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 چكيده
 سابقه و هدف

هاي مهم نظير آلبومين، ايمونوگلوبوولين،   حياتي و منحصر به فرد است كه حاوي پروتئين اي پلاسماي انسان ماده
بوه رو    فرآيند تخليص ايمونوگلوبولين از پلاسما. مصارف دارويي دارد باشد و ميفاكتورهاي انعقادي و غيره 
بوا   IIجهت دستيابي به فركشن . باشد مي IIفركشن  ،محصول پايه شود و انجام مي كوهن اصلي پالايش با اتانل

از رو  تغييور   ،سازي ايمونوگلوبولين تزريق وريدي استفاده به عنوان ماده اوليه در خالصبراي شرايط مناسب 
اسط، اسوتفاده از آن بوراي مراحول بعودي تخلويص و      هدف از تهيه اين ماده حد و. يافته كوهن استفاده گرديد

 . است  زدايي جهت توليد ايمونوگلوبولين تزريق وريدي بوده ويروس
 مواد و روش ها 

هاي مختلو    پروتئين، IIبه منظور توليد خمير فركشن . بود (experimental)مطالعه انجام شده از نوع تجربي 
و قدرت يوني  pH ،متفاوت و در شرايط كنترل شده همراه با تنظيم دماهاي  پلاسما با استفاده از اتانل در غلظت

هاي توليد شده به منظور ارزيوابي فرآينود توليود     فرآيند پالايش نمونه ،در طي مراحل مختل . رسوب داده شد
يوه  مورد آزمايش قرار گرفت و نتايج حاصل از هر مرحله توليد با يكديگر و نيز با پلاسوما بوه عنووان مواده اول    

 . مقايسه گرديد
 يافته ها
 II فركشن (درصد 01بالاي )و خلوص مناسب (  gr/kg plasma 2/8)دست آمده حاكي از بازده بالا ه نتايج ب
تواند بوراي   هاي ضروري پلاسما كه مي پروتئينساير دست آمده بود به نحوي كه ه باستاندارد فارماكوپه مطابق 

ه بو  IIفركشون  . قرار گيرند نيز در شرايط مطلوب حفظ شدند ادهورد استفووهاي پلاسمايي م تهيه ديگر فرآورده
در طي چند سري كاري انجام . مطابق استاندارد فارماكوپه بود كاليكرين فعال كننده پري دست آمده از نظر مقدار

 . داشت ساختار پروتئين تكرار پذيري خوبي را نشان داد كه با استانداردهاي استفاده شده نيز مطابقت ،شده
 نتيجه گيري 
تزريق وريدي موي باشود كوه    ايمونوگلوبولين واسط مناسب براي توليد  دست آمده يك ماده حده ب IIفركشن 

جوايي كوه سواختار     از آن .اسوت مقدار تجمعات و همچنين ميزان فعال كننده پري كاليكرين آن در حد نواچيز  
در مقياس نيمه صنعتي و  IIو  براي تهيه فركشن توان از اين ر دست آمده در حد مطلوب است ميه محصول ب

 . حتي صنعتي استفاده نمود
  ، پالايش به رو  كوهن، ساختار مولكولي ايمونوگلوبولين تزريق وريدي :كلمات كليدي 

 
 48/ 6 /02  :تاريخ دريافت 
 48/ 9 /02 : تاريخ پذيرش 

 
 و شركت پالايش و پژوهش خون  ايران يقات سازمان انتقال خونمركز تحق -دانشگاه تربيت مدرس ايمونولوژي PhDدانشجوي  -1
 18111-111ـ صندوق پستي مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران  -دانشگاه تربيت مدرس  استادـ  يمونولوژيا PhD: ل ؤومؤلف مس -0
2- PhD  دانشيار دانشگاه تربيت مدرسبيوشيمي ـ  
8- PhD سازمان انتقال خون ايران و شركت پالايش و پژوهش خون مركز  تحقيقات  -تربيت مدرس دانشيار دانشگاهـ  يمونولوژيا 
 شركت پالايش و پژوهش خون مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران و  ـارشد بيوشيمي كارشناس  -1
6- PhD  مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران  استادبيوشيمي ـ 
7- PhD  ار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران و شركت پالايش و پژوهش خون استاديشيمي دارويي ـ 
4- PhD  دانشيار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران و شركت پالايش و پژوهش خون ـشيمي دارويي 
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 مقدمه  
اي حياتي و منحصر به فـرد اسـت    پلاسماي انسان ماده

ايـ   در . باشد ميتركيب بيوشيميايي  022كه حاوي بيش از 
  ، اي مهــن نريــر آلنــومي   هــ برخــي از پــروت ي  ميــان 

فاكتورهـاي انققـادي و  ـد     ،هاي مختلف  ايمونوگلوبولي 
هــا در  مصــارد دارويــي داشــته و يداســازي آن انققــادي

فرآينــد تخلــي   .داروســازي كــاربرد فــراوان يافتــه اســت
ي  ها از پلاسماي انسان در مقياس وسيع اول ايمونوگلوبولي 
ه يو همكارانش ارا (Cohn) كوه توسط  1982بار در سال 

ت ـهي ردـل سـهاي اوليه كه از اتان در روش(. 1 ،0)گرديد
گلوبـولي   ايمونو، شد ميها استفاده  روت ي ـري پـگي وبـرس
دست آمده يهت تزريق عضلاني مناسب بـود و تزريـق   ه ب

نمود كه علت اصـلي   وريدي آن عوارض متقددي ايجاد مي
ــول آ ــود مولك  ــ ن وي ــاي ب ــنيده ه ه ــن بس  (aggregate)ه

 . (2) بود محصولات اي  ايمونوگلوبولي  در
هــاي ايمونوگلوبــولي  بــه روش  امــروزه اك ــر فــرآورده

كيسلرــ  و روش تغيير يافته آن  كوه  اصلي پالايش با اتانل
تهيه مي گردنـد كـه محصـول     (Kistler-Nichman)نيشم  

 .  (8) مي باشد  II پايه فركش 
از  ،اي تزريـق وريـدي  ـه ـ در مورد برخـي از فـرآورده  

هاي شيميايي و يا هضن آنزيماتيك با پپسي  اسـتفاده   روش
. اسـت  هدست آمده كوتاه بـود ه كه نيمه عمر محصول ب  شده

ــد كننــدگان از   در يهــت رفــع ايــ  نقــ  برخــي از تولي
اسـيدي   pHكروماتوگرافي تقويض يوني و برخي ديگـر از  

 . ( 1-9) اند استفاده نموده
هـا   هاي تهيه پروت ي  هدد اصلي از روش وركليـبه ط
افزايش بازدهي و كاهش هزينه اسـت، در عـي     ،از پلاسما 

امكان تخلي  مواد را به گونـه اي   حال روش انتخابي بايد
ثر برحسـب  ؤك كـافي و م ـ ي ـفراهن كند كه فقاليـت بيولوژ 

 ـ  . اي يهاني را دارا باشدـاستاندارده  ، بسـيار  عـلاوه بـر اي
ي ي ـهاي انتخابي نسنت به تغييـرات يز  است كه روش  مهن

ــوده و از قابليــت تكــرار  مقــاو  ــالا برخــوردار  ب ــذيري ب پ
  .(12، 11)باشند

ــاده    ــه م ــتيابي ب ــدد اصــلي دس ــه حا ــر ه در مطالق
حدواسط با شرايط مناسب يهت اسـتفاده بـه عنـوان مـاده     

ي بـا  اوليه در خال  سازي ايمونوگلوبـولي  تزريـق وريـد   

و اســتفاده از تغييراتــي در يهــت  كــوه اســتفاده از روش 
افزايش بازدهي ، كـاهش بسـنندگي مولكـولي و افـزايش     

بالاخ  تلاش براي  بوده كه ايـ   . تكرارپذيري بوده است
هاي بـالاتر از مقيـاس متقـارد آزمايشـگاهي      حجن رد كار

صورت پذيرد تا اولًا تكرارپذيري آن مقنـي دارتـر شـود و    
هـاي توليـدي در مقيـاس     حجـن  در صورت لـزو  بـه   ثانياً

 . صنقتي تقمين يابد
ــ ــار اث ــولي   ي ــاختار مولك ــر س ــه ب ــر يافت   روش تغيي

اده از ـاستف ـ بـا  اي تخلـي  شـده نيـز   ه ـ وگلوبولي ـونـايم
مورد بررسـي قـرار    ( CDو  HPLC)هاي بيوشيميايي  شرو

 .  گرفته است
 

 مواد و روش ها 
 از ،بود (experimental)يبرتج نوع ازه ك قهاي  مطال در

تهيـه   (Fresh Frozen Plasma,FFP)دـتازه منجم ـ پلاسماي
هـاي   شده در سازمان انتقال خون استفاده گرديد كه آزمايش

بـا روش   anti-HCVو  anti-HIV , HBsAgروتي  شـامل   
به دليل عد  افزايش . روي آن انجا  گرفت و تاييد شد اليزا

پلاسـما از   ،هـاي خـوني    ي يك نوع خاص از ايزوآگلـوتين 
دريـه   -72ي هاي مختلـف خـون انتخـاب ودر دمـا     گروه
 .  نگهداري گرديد گراد سانتي
 

 : مراحل پالايش پلاسما 
 ـ بـه   گـراد  سـانتي دريـه   96ل در پالايش پلاسما از اتان

و دمـا بـراي    pHعنوان رسوب دهنده درهمراهي بـا تنرـين  
ما هـاي مختلـف پـروت ي  مويـود در پلاس ـ     رسوب بخـش 
 : استفاده شده است  ،تغيير يافته ش كوه مطابق با رو

 تهيه رسوب كرايو  -الف 
 -72ي پلاســما(  prethawing) بــه منرــور پــيش  وب

ه مدت يك شب در ــسما بهاي پلا ه، كيسگراد سانتيدريه 
هـاي پلاسـمايي    كيسـه . ي شدندنگهدار گراد سانتيدريه  8

ده ، خرد شـده  پس از  دعفوني و شستشو با آب مقطر بري
سرعت همـزن و دمـاي   . و به تانك پالايش منتقل گرديدند

 .شـد تنرـين   تانك پالايش متناسب با  وب پلاسما كنترل و
 دريه  8كرايـو در دمـاي صفـر تا  ،پـس از  وب پـلاسما 

 . توسط سانتريفوژ از پلاسما يدا گرديد گراد سانتي
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  Iرسوب فركش   -ب 
پلاسـماي فاقـد    وژن ازحاوي فينرين ـ Iرسوب فركش  

 ± 1/2)ن يـخ ـ  pH رد( Cryo Poor Plasma , CPP ) كرايو
1/7 (pH = ،  با استفاده از  گراد سانتيدريه  -1 ± 1و دماي

 12تـا   4و با غلرـت   pH=8مولار با  4/8 بافر سدين استات
زمان با افزودن سدين اسـتات  ن ه. اتانل انجا  گرفتدرصد 
بـراي برداشـت   سوپرسـل  فلو هـاي از كمـك فيلتـر    ،و اتانل
خميـر  . اسـتفاده گرديـد   ( PKA) كننده پري كـاليكري   فقال

 I (Supernatant) يي ـمايع روتوسط سانتريفوژ از  Iفركش  
 . يدا گرديد

 
 II+IIIرسوب فركش   -ج 
 درصـد  01تـا   02از اتانل  II+IIIراي رسوب فركش  ب
دريـه   -6  ± 1و دمـاي   ( = pH 4/6 ± 2/ 1)خن ي pHدر 

زمان لاز  براي تشـكيل رسـوب   . ستفاده گرديدا گراد سانتي
توسـط   II+IIIبه محصول داده شد و سپس خمير فركشـ   

دريـه   -72ر حاصل د II+IIIخمير . سانتريفوژ يدا گرديد
 . دش منجمد گراد سانتي
 
  IIرسوب فركش   -د 

 , IgA) هـا  حـاوي گامـاگلوبولي     II+III  خمير فركش ـ
IgG , IgM ) هـا   اي انققادي و آلفا و بتـا گلوبـولي   فاكتوره

 pHدر  II+IIIاست، بنابراي  ابتـدا بـا حـل خميـر فركشـ       
ــيدي  ــاي  pH) = 1 ± 1/2)اسـ ــه  -1 ± 1و در دمـ دريـ

 ms/cm 7/1بـه   ms/cm 1كه قدرت يوني آن از  گراد سانتي
شـرايطي   ،درصـد  02تـا   11 رسانده شد، با استفاده از اتانل

به شكل محلول درآيـد   Gوبولي  فراهن گرديد كه ايمونوگل
به صورت رسـوب بـاقي    IIIاما ديگر ناخالصي در فركش  

 .بماند
 01تـا   02اتانل مجدداً تحت تيمار  IIIمايع روييسپس 
ــد ــ     درص ــه و فركش ــرار گرفت ــاوي  IIق  pHدر  IgGح

ــك  ــاي (  =pH 1/7 ± 2/ 1)ايزوالكتريـ  -7  ± 1و در دمـ
 . سوب داده شدر Gايمونوگلوبولي   گراد سانتيدريه 

در  (denaturation)ي گبــراي يلــوگيري از واسرشــت  
افزودن بافرها والكـل بـه آرامـي وتحـت شـرايط       پروت ي ،
 . زدن انجا  گرفت هن مداو 

 هاي ايجـاد شـده در فرآينـد پـالايش     يداسازي رسوب
 درسـاعت   بـه مـدت يـك   KR422 ژوئ  سانتريفوژ توسط

g8222 ه رسوب گيـري  و در دماهاي منفي متناسب با مرحل
 . شدانجا  

 
 هاي سنجش  رو 

هـاي   ميـزان پـروت ي  در نمونـه   : اندازه گيري پـروت ي   
مختلف فرآيند پالايش با روش بيوره با اسـتفاده از دسـتگاه   

 . تقيي  گرديد 920هيتابي  اتوآناليزر اتوماتيك
 

هـاي   مقـدار آلنـومي  در نمونـه   : اندازه گيري آلنـومي   
بـا روش برومـوكرزول گـري  بـا     مختلف فرآينـد پـالايش   

ــتفاده از ــك    اس ــاليزر اتوماتي ــتگاه اتوآن ــابيدس  920 هيت
 . مشخ  شد

 
 بـا  IgGتقيـي  مقـدار  :  Gاندازه گيري ايمونوگلوبـولي       

ــ ــ اده ازـاستف ـــكي ـــيني فلومترـت ن ـــف  م ــاني IgGن  انس
 .  شد انجا نف  مينيو دستگاه نفلومتر  (انگلستانبيرمنگا  )
 

تخلـي    ـ الف : يري فقال كننده پري كاليكري اندازه گ    
پلاسماي انسـاني  : از پلاسماي انساني  (PK) پري كاليكري 

سـاعت در برابـر    08در كيسه دياليز ريخته شده و به مدت 
. پلي برن ديـاليز شـد   µg/ml 12 حاوي  =pH 4 بافرتريس

. بنـدي  بـار بـافر تقـويض گرديـد      ،در طي مـدت ديـاليز  
 cm22* cm1/0شده روي ستون پلاستيكي پلاسماي دياليز 

. شــد بــرده  DE-52 (whatman DEAE cellulose) حــاوي
شود حـاوي پـري كـاليكري      نمي فركشني كه به سلولز باند

در طـول   UVهاي حاصله توسـط يـذب    فركش . باشد مي
  .رديابي شد nm042موج 
هاي محتوي يذب بالايمع آوري و با هن مخلـو    لوله    

هـاي مـوردنرر تقسـين و در فريـزر      ر حجـن شده، سـپس د 
مراحل تخلي  در حـرارت اتـاق انجـا     . نگهداري گرديد

ــازي    ــراي يداس ــده ب ــايل اســتفاده ش ــه وس ــت و كلي گرف
 . پلاستيكي بود

در محصـول  پـري كـاليكري    فقال كننده  اندازه گيري -ب 
مويـود درمحصـول   پري كاليكري  فقال كننده : توليد شده 
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ايـ    در . ي گرديـد رآنزيمي انـدازه گي ـ روش  شده با توليد
 ـ PKA ري كاليكري  توسطـروش پ اليكري  تنـديل  ـه ك ــب

مويـود   ( PNA) مي شـود كـه مـي توانـد پـارانيتروآنيلي      
ــوژن  ــوژنيكس)  S – 2302دركروم ــوئد و كروم را آزاد  (س

در دمـاي ثابـت متناسـب بـا مقـدار       PNAشـدن   آزاد. كند
ايـ  مـاده   . ي باشـد ول م ــده در محل ــاد ش ــكاليكري  ايج

و سرعت تجزيـه آن بـه طريـق اسـپكترومتري      استرنگي 
 ـ PKAگيري شد و غلرت  اندازه وسـيله مقايسـه بايـك    ه ب

 .محلول استاندارد تقيي  گرديد
 
ــ     ــورز سل ــ ولزـالكتروف ــا اســتفاده از دســتگاه :اتـاست  ب

Helena Pc. 24  و فرانسهJunior 24 Helena Scaner   و بـا
ــ  mm TITAN IIIهــاي ســلولز اســتات  هاســتفاده از ورق

آمـده در فرآينـد    هاي مختلف به دسـت  ، روي نمونه62*76
 . پالايش انجا  گرفت

 
ــ     ـــطيـ ـــف سنجـ ـــي دو رنـ ـــي دورانـگ نمايـ ي ـــ

(Spectroscopy dichroism Circular)  : بـــا اســـتفاده از
 ،nm 212-141هـاي   در طـول مـوج   ياسكو J-810دستگاه 

تهيــه شــده تقيــي   IIيــر فركشــ  سـاختار دو  و ســو  خم 
ــد ــه . گرديـ ــا  مقايسـ ــراي انجـ ــاري   ،بـ ــه تجـ دو نمونـ

ــت و     ــركت بيوتس ــدي از ش ــل وري ــولي  داخ ايمونوگلوب
تقيـي    IIهاي خمير فركشـ    كدريون نيز هن زمان با نمونه

براي بررسي سـاختار   mg/ml 1/0غلرت . ساختار گرديدند
 .سو  تهيه شد

 
ر مواد احيا كننـده روي  بدون حضو:  PAGEالكتروفورز     
هاي مختلف بـه دسـت آمـده در فرآينـد پـالايش بـا         نمونه

ــده  ــده % 2اســتفاده از ژل متــراكن كنن % 1/7و ژل يــدا كنن
توسط دستگاه فارماسيا متصل بـه سيسـتن سـرمايش انجـا      

 . گرفت 
 
 آناليزوزن مولكـولي بـا  :  ( HPLC)توزيع وزن مولكولي     

روي  TSK G3000 swي گرافكرومـاتو  استفاده ازسـتون ژل 
هـا در بـافر سـدين     پـروت ي  . انجـا  شـد   IIنمونه فركشـ   

حجـن نمونـه   . يدا شـدند  pH=  4/6فسفات و سولفات با 

lµ1  و بـا شـدت    گر  درصـد  1كمتر از با غلرت پروت يني
ها توسـط انـدازه گيـري     پروت ي . بود ml/min 1/2يريان  

 .نانومتر پيگيري شدند 042يذب نوري در 
 

 ها  يافته
نتايج الكتروفـورز سـلولز اسـتات و ميـزان پـروت ي  و      

 . خلاصه شده است  1ها در يدول  ركش آلنومي  ف
 

نتايج الكتروفورز سلولز استات و ميزان پروتئين و :  1جدول 
 هاي مختل  آلبومين در فركشن

 
 

 (درصد)الكتروفورز سلولز استات
 

آلبومين
 
 (

گرم درصد 
) 

پروتئين 
 
 (

گرم د
رصد 
 آزمايش (

 
 
 
 نمونه

  2


 

1

 A

lb
 

01 11 2/4 1/0 7/17 2/8 4/6 
پلاسما
(FFP) 
 

2/19 8/12 9/4 1/0 9/11 17/2 2/6 
I 

 
 

7/6  -9/10  -8/42 44/0 8/2 
مايع رويي 

II+III 
 

4/60 9/00  - -1/18 60/2 8/0 

 خمير
 حل شده
II+III 

(12:1) 

مايع رويي  2/2 27/2- - - - - 
III 

 - - - - -1/2 1/2 
مايع رويي 

II 
 

6/92  - - -8/9 27/2 4/8 

 خمير
 حل شده

II 
(1:0) 
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 :ال 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 :ب
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ميزان آلبومين، گاماگلوبولين و ديگر اجزاي پروتئيني در  IIالكتروفورز سلولز استات ال  و پلاسما ب و فركشن : 1شكل 
 4/0به  IIميزان در رسوب است كه پس از پالايش پلاسما اين  درصد بوده 0/20و  4/21، 7/887پلاسماي نرمال به ترتيب 

 .است درصد در مورد آلبومين و گاماگلوبولين رسيده 5/01و 
 

 الكتروفورز پروتئين

                 G/DL           فركشن            درصد                             دوده نرمالمح 
 آلنومي       7/17  2/12 - 2/62 0/2 - 2/1
 1آلفا       1/0  1/1 - 1/8 1/2 - 8/2
 0آلفا       2/4  2/6 - 2/10 6/2 - 2/1
2/1 - 6/2 2/17 - 2/11            L 4/12      بتا 
1/1 - 7/2 2/02 - 2/10           H 8/01      گاما 

 آلنومي  به گلوبولي   ميزان 26/1                                                                                       

 

 

 
 

 

 :ال 

 

 
 

 الكتروفورز پروتئين

 فركشن                   درصد                                          
 آلنومي              8/9                                   

                                                                                                                 گاما             6/92    
 ميزان آلنومي  به گلوبولي  12/2
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ــا ــما  ينت ــتات پلاس ــورز سلولزاس ــر  (FFP)ج الكتروف و خمي
  .نشان داده شده است  1در شكل  II فركش 
بـا روش نفلـومتري    IIدر فركشـ   مويـود   IgGيزان م
مويود در  IgGكه  گر  درصد تقيي  گرديد در حالي 1/11

. گـر  درصـد را نشـان مـي داد     01/1مقدار  (FFP)پلاسما 
بـا غلرـت    IIكـاليكري  در فركشـ     ميزان فقال كننده پـري 

تقيي  گرديد كه طنـق   IU/ml 8/12گر  درصد  1پروت يني 
 IU/mlكمتـر از   PKAميزان دستورالقمل فارماكوپه اروپايي 

گر  درصـد   2براي فرآورده تزريقي با غلرت پروت يني  21
 . باشد قابل قنول مي

روي  SDS-PAGEنتـــايج مربـــو  بـــه الكتروفـــورز 
 تا تهيـه  FFPهاي مختلف در طي پالايش پلاسما از  فركش 
   0آميزي كوماسي بلو در شكل  بـا روش رنــگ IIفركشـ  
 . شده است  آورده

 
 :ب  :                              ال 
 
 
 
 
 
 
 

 (از چپ به راست) PAGEالكتروفورز : 2شكل 
و ماركر و خميور    II+IIIو مايع رويي   Iال  و پلاسما و مايع رويي   

II+III 

و    و مواركر   II و موايع رويوي    IIIمايع رويوي   و II+IIIب و خمير  
 IIخمير 

 
درصدبراي فـرآورده   1كه ميزان پلي مركمتر از  در حالي

 HPLCتزريقــي ايمونوگلوبــولي  قابــل قنــول مــي باشــد ، 
مـر و   پلـي %  69/2ميـزان   II شده روي خمير فركشـ   انجا 
 . منومر را نشان داد % 2/99

 توسـط دستگـاه طيـف IIبـررسي ساختـاري فـركش  

ويـود درصـد   نشانگر  (CD)سنجي دو رنگ نمايي دوراني 
بسيار زيادي از صفحات بتا در ساختار ثانويه خميرهاي بـه  

هـاي تجـاري    دست آمـده اسـت كـه در مقايسـه بـا نمونـه      
. داد ايمونوگلوبولي  داخل وريدي، نتايج مشابهي رانشان مي

تكـرار   ،به دست آمده مختلف از نرر سـاختار  IIخميرهاي 
اختار دو  نتايج مربو  بـه س ـ . پذيري خوبي را نشان دادند 

نتـايج مربـو  بـه    )است  آورده شده 0و يدول  2در شكل 
 (. است ساختار سو   كر نشده

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ها توسط دستگاه طي  سنجي دو  ساختار دوم پروتئين: 3شكل 

هاي  رنگ نمايي دوراني در سه سري كاري مجزا در مقايسه با نمونه
 است هتجاري نتايج مشابهي را نشان داد

 
سـري   2بازده حاصل از انجا  فرآينـد پـالايش بـرروي   

خلاصـه   2در يـدول  ( گر  پلاسـما  8222هرسري )متوالي
  .شده است 

-50

-30

-10

10

30

50

205 215 225 235 245 255

l (nm)


(

m
d
e
g
 c

m
2
 d

m
o
l-1

)

Biotest

Kedrion

Fraction II (3)

Fraction II (2)

Fraction II (1)

12 

22 
(1)
0) 
فر
ك

ش  
II 

22- 

12- 
    011       081        021        001        011      021 

l(nm) 

12 
2 

12- 


(m

 d
eg

 c
m

2
 d

m
0

1
-1

) 

 بيوتست
 كدريون
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در سه سري  IIهاي فركشن  ساختار دوم پروتئين:  2جدول 
 هاي كنترل كار متوالي انجام شده و نمونه

 

 
كدريون
 
 

بيوتست
 

خمير
II
 

سومسري 
 
خمير

II
 

دومسري 
 
خمير

II
 

سري
 
اول
 

 (درصد)نمونه 
 
 ساختار

 پروتئين دوم    

 مارپيچ آلفا 82/2 12/1 02/0 20/8 02/0
(-Helix) 

 صفحات بتا 42/72 02/41 92/77 8/70 02/74
(-sheet) 

 برخش بتا 82/2 22/2 92/2 20/8 72/2
(-Turn) 

42/14 20/19 22/19 62/17 22/19 
 پيچش تصادفي

(Random 
Coil) 

 
ده محصولات حاصل از فرآيند پالايش بر روي سه باز:  3جدول 

 سري متوالي
 

 
ميانگين
 

(g
/k

g
 p

la
sm

a
)

 

سري سوم
 (g
/k

g
 p

la
sm

a
)

 

سري دوم
 (g
/k

g
 p

la
sm

a
)

 

سري اول
 (g
/k

g
 p

la
sm

a
)

 بازده 
 
 نمونه

72/4 91/4 74/4 24/4 
 رسوب كرايو

 

 رسوب فركش 22/19 22/14 84/4 62/14
I 

فركش  رسوب  24/77 21/76 14/71 02/76
II+III 

 رسوب فركش  22/42 12/40 74/41 82/41
III 

 رسوب فركش  12/81 22/81 14/86 42/81
II 

 

   بحث
هاي رايج در يهت توليـد گامـاگلوبولي  تزريـق     روش
ـــ اونكلــي  كــوه  روش پــالايش فاده ازتا اســـوريــدي بــ

(Cohn-oncley)   كه ازفركشII    اي  فرآيند به عنـوان مـاده

داراي عـوارض بسـيار ماننـد     ،اده مي كننـد واسط استف حد
هن ه هاي ب شوك آنافيلاكتيك به دليل ويود ايمونوگلوبولي 

سا  عروقي بـه دليـل مقـادير    نبسنيده، افت فشارخون و ان
 ( .10،11)بوده است  PKAفراوان 

هاي گوناگون در يهـت   توليدكنندگان مختلف از روش
اج بـه هضـن   كه احتي ـ اند هنمودكاهش اي  عوارض استفاده 

در ايـ   . آنزيماتيك يا استفاده از مواد شيميايي داشته اسـت 
مطالقه سـقي بـرآن بـوده كـه بـا حـداقل اسـتفاده از مـواد         

بـه   ، pHشيميايي ا افي و تنهـا بـا تغييـر غلرـت الكـل و      
 .دست يافت IVIgمناسب براي استفاده در توليد  IIفركش 

ا در شـرايط  ه گيري پروت ي  با استفاده از توانايي رسوب
ايزوالكتريك يك پـروت ي  آن را   pHوان دور از ت خاص مي

ي كـه نقطـه   ييا از آن. كاملًا به صورت محلول نگه داشت
در اي   ،در حد خن ي است Gايزوالكتريك ايمونوگلوبولي  

اسيدي و غلرـت يـوني پـايي  بـراي رسـوب       pHروش از 
گرديـد و  استفاده  Gها غير از ايمونوگلوبولي   ديگر پروت ي 

ايــ  شــرايط بــه منرــور يلــوگيري از پليمريزاســيون      
كـه فركشـ     بسيار مناسب بود، به طوري IgGهاي  مولكول

II پلي مر % 1حاصله با استفاده از اي  شرايط حاوي كمتر از
 ،ايمونوگلوبـولي  تهيـه شـده مقمـول     كـه در  در حالي. بود

باشـد كـه    مـي  درصـد  9تا  2بي   IIدر فركش   ميزان پليمر
 . فقط يهت تزريق عضلاني مناسب است 

اســيدي بــراي رسـوب گيــري فركشــ    pH اسـتفاده از 
II+III   ــگ ــط لنينـ ــري توسـ ــه ديگـ و  (Lebing)درمطالقـ

بــا روش كرومــاتوگرافي و   IVIgهمكــارانش در توليــد  
 ( .  11)كاپريلات نيز گزارش شده است 

در اي  مطالقه ميـزان فقـال كننـده پـري كـاليكري  در      
حاصل در حدود يك سـو  حـد مجـاز اسـت و      IIفركش  

دست آمـده كـه در واقـع مرحلـه     ه خلوص گاماگلوبولي  ب
بـه عنـارت ديگـر    . مي باشـد % 92بيش از  ،حدواسط است
  0/1دست آمده با روش فقلي بـا بـازدهي   ه ماده حدواسط ب

اي بسـيار خـال  و    مـاده  ،گر  به ازاي هر كيلوگر  پلاسما
گلوبولي  تزريق وريدي مونوايبا شرايط مناسب يهت تهيه 

 پذيري روش بسيار عالي بوده است به طـوري  تكرار. است
 مختلف هاي سري متوالي پالايش بر روي مجموعه 2ه با ـك
 . دست آمده استه لاسما نتايجي تقريناًً مشابه بپ
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 ـ    بالا وسـيله  ه خره مطالقـات سـاختاري انجـا  گرفتـه ب
ــي        ــايي دورانـ ــگ نمـ ــنجي دو رنـ ــف سـ ــتگاه طيـ                        دسـ

( Circular dichrosim spectroscopy )  كـه   نشان مي دهـد
ســاختار مولكــولي   تغييراتــي در ،روش مــورد اســتفاده 

ها ايجاد نمي نمايـد و سـاختار دو  و سـو      ايمونوگلوبولي 
 . توليد شده در حد طنيقي مي باشد IIخمير فركش  
تقريف شده ز اهميت ديگر در ارتنا  با روش ينكته حا

انجا  فرآينـد پـالايش در سيسـتن تقرينـاً      ،در مطالقه حا ر
 -4ر حـداك  )بسته آزمايشگاهي و نيـز دمـاي بسـيار پـايي      

اسـت كـه امكـان آلـودگي ميكروبـي در      ( گراد سانتيدريه 
محصــول و در نتيجــه ايجــاد پيروژنيســيتي در محصــول را 

 . كاهش مي دهد
اصـلي كـار در   يايي كه يكي از اهداد  همچني  از آن

تـلاش بـر    ،است اي  روش بوده (Scale up) ،هاي بالا حجن
تهيـه گـردد    IIاي  بوده كه ماده اوليه مناسب خمير فركش  

كه بتوان با تخلـي  بيشـتر محصـول ، در كارهـاي آينـده      
عـلاوه بـر ايـ      ،ايمونوگلوبولي  تزريق وريدي توليد نمود

ي تهيـه ديگـر   هاي پلاسما كه مي تواننـد بـرا   ديگر پروت ي 
نـه تنهـا از    ،هاي دارويي مورد استفاده قـرار گيرنـد   فرآورده

 . لحاظ كيفيت بلكه از لحاظ كميت نيز حفظ شوند

 نتيجه گيري
دست آمده در اي  مطالقه نشانگر آن است كـه  ه نتايج ب

و غلرـت مناسـب الكـل و غلرـت يـوني       pHاستفاده از با 
اي  ه تخلي  شـده ــيا ايمونوگلوبولي  نيم IIفركش   ،پايي 

بسـيار پـايي  دارد و در    PKAشود كـه پليمـر و    حاصل مي
 IIتا تهيـه فركشـ     FFPحداك ر زمان از )تري  زمان  كوتاه
با بـازدهي بـالا و خلـوص مطلـوب      IIفركش  ( ساعت 04

ساختار مولكول تغيير نمي كنـد و كميـت و   . شود توليد مي
بنـابراي   . ي شودها نيز در نرر گرفته م كيفيت ديگر پروت ي 

دستيابي به ماده حدواسط حاوي ايمونوگلوبـولي  ناخـال    
 فرآينـد ثير أميسر مي شود كه پس از آن اي  مـاده تحـت ت ـ  

  هاييـرفته و محصول نـرار گـقتخليـ  و ويروس زدايـي 
  .گردد ايمونوگلوبولي  تزريق وريدي از آن توليد مي 
 

 تشكر و قدرداني 
 و مني مديرعامل شركت پالايشازآقاي فو به اي  وسيله
 پي و صديقه نوروزنيـا  ها صديقه بابك خانن پژوهش خون،

ديگر  وژوهش خون پدر بخش تحقيقات شركت پالايش و 
همكـاران كـه در ايـ  تحقيـق مـا را يـاري نمودنـد كمـال         

ايـ  تحقيـق توسـط مركـز      هبودي ـ .نداري ـ سپاسگزاري را
 .است  رديدهگ  مي أتحقيقات سازمان انتقال خون ايران ت
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Abstract 

 

 

Background and Objectives 
Human plasma is a valuable and unique material containing vital proteins such as albumin, 

immunoglobulin,  and coagulation factors which have pharmaceutical  applications. The most 

current process for purification of immunoglobulin is the Cohn fractionation procedure using 

ethanol. The basic material for production of immunoglobulin in this procedure is fraction II. 

In the present study, Cohn fractionation was modified appropriately  in order to achieve 

fraction II with a quality suitable for production of intravenous immunoglobulin.  

 

Materials and  Methods 
Various plasma proteins were precipitated using varying concentrations of ethanol under 

controlled physiochemical conditions such as temperature , pH and ionic strength. The 

fractionation products as well as the resulting fraction II were tested and analyzed. 

 

Results 

The results demonstrate that the modified procedure used can result in a pure fraction II with 

high yield . The procedure was also suitable for all other plasma proteins. The purified fraction 

II  contained acceptable PKA levels according to specifications of pharmacopoeia. The protein 

structure was also within normal limits. The repeatability of the modified procedure reported 

was acceptable.  

 

Conclusions 

The fraction II obtained in the modified Cohn procedure was a suitable intermediate product to 

be used in production of intravenous immunoglobulin . The PKA levels as well as the protein 

aggregation were minimal , and the quality of fraction II was standard . The results showed 

that the present modified Cohn procedure can be easily scaled up to industrial and semi-

industrial levels. The resulting fraction II can be used as an intermediate in production of IVIg. 

 

Key words: Intravenous immunoglobulin, Cohn fraction, Molecular conformation 
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