tiéu chuln. Hoat d§ phan
giai amit va PKA duoc x4c dinh trong phan doan hoa tan Ppt G nhu duoc thé hién trén
hinh 5 va hinh 6.

Nhu c6 thé thdy trong miu dugce bao quan & 4°C trén Hinh 5, hoat d phan
gidi amit dugc giam thiéu khi dich dic II+III dwoc chiét & d6 pH=5,0. Nhin manh
thém ring khong nén gitt cdc miu nay & nhiét d6 cao (nhiét do trong phong) trong

khoang thoi gian dai, hoat d§ phéan giai amit tdng sau khi bao quan phan doan hoa tan
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Ppt G & nhiét do trong phong trong mot tudn. Tuong tw, nhur c6 thé thdy trén hinh 6,
hoat 46 PKA giam thiéu khi dich dic II+1II dugc chiét & d6 pH=5,0 hogc 16n hon.

Vidu 10

Vi du nay dénh gi4 su phu thudc ctia mirc hao hut hiéu suét IgG vao d6 pH
trong qué trinh chiét va lam trong. Mot cach ngén gon, 110g dich dic II+III cai bién
duoc tao huyén phi lai & ty 1& 15g nude tinh khiét trén mot gam dich dic II+III, tiép
theo 1a budc chiét trong 120 phut. Tiép theo, mAu nay duoc chia 1am bén phan va do
pH dugc diéu chinh bing axit axetic dén d6 pH=3,8, 4,2, 4,6, hoic 5,0. Thuc hién
chiét so bd trudce khi chia thinh bén phdn & d6 pH ban diu d& dam bao bén phin
gidng hét nhau, sau d6 bén phin nay dugc diéu chinh tiép dén d6 pH néu trén va dugc
chiét tiép trong mot giv nita. Sau d6, cic miu duoc lam trong bang thiét bi loc Cuno
50SA & cung d6 pH 4p dung cho mdi bude chiét va két tiia Ppt G. Sau khi loc Cuno,
tat ca cac phin duoc xir Iy theo cach gidng nhau, nghia 14 lam két tua chuin chit két
tia G & d6 pH=7,0 ddi vai tht ca cac phan. Két qua cta hai thi nghiém nay dugc tom

tat trong Bang 10 va Bang 11 dudi day.
Béang 10

Ty 1& thu hdi protein va IgG trong dich loc ciing nhu cac két qua MSD va CAE cua
chét két tha G da dugc hoa tan lai

38/1 41
d6 pH ctia budc chiét| 3,8 42 | 4,6 | 50| 35|42 |46 | 50
va lam trong
ndng d6 axit axetic | 75 | 25 | 10 5 75 | 25 | 10 5
sau khi diéu chinh d6

pH
Dich loc| ty 1& thu hdi protein {100,3] 99,6 | 92,8 | 76,0 | 106,4[107,5] 99,7 81,0

(%)
ty 18 thu hdi IgG (%) | 87,6 | 89,8 | 90,3 86,0 | 96,2 | 97,3 | 95,1 | 88,3
Chét >450kDa 19,2 120,5| 14,8 [ 13,2 22,5 |22,8 20,7 | 16,8
két ~350kDa 87 | 7,6 | 10,5 11,7 52 | 50 | 7,7 | 9.4
tia G ~160kDa 69,5169,2]72,9 |74,2] 66,0 | 66,6 | 67,5| 72,0
<70kDa 27 12718 1 1,0] 62 | 56 | 41| 1,9
CAE (% gama globulin) 67,4168,3]78,1 86,7] 60,3 |69,8|77,5] 85,1
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Mic hao hut IgG trong bude chiét va 1am trong ciing nhu hoat tinh phan giai protein

va fibrinogen trong chét két tia G d3 duoc hoa tan lai

Chat két tia G
d6 pH | Nong do Hao hyt IgG| Téng hao | PKA |fibrinogen| PL-1
chiétva| ciaaxit |[Hao hut IgG| trong phan | hut IgG |(IUmg | (mgl! | (umol
lam | axetic sau | trong banh | dich néi (gl?! D! huyét |mL"! g7,
trong | khididu | loc(gl! |PptG(gl?| huyét tuong)
bang axitichinh ¢ pH|  huyét huyét tuong)
axetic (mM) tuong) tuong)
3.8 75 0,00 0,42 0,42 214 173 3,9
4,2 25 0,01 0,19 0,20 170 134 3,2
4,6 10 0,01 0,09 0,10 30 193 1,4
5,0 5 0,09 0,04 0,13 6,4 114 0,4
3.8 75 0,00 0,53 0,53 193 355 3,8
4,2 25 0,00 0,28 0,28 171 346 3,2
4,6 10 0,01 0,14 0,15 131 340 1,5
5,0 5 0,16 0,05 0,21 5,3 189 0,2

Dit liéu néu trén x4c nhan két qua thé hién trén Hinh 5 va Hinh 6 vé& muc do
hoat hod cdc enzym phan gidi protein bing cach chiét & a6 pH thdp. Pdng thoi, dit
liéu ndy chig to ring viéc chiét & d6 pH thip lam hao hut IgG it hon do d6 hoa tan
clia tit ca protein ting. Céc két qua nay pht hop véi Vi du néu trén. Ngoai ra, mirc
hao hut IgG dugc thé hién trong Bang 11 cho thdy ring ndng d¢ axit axetic cang cao,
thi din dén d¢ pH cang thip, din dén hao hut IgG trong banh loc cang it nhung hao
hut IgG'trong phan dich ni ctia chit két tia G lai cang cao. Didu ndy c6 thé duoc giai

thich 1a do ndng d¢ axetat cao hon & budc lam két tia sau khi chiét & do pH thip.
Vidu 11

Dé xac dinh c4c diéu kién chiét II+III thich hop, quy trinh st dung budc chiét & d6 pH
thdp bang nudc tinh khiét dugc diéu chinh dén d6 pH=4,3 bing axit axetic va duoc
diéu chinh lai dén do pH=4,9 trudc khi loc dugc so sanh voi bude chiét trong natri
axetat SmM/natri di-hydro phosphat SmM bing 600g axit axetic cho 1000 lit dung
dich dém chiét, tao ra do pH hoa tan nim trong khoang tir 4,8 dén 4,9. Cac tht nghiém
dugc thuc hién & quy md thuc nghiém, bit diu véi 3,8kg dén Skg dich ddc II+IIL. TAt

ca céc thir nghiém bao gdm budc xir ly bing Aerosil véi 40g Aerosil cho 1 kg dich

-79-



21772

dic II+1IL Pé lam trong, st dung thiét bi loc €p Strassburger vai khung loc ¢6 kich

thudc 30cmx30cm ¢ lép tdm loc Cuno 50SA. Buéc rira sau dugc thuc hién béng 4

14n thé tich chét cta thiét bi loc €p, bE‘mg dung dich dém natri axetat SmM/natri di-

hydro phosphat SmM, v6i 150g axit axetic cho 1000 lit dung dich d&m. Thuc hién ly
tim chat két tha G bang thiét bi ly tim Cepa® Z61H & tdc do 17000 vong/phut

(duong kinh rdto bang 10,5cm) & toe do dong 40 lit/gio. Két qua thir nghiém nay da

thue hién hai 14n dugc thé hién trong Bang 12.

Bang 12

So sanh buéc chiét & d6 pH thip tai d6 pH=4,3 va thay déi dén do pH=4,9 trudc khi
xtr 1y bing Aerosil véi bude chiét bing c4c diu kién GAMMAGARD® LIQUID céi

tién bang 600g axit axetic bang cho 1000L dung dich dém chiét

Thi nehiém Don [PO080IN|PO090IN|PO1509N|P02209N|P02509N | PO2609N
e vi | G2 G2 G2| G2 G2 G2
, K a an X 600g HAc cho 1001 dung dich
Phuong phép Chiet ¢ 6 pH thap dém chiét
16 55 VNEGJ0|VNGBJ0|VNGBJ2| VNGBIJ2 | VNGBJ0| VNEGJ03
Dich déc II+IIT 39 22 16 16 22 9
kg | 5,00 5,00 4,97 4,96 4,96 3,36
PEG L 10,65 | 118,70 | 123,32 | 123,31 | 117,65 92,35
Dich chiét II+IIT
protein g 1316 1310 1364 1336 1347 1022
Hiéu suat protein | g I | 12,3 11,1 10,8 11,5
(BIURET) 11,0 12,4
Hiéu suét IgG 1
(ELISA) gl”| 6,09. 5,89 6,25 5,50 6,06 6,38
Hiéu suat IgA 1
(ELISA) gl 1,06 0,96 096 1.,00 1,01 1,10
Hiéu suit IgM 1 i
(ELISA) gl 0,40 0,40 0,47 0,40 0,43 0,48
Dich loc
protein g 957 1007 1036 955 926 731
Hiéu suét protein | .,
(BIURET) gl 9,0 8,5 8,4 7,7 11,5 12,4
Hiéu suét IgG 1
(ELISA) gl 5,7 5,82 5,45 5,02 6,08 6.,38
Hiéu Suit IgA 1
(ELISA) gl 1,03 0,88 0,96 0,90 1,01 1,10
Hiéu suét IgM ¥
(ELISA) gl 0,32 0,39 0,37 027 0,43 0.,48
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’ Dich chiét banh loc
Hi%‘;i‘fggg(} gl - i i 007 | 007 | 007
Phan dich néi Ppt G
protein 196 | 130 | 188 | 187 | 163 109
Hié(“BSI%‘?‘It{gTO)tem ol 18 11 1,5 1,5 1,4 13
Hi%gi‘fégg(} gl'| 005 | 0,02 | 003 | 005 | 003 | 004

Nhu c6 thé thdy trong bang 12, ca hai quy trinh chiét déu cho ty 18 thu hdi
IgG tuong tu. Két qua néu trong cac vi du tir 3 dén 10, cho thdy ring cac tap cht khac
nhau c6 thé dugc giam thidu bing cach chiét dich dic I+ & do pH=5,0, két qua
duoc thé hién trong Bang 12 cho thiy viéc chiét & do pH nam trong khoang tir 4,8 dén
4,9 bang 600g axit axetic bing cho 1000L1000Ldung dich dém chiét 13 hitu hiéu hon
chiét & d6 pH thip va sau d6 diéu chinh do pH tir 4,8 dén 5,0.

Vidu 12

Trong qua trinh san xuit, cic khung loc ép va dudng ng ndi véi va di tir
thing chira ¢6 thé tich réng d4ng k&, thé tich nay vin dwoc nap huyén phi hozc dich
loc trudce khi bat dAu budc rira sau d6. Khi budce rira sau d6 két thic, thé tich rong nay
van con & trong thiét bi loc ép. Cac quy trinh tiéu chuén c6 tinh dén thé tich rong nay
béng cach rira béng khoang tir mot dén hai 14n thé tich chét cua thiét bi loc ép. Pé xac
dinh xem liéu céc quy trinh rira sau loc ¢6 cho phép thu héi hiru hiéu tong luong IgG
hay khong, cic thir nghiém bang cach thay dbi c4c thé tich dung dich dém rtra duoc
thuc hién ddi véi quy trinh tinh ché IgG san xuét & quy md 16n hon. Hinh 1 thé hién
sy phu thudc cta thé tich rtra sau (duge xac dinh bai thé tich chét hodc thd tich rong)

vao lugng IgG con lai va protein tng.

Péng chu y 13, nhu cé thé théy trén hinh 1, viéc rlra sau loc béng cach su
dung khoang 2 14n thé tich chét cua thiét bi loc ép dan dén su hao hut dang ké luong
IgG thu hdi, do dung dich rtra chira khoang 1,5g IgG trong mdt lit dung dich rira. D3
bét ngo phat hién ra rﬁng, can ¢c6 dung dich dém sau rira vé6i thé tich béng 3,6 1an thé
tich chét cua thiét bi loc ép dé thu hdi IgG mét cach ¢ hidu qua (duoc bidu thi bing

mii tén trén Hinh 1). Hon nita, viéc rira sau d6 bang nhiéu hon 3,6 14n thé tich chét
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ctia thiét bi loc ép 1a khong thiét thuc, do n6 lam lodng dich loc ma khong thu hdi

thém IgG.
Vidu 13

Trong budc 1am két tia II+III, ndng dd ruou ting tir 20 dén 25% va nhiét do
giam tir -5°C dén -7°C. Khi hoa tan dich dic II+III, it nhdt 600mL axit axetic bing
duoc st dung cho thé tich 1000L dé diéu chinh do pH cta dung dich dém tao huyén
phu lai chira dich déc II+I1I, trong khi ma ty 1& st dung trudc day 1a 510mL axit axetic
bang/1000L1000L dung dich dém. Ty 1& chiét 1a 1 + 15 véi dung dich dém axit axetic.
Dé 1am trong, 0,04g dén 0,06g Aerosil (thudong 12 & gi6i han dudi ctia khoang nay, vi
du, 0,04g) duoc thém vao mdi gam dich dic II+IIL. Pé rira sau do, st dung dung dich
dém rira sau vdi thé tich gip khoang bdn 1an (4x) thé tich chét cua thiét b loc. Vi dy,
4,3 x thé tich chét cua thiét bi loc ép dugc sir dung trong mdt thi nghiém cu thé trong
khi 3,6 x thé tich chét duoc str dung trong mét thi nghiém khéc. Thé tich rira sau gép
bdn 14n thé tich chét hodc nhiéu hon duge tang tir 1,8 x thé tich chét da duoc sur dung
trude d6. Dung dich dém duogc didu chinh bing 150mL axit axetic bing dugc sir dung
cho 1000L dung dich dém, gia ting so véi ty 1€ 120mL axit axetic bang/1000L dung
dich dém da duoc st dung trudc d6. Cac thay ddi nay khién cho hiéu suét IgG ting
8% va do tinh khiét y-globulin it nhit 13 86%. Luong IgG con lai rat thip duoc tim
thdy trong dich chiét tir banh loc, khi chiét bing natri phosphat 0,1M + NaCl 150mM
(d6 pH=7,4, d6 dan dién riéng 25,5mS/cm).

Vidu 14

A. Tbi uu hoa phan doan I: bd sung etanol vao bing cach phun so véi bd sung timg
dong; didu chinh d6 pH dén pH=7,0 hoic 7,5 sau khi bd sung etanol vao

Béang 13 thé hién hiéu suét IgG theo cic phuong phap hién dang dwoc ap dung
va dua ra vi du so sanh trong cac thir nghiém dugc md ta dudi ddy. Hao hut 15% dén
20% IgG tir phdn gom Cohn dén dich loc. Hao hut khoang 0,4g IgG trong phan dich

ndi II+11I cho mdi lit huyét tuong.

Bang 13
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Hiéu suit IgG (2009)
/L huyét twon % phin gom Cohn
Phéan doan LA Bl Vienna LA B5 L.A. | Vienna L.A.
(ngudn) (ngudn) (43 bién | (ngudn) | (ngudn) | (da bién
dbi) d6i)
Phan gom 6,18 6,26 7,49 * 100 100 100
Cohn (5,28- | (5,43-6,68) | (6,41-8,41)
7,02)
Phan dich ndi 0,41 0,39 0,37 6,6 6,2 4,9
TI+I11 (0,23- | (0,33-0,47) | (0,23-0,48)
0,63)
chét két tua 5,77 5,87 7,12 93,4 93,8 95,1
II+I11
(theo tinh
todn)
dich loc II+IIL | 4,93 5,19 6,43 80 83 86
(4,21- | (4,11-5,48) | (6,11-7,02)
5,57)

* LA B5 duoc thu hdi tir phdn gom huyét twong Cohn: ndng d6 IgG thap hon do dudi
bing nudc mudi. LA Bl trung binh dugc thu hdi tir phdn gom huyét twong Cohn:
8,52¢g/L.
Phuong phap
Phén gom Cohn dugc lam tan giad & nhiét d6 nim trong khoang 24°C dén
27°C trong thoi gian 6 gid dén 7 gio trong thing 14 lit. Sau do, nguyén liéu nay duoc
tron qua dém & nhiét d6 nim trong khoang 2°C dén 8°C. Tiép theo, phin gom dugc
chia thanh bdn phan (mdi phan 800g):
1: bd sung etanol vao theo dong, sau d6 didu chinh d6 pH dén 7,0
2: bd sung etanol vao theo dong, sau d6 didu chinh d6 pH dén 7,5
3. B4 sung etanol bing cach phun, sau d6 diéu chinh d6 pH dén 7,0
4. Bb sung etanol bang cach phun, sau d6 diéu chinh d6 pH dén 7,5
Trudc tién, tit ca cac phén duoc 1am lanh dén 0°C. Tiép theo, 8% etanol duoc
bd sung thanh dong vao céc phan 1 va 2 va bd sung bing cach phun vao céc phan 3 va
4 bang cach sir dung d4u phun. Trong c4 hai phuong phép nay, etanol dugc thém vao
& toc d9 x4p xi nhw nhau. Trong qua trinh bd sung etanol vao, may didu lanh duoc

diéu chinh dén -5°C va 75mL etanol dugc thém vao mdi phin trong khi tron. Do pH
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duoc diéu chinh dén 7,0 hoac 7,5 béng axit axetic 1M. Tiép theo, dung dich dugc U
trong 1 gid. Sau khi 0, dung dich dugc ly tAm bang thiét bi ly tim véi cbe c6 mod
(4600 vong/phut; 30 phut; -2°C).

Két qua

Hiéu suét IgG dugc x4c dinh dinh luong béng cach do dd duc va duoc thé
hién trong Bang 14. Thu dugc hiéu suit gdn nhu 100% IgG trong phin dich ndi phén
doan I bang phuong phap cai tién (phun etanol), trong khi theo phuong phép bd sung
etanol vao thi mirc hao hut IgG thudng ndm trong khoang tir 0,2 dén 0,25g/L huyét
tuong. Céc két qua nay cho thdy phuong phap cai tién c6 thé 1am ting hiéu suét IgG

1én t6i 0,2g/L huyét trong trong san xuét.

Bang 14
Mau Khdi | Pinh lugng IgG béng cach do do duc (gia tri trung binh cua
luong 3 14n do)
(g | mgm | g % Do tinh khiét g/L huyét
L (%) tuong
Huyét twong 800 | 5,72 | 4,57 | 100,00 12,2 5,72
nghéo két tia
lanh
Phan dichndil | 856 | 5,10 | 437 95,57 12,6 5,46
Phin dichndi2 | 853 | 5,16 |4.41| 96,36 12,7 5,51
Phindichnéi3 | 853 | 5,36 |4,58]100,14 13,1 5,72
Phin dichndi4 | 848 | 533 |[4,52] 98,90 13,0 5,65

B. Quy md thuc nghiém: Phan doan I (phun so véi bd sung timg dong; diéu chinh d6
pH dén 7,4 sau khi bd sung etanol vao) va Phan doan IT+III (diéu chinh d6 pH dén 6,7
trude khi bé sung etanol vao, didu chinh lai dén 6,9 sau khi bd sung etanol vao)

Vidu 15

Phuong phéap

2,8kg huyét twong dugc lam tan gia trong khi tron & 2°C. Phan doan I: 8%
etanol dugc thém vao va d pH dugc didu chinh dén 7,4 bing cach st dung dung dich
axit axetic SM. Trong khi trdn, huyén phtt duoc 1am lanh dén nhiét do -2°C. Céac diéu

| kién phun dat dugc bang cach st dung d4u phun. G ca hai phuong phap, budc bd sung

etanol va axit axetic SM vao dugc thuc hién & tbc do xép xit nhu nhau. Sau khi u
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trong 1 gio, dung dich dugc ly tdm bing cach sir dung thiét bi ly tim CEPA & nhiét d6
bang -4°C.

Phan doan II+III: d§ pH dugc diéu chinh dén 6,7 béng cach st dung dung
dich dém c6 d6 pH = 4, tiép theo 25% etanol duoc thém vio (1) bang cach phun hodc
(2) bing céch bd sung timg dong vao nhu duogc thuc hién theo cich thong thuong. Sau
d6, d6 pH dugc diéu chinh lai dén 6,9. Tién hanh u trong 10 gid & -7°C.

Két qua

Mirc hao hut IgG trong phan doan II+III khi bb sung 25% etanol vao duoc
x4c dinh dinh lugng béng cach do @6 duc va dugc thé hién trong Bang 15. Cac sb do
IgG c6 dao dong & mirc d6 nhit dinh, vi vay cin phai 1y tri sb trung binh cua phuong

phap t8i uu hoa nay.

Bang 15
Hao hut IgG trong Phan dich néi Phan IgG trong dich
Phan doan I doan II+IIL, bd sung loc
25% etanol

Thir nghiém g/L huyét tuong g/L huyét tuong % phan gom
Cohn
NG2C73 0,47 0,08 85,28
NG2C73-1 0,34 0,03 92,27
NG2C73-2 0,05 0,06 95,94
Trung binh 0,29 0,06 91,16
Péi chimg (bd 0,29 0,10 87,38

sung etanol ting
dong)

Cho t6i thoi diém lam két tia phan doan II+III chi ¢6 0,35g IgG/Lit huyét
tuong bi hao hut. Pat dugc su gia ting hiéu suit trong phan doan II+]III 1a 0,04g IgG
cho mdi lit huyét twong bing cach 4p dung phwong phép phun so véi bd sung 25%
etanol vao & dang ting dong; va ting hi¢u suit 0,3g IgG cho mdi lit huyét twong (tri
sO trung binh nim trong khoang tir 0,4g/L. dén 0,06g/L), so v&i bd sung 20% etanol
vao ¢ dang dong nhu duge 4p dung trong san xuét hién nay. Hiéu suét IgG trong dich
loc cao hon dang ké so véi mau db6i chting va cao hon nhiéu so véi hiéu suit dat duoc
trong san xuat hién nay 12 80% dén 86% khi bd sung 20% etanol vao & dang ting
dong vao két tia II+III.
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C. Phan doan II+1III (20% etanol): duy tri &6 pH ban dau trong tit ca cac phén doan
IT+III néu trén

Vidu 16
Phuong phép

50 lit huyét twong dugc lam tan gid trong khi tron & nhiét d6 nim trong
khoang tir 17°C dén 20°C trong 27 gid. Phian doan I dugc thyc hién nhu da néu trong
céc phin trén day & dang quy trinh di t8i wu héa. Phin dich ndi I dwoc tach riéng
thanh hai phan:

(1) diéu chinh d¢ pH trong truong hop x4u nhit: diéu chinh d6 pH trude va
sau khi b6 sung etanol nhung khong didu chinh trong khodng thoi gian 1.

(2) diéu chinh 4 pH t5i wu: didu chinh d pH trudc khi va sau khi bé sung
etanol va diéu chinh lai d6 pH tiép theo trong sudt khoang thoi gian giit.

Dung dich nay dugc khudy lién tuc trong sudt khoang thoi gian gif.

Do pH ciia phan dich ndi cua I dugc didu chinh trong ca hai phin dén 6,7
trude khi bd sung etanol vao bﬁng cach sur dung dung dich dém c6 do pH = 4. Etanol
dugc thém vao bang cach phun va do pH duoc diéu chinh lai dén 6,9 sau khi bd sung

etanol.

O phén (1), thuc hién diéu chinh d6 pH v6i mtc d6 than trong it hon d& gia
thiét vién canh vé truong hop xdu nhit. Do pH cua dung dich dugc didu chinh ngay
sau khi bd sung etanol vao ma khéng didu chinh trong sudt qué trinh &. O phin (2), 46
pH duogc diéu chinh lai dén trj sb khong dbi nim trong khoang tir 6,8 dn 7,0 trong
sudt thoi gian t 1a 10 gid.

Két qua

IgG duogc xac dinh dinh lugng lai béng cach do @6 duc va dugc thé hién trong
Bang 16. Béng cach diéu chinh lién tuc d6 pH dén tri s khong dbi dén khoang 6,9
trong sudt thoi gian gitt, chi hao hut 0,13g IgG cho mdi lit huyét twong so vé&i luong
hao hut trung binh 13 0,4g/L huyét twong khi san xuét & quy md 16n. Pat dugc muc gia
tang hiéu suét 0,07g IgG trén mét lit huyét twong so véi mau déi chimg (khong kém

theo phun ma khudy lién tuc trong khoang thoi gian gift). Dat dugc muc gia ting hiéu
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sudt nim trong khoang tir 0,20g dén 0,30g IgG cho mdi lit huyét twong so v&i phwong
phép thong thuong hién dang 4p dung (hao hut 0,38g IgG cho mdi lit huyét twong,
xem Bang 13).

Béang 16
Thé IgG duoc dinh luong béng cach do
tich dd duc
Mau kg | Hiéusuét(%) | g/L huyét twong
Phin gom Huyét twong 45,20 100,00 4,90
Phan doan I Phin dichndil | 68,66 102,61 5,03
Piéu chinh do pH Phin dich ndi | 53,09 0,26 0,13
t0i wu TI+111
M3u dbi chimg Phan dichndi | 52,69 0,41 0,20
TI-+111

Két luan

Hao hut IgG trong phan dich néi II+1III giam tir mc hién tai 12 0,4g IgG/L
huyét tuong trong cac mé san xuit dén muc 0,13 g/L huyét tuong & bude lam két tua
bang 20% etanol, va d&n mirc thip hon 0,08g/L huyét trong & bude 1lam két tia bang
25% etanol khi etanol dugc bd sung vao bing cach phun va tiép tuc gitr d6 pH = 6,9 +

0,1 trong sudt qué trinh két tua.

O két tia I, bd sung etanol vao truée khi didu chinh do pH bing cach phun
lam ting hiéu suit IgG tir 0,1g/L dén 0,2g/L huyét twong trong phan dich ndi phan

doan 1.
Thao luan

IgG dugc xéc dinh bing cach do d6 duc trong tt ca cac thir nghiém va c6 thé
c6 mitc dao dong it nhét -/+ 5,0% (nhu dugce chi ra bai nha san xuét thiét bi do d¢ duc,
Siemens AG). Vi vay, c6 thé 1a muc gia tang hiéu sut thuc té dat dugc theo phuong
phép cai tién trong san xuét c6 thé thip hon mot chut hodic cao hon mét chit so véi

murc dugce néu trong cac vi du ndy.

Dé ching minh 13 hon v& viée gia tang hiu sudt béi cac phuong phap méi va

cai tién, khéi luong chét két tia IgG duoc so sanh voi khéi lugng trung binh ctia chit
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két tha IgG thu dugc tir cling mdt ngudn gbc huyét tuong trong san xuat. Thu duoc
18kg chét két tia IgG trén 1000 lit Cohn Pool tir ngudn My theo phuong phap san
xut hién dang dugc st dung, trai nguoc voi nghién ciru & quy mo thuc nghiém (phan
B néu trén) & d6 thu duge 20,8kg chit két tiia IgG (20% etanol va diéu chinh t6i wu
héa d6 pH & phan doan II+III, b6 sung dung dich dém va etanol vao bang c4ch phun).
Diéu nay lam ting hon 2kg chit két tua IgG cho 1000 lit Cohn Pool.

Vidu 17

Vi du nay cho thiy ring viéc bd sung budc xir Iy bing silic oxit dang khoi
trudce khi loc huyén pht Phén doan II+I1I tao ra dich loc IgG c6 d6 tinh khiét cao hon.
Mot cach ngén gon, huyét twong ngheo két tua lanh duoc phén doan nhu di néu trén
ddi véi giai doan Phan doan IT+III, tai thoi diém nay né duge chia thanh hai miu. Mau
thir nhit dwgc 1am trong chi bing cach bd sung chit tro loc trude khi loc huyén phu
chtta Phan doan II+III theo cach tidu chudn (Hinh 7A). MAu thi hai dugc dua di xir ly
so bo béng silic oxit dang khdi, nhu néu trong ban md ta, trude khi bd sung chét trg

loc vao va loc huyén phil chira Phan doan II+1II theo c4ch tiéu chudn (Hinh 7B).

Tiép theo, hop ph?in protein cua dich loc dwoc tach béng cach dién di trén
xenluloza axetat va dién tich cua mdi pic dugc tinh toan bing cach 4p dung céc
phuong phap tiéu chudn. Nhu c6 thé thdy trong phd sic ky va dit lidu dinh lugng, mau
thtr hai ma duoc xtr ly béng silic oxit dang khoi trude khi lgc tao ra dich loc c6 @6 tinh
khiét IgG 16n hon nhiéu so véi miu khéng dwoc xir Iy bing silic oxit dang khéi
(68,8% so v6i 55,7 y-globulin; so sanh Bang 18 v&i Bang 16).

Bang 17. Phén tich dinh lugng pic protein dugc tach bing cach dién di trén xenluloza

axetat tir huyén phu chira Phan doan II+III dwoc lam trong bang céch chi bd sung chét
trg loc trude khi loc, nhu duoc théy trén Hinh 7A.

S4 pic tir tréi sang phai
Dién tich (%) Phan doan
1 557 y-globulin
2 3,2 Protein bién tinh
3 3,7 y-globulin
4 25,5 o/B-globulin
5 11,9 albumin
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Bang 18. Pinh lugng pic protein dugc phan tach bing cach dién di trén xenluloza
axetat tlr huyén phti chira Phan doan II+1II dugc xu ly so bd bang silic oxit dang khéi
va dugc lam trong béng cach bd sung chét tro loc trude khi loc, nhu duoc théy trén
Hinh 7B.

S6 pic tir tréi sang phéi
Dién tich (%) Phan doan
1 68,8 Y-globulin
2 18,9 o/B-globulin
8 12,3 albumin

Vidu 18

Vi du ndy minh hoa budc siéu loc va bao ché ché phém chtra 20% IgG thich
hop dé tiém dudi da. Ché phim nay duoc gom trong sudt qua trinh san xuit cac ché
phim IgG 20% & quy md md rong va tién lam sang. Quy trinh duoc sir dung dé san
xuét cac 16 20% trude budce loc nano 1a nhu d4 néu trén. Siéu loc thdm tach/loc thAm
tach duogc cai tién dé co dic dung dich dén 20%. Dé gidm hao hut san luong dén murc
tb1 thiéu, dich sau rira cia thiét bi siéu loc dugc st dung dé loc thim tach duoc ¢cd dic
bing mot thiét bi thir hai nhd hon c6 trang bi céc mang tuong tu va sau d6 dugc bd

sung vao khdi dung dich.

Bit ngo 1a, co thé nhan ra réng viéc bét hoat virut trong sudt qué trinh bao
quéan & d6 pH thap khong bi anh huéng boi ndng dd protein cua dung dich. Tuong tu,
viéc khir virut dat dwoc & ca dung dich 10% (GAMMAGARD® LIQUID) va dung
dich 20%. Vi vy, budc bao quan & d6 pH thép lam budc khir virut dugc duy tri dbi

v6i san phdm 20%.

Trudc khi loc nano, néng do glyxin cua dung dich IgG duoc diéu chinh dén
ndng d6 dich bang 0,25M. Tiép theo, dung dich dugc cb dic dén ndng do6 protein bing
6% =+ 2% khdi lugng/thé tich nho siéu loc (UF). Do pH duge didu chinh dén 5,2 + 0,2.
Mang UF duogc sir dung c6 Gidi han Khéi lugng phén tir Danh nghia (NMWCO) bing
50.000 dalton hogc thip hon va dugc thiét ké dic biét d& dung cho san phim c6 do

nhét cao (vi dy, mang V screen do Millipore cung cip).
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Sau d6, dich c6 dic dugc loc thdm tach béng dung dich glyxin 0,25M, d6 pH
=42 +0,2. Thé tich trao dbi téi thiéu béng 10 14n thé tich dich co6 dic ban dau. Trong
subt qua trinh siéu loc/loc thdm tach, dung dich duoc duy tri & nhiét d nim trong
khoang tir 4°C dén 20°C.

Sau khi loc thAm tach, dung dich dugc c¢6 dén n@)ng dd protein it nhét béng
22% (khoi lugng/thé tich). Nhiét d6 dung dich dugc diéu chinh dén tri s6 nim trong
khoang tir 2°C dén 8°C.

Dé thu hdi hoan toan luong protein con lai trong hé th(“')ng, thuc hién budce rira
sau d6i véi hé théng sié.u loc thtr nhét 16n hon béng it nhét 2 14n thé tich chét theo
phuong thirc t4i tudn hoan dé dam bao ring toan bo lugng protein dugc rira khoi hé
théng. Tiép theo, dich sau rira cia hé théng sidu loc thtr nhét duoc cd dic dén néng do
protein it nhit bing 22% khéi lwong/thé tich bang hé théng siéu loc thAm tach/loc
thim tach thtt hai c6 trang bi mang cung loai ¢6 kich thudc bing mot phdn mudi thiét
bi thir nhét hoic it hon. Dich ¢6 dic sau rira nay dugc thém vao khéi dung dich trude
do. Tiép theo, hé théng siéu loc thtr hai dugc rira. Budc rira sau nay duge 4p dung dé
didu chinh ndng do protein cta ché pham cubi cung. Nhi€t d6 dung dich dugc duy tri

& tri s6 nam trong khoang tir 2°C dén 8°C.

Pé bao ché dung dich cudi cling, néng d6 protein dugc didu chinh dén
khoang 20,4% =+ 0,4% (khdi lugng/thé tich) bing dung dich rtra sau ctia hé thdng siéu
loc thir hai nhé hon va/hodc béng dung dich dém loc thidm tach. Do pH duoc diéu

chinh dén ndm trong khoang tir 4,4 dén 4,9, néu can thiét.
Vidu 19

Pé so sanh phan doan IgG duoc thu hoi trong dich loc Phan doan II+III trong
quy trinh san xuit GAMMAGARD® LIQUID hién tai, thuc hién tinh ché IgG & quy
mo san xuit theo nim budc bang cach &p dung c4c phuong phap cai tién dé két tha va
hoa tan Phan doan II+1II néu trong sang ché. Mot cach ngén gon, budc 1am két tha cac
phin gom IgG Cohn véi ndng d6 IgG ban dau bang khoang 6,14g/L. duoc thuc hién &
-7°C véi 25% etanol dwoc bd sung vao dudi dang dong chay, so véi -5°C va 20%
etanol, nhu dugc dung trong quy trinh san xuét hién tai. Tiép theo, chat két tha Phan
doan IT+III cai bién dugc chiét & ty 18 1/15 bing dung dich dém hoa tan c6 do pH =
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4,3 hodc duoc diéu chinh b'fmg axit axetic bang 0,06%, va sau d6 dugc loc qua thiét bi
loc sdu voi budc rira cudi béng dung dich dém hoa tan c6 thé tich béng 4,3 thé tich
chét cua thiét bi loc. Nhu c6 thé théy trong Bang 18, dich loc Phan doan II+I1I cai bién
dugc diéu ché theo c4c phuong phép cai tién theo sang ché chira IgG trong phin gom
Cohn ban dau véi ty 1& phan trim cao hon dang ké (it nhat ting 8,0%) so véi dich loc
Phan doan IT+III dugc didu ché theo quy trinh san xuit hién tai (lan luot 91,1% va
91,6% so vai 83,1% va 83,8%,).

Bang 18. Ty 1¢ thu hdi IgG trung binh trong dich loc Phan doan II+III cua tit ca cac
mé san xut ctia Baxter duoc thuc hién & Vién trong ndm 2008 va mot phe‘“ln nam
2009, so véi ty 1¢ thu hdi IgG ciia cdc mé duge san xuét theo céc phuong phap cai

tiéntheo sang ché nay.

Quy trinh San xuét taj Vién Quy md nghién clru va phét trién md
Hién tai | Nam 2008 | rdng

IgG trong phan gom| 6,26 6,31 | 6,14 6,13

Cohn (g/L)

Rugu & buéc lam két| 20 20 25 25

tua II+III (%)

mL axit axetic/1000L 510 510 Hoa tan & d6 pH=4,3; | 600

dung dich dm hoa tan diéu chinh dén do

pH=4,9 trudc khi loc
Aeosil (g/g dich dic) 0,045 0,04 0,04 0,04
Thé tich rtra sau tinh | 1,8 1,8 4,3 4,3

theo thé tich chét cua
thi€t bi loc ép

IgG trung binh trong | 83,1% 83,8% |91,1% 91,6%
dich loc (% so voi| 5716 20016 (316 210
phin gom Cohn)

Muc gia ting IgG| Khong | Khongap | + 8,0% +8,5%
trong dich loc &p dung dung

Vidu 20

Pé xéc dinh d6 tinh khiét clia ché phim IgG theo sang ché, ba 16 IgG duoc
diéu ché theo cac phuong phép cai tién theo sang ché. San phdm IgG cudi cing cua
cac quy trinh tinh ché nay duoc kiém tra mot sb tap chét, bao gém IgA, 1gM, hoat d6
phén giai amit, C3, va fibrinogen, cling nhu dé xac dinh ty 1& phan trim cua
monome/dime IgG trong hdn hop cudi. Nhur c6 thé thiy trong Bang 19 duéi day, viéc

san xudt theo céc phuong phap cai tién theo sang che tao ra khoi ché phdm cubi cung
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v6i ty 18 thu hoi IgG tang, tir 73,6% dén 78,5% chit ban ddu so véi tir 60% dén 70%

d6i v&i cac phuong phap hién dang duoc st dung, ddng thoi ciing duy tri profin do

tinh khiét, néu khong néi 1a cao hon, so véi céc ti€u chuan san xuat IgG hién tai.

Béang 19. Luogng tap chat va hop phin monome/dimme IgG trong ché phim IgG dugc

didu ché theo cac phuong phép san xuét cai tién theo sang ché.

Lua chon 1 3 6
Thi nghiém s6 (PO.. 10NO2) 19 20 21
Hiéu suat protein trong dong chay qua ANX [g/L huyet 435 435 438
twong] | ,
"[I;Z]lé thu hoi IgG: nguyén li€u ban dau Cohn/san pham 73,6 78.5 78,5
MBS ta diic trung ctia san phim cubi
. 100 . chua xac
IgA [pug/mL & 10% protein] 29 26 dinh duoc
100 . chua xac
IgM [ug/mL & 10% protein] 1,1 1,1 dinh duoc
N dA ias , chua xac
Hoat d¢ phan giai amit [PL-1 nmol/mL phut] dinh duoc <10 <10
MSD monome/dime [%] 99,7 99,9 99,7
100 . chua x4c | chua x4c | chua x4c
C3 [ng/mL & 10% protein] dinh duge dinh duocldinh dugc
.y 1o . chua xéc | chua xéc
Fibrinogen [ug/mL & 10% protein] <0,2 dinh duocldinh duoc
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YEU CAUBAO HQ

1. Phuong phép didu ché ché phim giau IgG tir huyét tuwong, trong d6 phuong phap
nay bao gém céc bude:

(a) 1am két ta phan doan nghéo huyét tuong trong diéu kién lanh, ¢ budc lam
két tia thir nhét, bing ruou véi luong ndm trong khoang tlr 6% dén 10% & d6 pH nim
trong khoang tir 6,7 dén 7,3 dé thu dwoc phén dich ndi giau IgG,

(b) 1am két tia IgG ra khoi phin dich ndi nay béng rugu véi luong nim trong
khoang tir 20% dén 30% & nhiét d6 thip hon va & d6 pH nim trong khoang tir 6,7 dén
7,3 d& tao ra chit két tha thu nhat,

(c) tao huyén phu lai chit két tda th nhit duge tao ra & bude (b) dé tao ra
huyén phu,

(d) xtr Iy huyén phi duoc tao ra & budc (c) bang chét tiy rira,

(e) lam két tha IgG ra khoi huyén pha nay bang ruou voi luong nim trong
khoang tlr 20% dén 30% & d6 pH nim trong khoang tlr 6,7 dén 7,3 d& tao ra chat két
tia thi hai,

(f) tao huyén phui lai dbi voi chét két tia thir hai duoc tao ra & bude (e) @ tao
ra huyén phu,

(g) xt Iy huyén phu dugc tao ra & bude (f) bing dung mdi va/hosc chét tdy rira,
va

(h) thuc hién it nh4t mét budc tach phan doan bang sic ky trao ddi ion nho d6
tao ra ché phém IgG c6 dic,

trong d6 phuong phép niy con bao gdm bude xir Iy huyén phi dugc tao ra &
budc (c) bang silic dioxit da dwoc nghién min (SiO2) va loc dung dich trudc budce (d).
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 & budce (b), trude hodc ddng thoi véi bude bd
sung rugu vao, dung dich duoc 1am lanh dén

(i) nhiét d6 nim trong khoang tir -7°C dén -9°C, hoic dén
(ii) nhiét d6 bang hoic khoang -7°C.
3. Phuong phap theo diém 1 hosc 2, trong d6 ndng dd ruou & bude (b)
(i) ndm trong khoang tir 23% dén 27%, hoic
(i) nim trong khoang tir 24% dén 26%, hoic
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(iii) bang hoic bing khoang 25%.
4. Phuong phap theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 3, trong d6 & budc (b),
sau khi bd sung xong rugu, do pH ctia dung dich ngay 1ap tic dugc diéu chinh dén a6
pH

(i) ndm trong khoang tir 6,8 dén 7,0, hoic dén

(ii) bang hozic bing khoang 6,9.
5. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 do pH cia
dung dich dugc duy tri o tri sd

(i) nim trong khoang tir 6,8 dén 7,0, hoic (ii) bing khoang 6,9 lién tuc trong

khoang thoi gian 0 két tia & bude (b).
6. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 dung dich
dém chiét d3 1am lanh duoc st dung & budc (c) dé tao huyén pht lai chit két tia & ty
18 bing

(i) 1 phan chat két tha v6i 15 phan dung dich dém chiét, hodc & ty 1&

(ii) ndm trong khoang tir 1:8 dén 1:30, hoic

(iii) ndm trong khoang tir 1:10 dén 1:20, hodc

(iv) nim trong khoang tir 1:12 dén 1:18, hoic

(v) nim trong khoang tir 1:13 dén 1:17, hodc

(vi) nim trong khoang tir 1:14 dén 1:16.
7. Phuong phap theo diém 6, trong d6 dung dich dém chiét c6 d6 pH nim trong
khoang tir 4,0 dén 5,5.
8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 dung dich dém chiét chira 5SmM natri phosphat
monobazo, SmM axetat, va tir 0,051% dén 0,06% axit axetic bang (thé tich/thé tich).
9. Phuong phép theo diém 7 hoic 8, trong d6 dung dich dém chiét chia SmM natri
phosphat monobazo va SmM axetat & d6 pH bang hoidc bing khoang 4,5+0,2 va do
dan dién riéng bang hoic bing khoang 0,7 dén 0,9mS/cm.
10. Phuong phap theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9, trong d6 silic dioxit
da dugc nghién min (Si0») 1a silic oxit dang khoi.
11. Phuong phép theo diém 10, trong d6 bude xir Iy bang silic oxit dang khoi bao gbém
budc bd sung silic oxit dang khéi voi lwong nim trong khoang tir 0,01kg/kg dich dic
[I+11I dén 0,07kg/kg dich dic II+III, hoic tir 0,02kg/kg dich dic II+IIT dén 0,06kg/kg
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dich dac I+, hogc tir 0,03kg/kg dich dic II+III dén 0,05kg/kg dich dic II+III, hoic
khoang 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, hoic 0,07kg/kg dich dic ITI+III, va hdn hop dugc 0
trong thoi gian ndm trong khoang tlr 50 phut dén 70 phut, hodc khoang 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, hodc 14u hon & nhiét d6 ndm trong khoang tlr 2°C dén 8°C.
12. Phuong phap theo diém 10, trong d6 budc xir ly bang silic oxit dang khéi bao géﬁl
thoi gian 4 ndm trong khoang tir 40 dén 80 phut, trong khoang thdi gian nay huyén
phu dugc trdn lién tuc.

13. Phuong phép theo diém 10 hozc 12, trong d6 bude xir Iy béng silic oxit dang khéi
duoc thuc hién & nhiét d6 nadm trong khoang tir 0°C dén 10°C, hodc nim trong khoang
tir 2°C dén 8°C.

14. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém trr 1 dén 13, trong do6 budc loc
dung dich trude budce (d) st dung phuong phép loc sau.

15. Phuong phép theo diém 14, trong d6 phuong phép ndy con bao gdm budc ria thiét
bi loc sdu bang tir 3,5 thé tich dén 4,5 thé tich, hoiic khoang 2,5; 2,6; 2,7; 2,8; 2,9; 3,0;
3,15 3,25 3,3; 3,4; 3,5; 3,6; 3,7; 3,8; 3,9; 4,0; 4,1; 4,2; 4,3; 4,4, 4,5; 4,6; 4,7; 4,8; 4,9;
5,0 thé tich chét cua thiét bi loc sau khi hoan thanh budc loc.

16. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac didm tir 1 dén 15, trong d6 mot hoac
nhiéu bude lam két tia (a), (b), (¢) duge thuc hién bang céch bd sung rugu vao bing
cach phun.

17. Phuong phép theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 16, trong d6 d6 pH cua
dung dich duoc diéu_chinh lién tuc trong mét hodc nhiéu budc lam két tia ruou (a),
(b), ().

18. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 17, trong d6 d§ pH cua
m6t hoidc nhiéu dung dich duoc didu chinh béng cach bd sung chat 1am thay d6i do pH

vao bang cach phun.
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