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 پژوهشیمقاله 

  

محصول سازی الزامات سنجش فعالیت ضد کمپلمانی به منظور کنترل کیفی بهینه

 یمونوگلوبولین: یک مطالعه ایرانی در مقیاس پایلوتا

 

 ، 4الهاکبر پورفتح، علی3، سودابه بنازاده2، هاشم خرسند محمدپور1، مهدی باقری1سیما محمدی بیدهندی

 6، افسانه آقایی5پرویز کوخایی
 

است که با غلظت بالای تجمعات و  فعال شدن سیستم کمپلمان ،یکی از عوارض جانبی تجویز ایمونوگلوبولین
( در کنترل کیفیت دارویی ACAکمپلمانی)سنجش فعالیت آنتی. پلیمرهای بزرگ در فرآیند تولید ارتباط دارد

 های ایمونوگلوبولینیمعیاری برای فعال شدن خود به خودی سیستم کمپلمان در فرآورده ای دارد واهمیت ویژه
  شود. انجام می فارماکوپه الزامات طبقو روش مرجع که بر اساس باشد می ه از پلاسمای انسانیتهیه شد

در دو  ACAانکدازی و سککپ  براسککاس فارماکوپکه اروپککا راه ACAابتککدا آزمکون در یک  ماالعککه تجربکی، 
بکه دسکت آمکده از روش ترییکر یافتکه ککوهن، بکه نکام روش الک  و یکا  محصول متفاوت ایمونوگلوبولینی

گیککری بککر اسککاس توانککایی ایمونوگلوبککولین بککرای اتصککال گیری و مقایسککه شککد. انککدازهانککدازهروش ب، 
باشککد. هککای قرمککز  سککاس شککده گوسککفند مککیو جلککوگیری از لیککز گلبککول غیراختصاصککی بککه کمپلمککان

مانککده کمپلمککان تیتککر و بککه ن خوکچککه هنککدی انکوبککه و سککپ  باقیایمونوگلوبککولین بککا کمپلمککا بنککابراین
 صورت درصد بیان گردید. 

به ( در طی دو روز متوالی و هر روز هشت بار تکرار، بیا روش ال  و  روش)در دو محصول ACAمقادیر 
 تعیین( 486/0 ± 07/0)یتجار IVIGدر مقایسه با  466/0 ± 07/0و  CH50/mg protein 08/0 ± 486/0 ترتیب

 تعری  شده است. IVIG ،≤ 1 CH50 ⁄mg IgGدر  ACAشد. طبق فارماکوپه اروپا، مقدار مجاز 

پکالایش فرآینکدهای  در توسکعه و همکان انکدازه تحقیکق ایمونوگلوبکولین بکه کیفکی و کمی هایگیریاندازه
در طکول فرآینکد تولیککد و  ACA، تجزیکه و تحلیک   ACA آزمککونانکدازی راهاسکت. بکا  ارزشکمند پلاسکما

 پذیر شده است.امکانهای ایمونوگلوبولینی مرا   اعتبارسنجی فرآوردهدر نیز 
 ، پلاسماایمونوگلوبولین، کنترل کیفیت
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ـــدی    ـــولیی داخـــ  وري  در حـــال حااـــر ايمونویلوب
(IVIG بــه عنــوان يــی داروی ) بیولوژيــی، شــام  طیــف

ــترده ــییس ــادیای از آنت ــاب ــکال  و ه ــديريت اش ــرای م ب
ــاری ــا خــودايمنی، بیم ــی و ي ــايص ايمن ــف نق ــای مختل ه

 .(1)شودعفونی و يا التهابی با هدف استفاده می
از منظـــر تـــاريخی، فرآينـــدهای پـــا ي  پ ســـمای     

ـــه  ـــانی در ده ـــد  1940انس ـــه تولی ـــر ب ـــی دی منج م
ــروتویی ــاير پ ــانی و س ــولیی انس ــما ايمونویلوب ــای پ س ه

ــــرای م ــــرف (2)شــــد ــــالینی ب ــــد ب ــــیی تايی . اول
ايمونویلوبــولیی مشــته شــده از پ ســما، بــه پیشــگیری از 

ــــه عفونــــت هــــای باکتريــــايی خــــا  و ســــ   ب
ــون،  ــ  بروت ــده توس ــی توصــیف ش ــایلوبولینمی ار  آیام

ــودمحــدود  ــا تر  .(3)ب ــای ب ــرای تجــويز دوزه ــ ش ب ت
(، منجــر بــه تزريــه IMIGايمونویلوبــولیی عنــ نی )

ــدی ــ  وري ــورت داخ ــه ص ــان مح ــول عنــ نی ب  هم
ــه در بیمــاران عــوارن یــان ی  کــه متقا ــب آن یرديــد ب

ــد ــود آم ــ .(4، 5)وی ــور ک ــه منظ ــان ی، ب ــرات ی اه  ا 
( IVIG) مح ــــول ايمونویلوبــــولیی داخــــ  وريــــدی

. بــا ايــی حــال، واکــن  ســري  یرديــدفرمولــه و مقرفــی 
. (4) شــدمیشــوآ آنافی کتیــی در بیمــاران مشــاهده 

ــات) ــه تجمق ــوارن ب ــی ع ــروز اي ( Aggregated IgGب
 .(6)نس ت داده شد IVIGمویود در کنسانتره 

ــام لوب مربــو  ، واکــن 1960در آغــاز دهــه      هــای ن
ـــی ـــات آنت ـــت تجمق ـــه فقالی ـــانیب -ACA  ،anti)کم لم

complementary activity ) ـــ ـــار توس ـــیی ب ـــرای اول  ب
. بـر همـیی اسـاس، (5)یـزارش شـد (Barandunبرانـدان )
ــايی م نــی بــر عــدم ارت ــا  بــیی رغم یزارشعلــی ه

هـــای نـــام لوب در کم لمـــانی و واکن فقالیـــت آنتـــی
 ( پلیمريـــزه شـــدهIgG) Gبیمـــاران، ايمونویلوبـــولیی 

(Polymer IgGــه ــات ب ــ   ( و تجمق ــی از د ي ــوان يک عن
هــای نــام لوب در بیمــاران، بــه دلیـــ  اصــلی واکن 

ــی فقال ــان مقرف ــتم کم لم ــی سیس ــر اخت اص ــازی غی س
 . (6)دیردي
ــع وه ب     ــر آن، ناخال ـ ــهايیـ ــی ماننـ پروتوازها نیز  دـ

 بیـی بـردن ا ازـدخی  بودند. برای یلوییری از تشکی  و ي

ــانی  ــد کم لم ــت ا ــیاری در ، ت ش IgGفقالی ــای بس ه
چنــیی یهــت تیمــار آنزيمــی مح ــول انجــام یرفــت، هم

هـــای رســـوبی توســـ  روشتغییـــرات شـــیمیايی و 
ـــال ـــول س ـــازندیان در ط ـــرار س ـــی   ـــورد بررس ها م

 کم لمـــان. بنـــابرايی، ســـنج  فقالیـــت آنتی(7)یرفـــت
(ACAبـه عنــوان يکــی از ین ــه ) هــای مهــم و از الزامــات

ــولیی  ــی در مح ــو ت ايمونویلوب ــت داروي ــرل کیفی کنت
 . (8)بودمورد تویه 

در چنـــیی مح ـــو تی در  ACAنیـــاز بـــه ســـنج      
ــال ــرده اســت، در س ــدا ک ــتری پی ــت بیش ــر اهمی های اخی

دریـــه اول بـــه دلیـــ  اـــرورت انجـــام مراحــــ  
سازی ويروسـی، نظیـر عملیـات حرارتـی، کـه در غیرفقال

فرآيند تولیـد مح ـو ت پ سـمايی ممکـی اسـت باعـ  
شــود. عــ وه بــر ايــی،  ACAتشــکی  تجمقــات و ايجــاد 
و ســیون مح ــول، زمــان عوامــ  ديگــری ماننــد فرم

نگهداری و ساير شـراي  بـر تمايـ  بـه تشـکی  تجمقـات 
 .(9)یذاردتا یر می

ـــان در مح ـــو ت      ـــت اـــد کم لم ســـنج  فقالی
ــــه عنــــوان روش مریــــ ــــرای ايمونویلوبــــولیی ب   ب

ــدازه ــه  ACAییری ان ــ  فارماکوپ ــار توس ــیی ب ــرای اول ب
ــا) ــال EPاروپ ــول 1995( در س ــز یل  ــاس لی ــر اس ــای ب ه

( بـا SRBC رمز یوسفندی پوشـیده شـده بـا آنتـی بـادی)
. بـر ايـی اسـاس، (10)واس ه کم لمان به کـار یرفتـه شـد

ــا  ــد ب ــولیی باي ــول ايمونویلوب ــی از مح  ــدار مشخ  مق
ــا ــی از کم لم ــدار مشخ  ــه مق ــدی انکوب ــه هن ن خوکچ

شود. پـ  از انکوبـه شـدن، بقايـای کم لمـان بـا اسـتفاده 
و  (همـــولیزيیهـــای  رمز)بـــادی اـــد یل ـــولآنتـــیاز 

SRBC (6)شودحساس شده تیتر می. 
ــوازات  از آن     ــه م ــه ب ــايی ک ــه و ی ــقه در تحقی توس

هـای کیفـی و کمـی مقت ـر صنقت پ سما، ویـود آزمـون
-مربو ، در طـول فرآينـد تولیـد و نیـز در مراحـ  اعت ـار

ــرآورده ــنجی ف ــاب س ــری ایتن ــولینی، ام ــای ايمونویلوب ه
ــی ــذير م ــناپ ــدازی د، راهباش ــاي ان ــد  آزم ــتاندارد تايی اس
بــرای دو مح ــول بــه دســت آمــده در  ACAشــده بــرای 

ـــولیی  مقیـــاس آزمايشـــی از دو روش تولیـــد ايمونویلوب
 مورد م القه  رار یرفت.
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فرآينـد پـا ي  پ سـما بـا دو  ،ايی م القه تجربـیدر     
کـــوهی انجـــام شـــد. دو  تغییـــر يافتـــهروش مختلـــف 

ــول  ــه IgGمح  ــت  ب ــا ي  دس ــدهای پ ــده از فرآين آم
ــاوت تحــت روش ــای خالصمتف ــرار ه ــان   ــازی يکس س

ســ   انــدازی و راه ACA بنــابرايی ابتــدا آزمــونیرفــت. 
 .شدانجام  ACA هـسنج  و مقايس

 

 :G تهیه ايمونویلوبولیی 
ــف     ــد مختل ــولیی دو فرآين ــه ايمونویلوب ــاس  تهی در مقی

ــوهی طراحــی  ــدکی در روش ک ــرات ان ــا تغیی آزمايشــی ب
ــد ــار  (2)یردي ــو خ ــوب کراي ــدا رس ــف ابت . در روش ال

ــر فراکشــی  ــر فراکشــی  Iشــد و ســ   خمی  II+III، خمی
هــای ( در غلظــتFII) IIو در نهايــت خمیــر فراکشــی 

ــانول،  رســوب داده  و دمــا  ــدرت يــونی،  pHمختلــف ات
شـــد. در روش ب، پـــ  از رســـوب کرايـــو، فراکشـــی 

I+II+III ــه طــور هم ــان در يــی مرحلــه رســوب داده ب زم
بــرای ح ــول بــه خمیــر  I+II+IIIو ســ   فراکشــی شــد 

ــی  ــت IIفراکش ــت غلظ ــانول، تح ــف ات ــای مختل ،  pHه
ــونی ــدرت ي ــا   ــر روی  و دم ــ  از آن ب ــت. پ ــرار یرف  
حاصـ  هــر دو روش، بــه  IgGغنــی از  IIخمیـر فراکشــی 

صـــورت یدایانـــه فرآينـــدهای کرومـــاتویرافی یهـــت 
کــه  . بــرای ايــیشــددســتیابی بــه خلــو  بیشــتر انجــام 

آمـده بـا روش الـف و ب بـرای دسـت  بـه FIIیرهای خم
طــور یدایانــه ديــافیلتر و ســازی آمــاده شــوند، بــه خالص

اولترافیلتــر شــدند. فرآينــدهای کرومــاتویرافی بــا اســتفاده 
ــونی،از ژل ــادل ي ــای ت  ــیا،  Q Sepharose FF ه )فارماس

ـــوئد( و  ـــیا، ســـوئد( و  CM-Sepharose FFس )فارماس
Sephacryl S-300  ــوئد( )فا ــیا، س ــر رماس ــوان فیلت ــه عن ب

ــیی  ــرای تقی ــولی ب ــدازه مولک ــ  ان ــد. توزي ــام ش ژل انج
پلیمــر/ الیگــومر و دايمــر/ مونــومر توســ  کرومــاتویرافی 

-TSK، ايـــا ت متحـــده، ســـتون Waters HPLCمـــاي  )

G3000  ،SWXL ، 300*6 ـــــر، میلی ـــــی   TSKgelمت پ
ــــر( انجــــام شــــد. میلی SWXL 40* 6ســــتونی  مت
ــایآزماي  ــو   ه ــر دو ن ــر روی ه ــی  زم ب ــی و کیف کم

 مح ول انجام یرفت.

 :ACA سنج 
ـــزان      ـــولیی،  ACAیهـــت ســـنج  می در ايمونویلوب

مقــدار مشخ ــی از ايمونویلوبــولیی بــا مقــدار مشخ ــی 
د. پــ  از يــاز کم لمــان خوکچــه هنــدی انکوبــه یرد

ــا اســتفاده از  ــده ب ــا ی مان ــدار کم لمــان ب انکوباســیون مق
ــر  ــز یوســفند تیت ــول  رم ــول شــدهمــو يزيی و یل  . یل 

ــ ــا همو يزي ــدا ب ــفند ابت ــز یوس ــی)آنتیـ رم د ـادی اـــب
  یرديد.ور( حساس ـا يا آم وس تـهاريتروسیت

ـــولیی و در  ACAمقـــدار      در دو مح ـــول ايمونویلوب
ــا  ــه ب ــ IVIGمقايس ــد. تج ــیی ش ــران تقی ــازار اي اری در ب

ــز یوســفند ) ــول  رم ــاي ، یل  ــرای انجــام آزم (، SRBCب
سســه رازی ايــران تهیــه شــد. ؤهمــولیزيی و کم لمــان از م

هــای  رمــز یوســفند، ، یل ــول SRBCســازی بــرای آمــاده
چهــار بـــار بــا بـــافر باربیتـــال ژ تــیی بـــرای حـــذف 

بــرای تهیــه هــای  رمــز لیــز شــده شستشــو شــدند. یل ول
يــی بــافر ابتــدا بــافر باربیتــال اســتوآ و محلــول ژ تــیی ا

ــول  ــم از محل ــار حج ــ   چه ــد و س ــه ش ــتوآ تهی اس
ژ تــیی بــه يــی حجــم محلــول اســتوآ باربیتــال ااــافه 

های  رمـز یوسـفند پـ  از بـاز شـدن یل ول. (11)یرديد
 4یــراد بــه مــدت دریــه ســانتی 8تــا  2ويــال، در دمــای 

هفته  ابلیـت نگهـداری دارنـد. هـر هفتـه   ـ  از اسـتفاده 
ــا ــزان همــولیز در م ــدازهمی ــال ان ــی وي ــری و در ي  روي یی

ییـرد. صورت عدم همولیز ويـال مـورد اسـتفاده  ـرار مـی
ــفند  ــز یوس ــول  رم ــولیزيی  %5یل  ــیون هم ــرای تیتراس ب

ــدازه ــه شــد و ان ــاي  رويــی در طــول تهی ییــری یــذب م
نـانومتر انجـام شــد و درصـد همـولیز محاســ ه  541مـو  
یچ . ر تــی کــه در آن افــزاي  مقــدار همــولیزيی هــیرديــد

ــر آشــکاری در درصــد همــولیز ايجــاد نمی ــه تغیی کــرد، ب
 One Minimalحـــدا   واحـــد همولیتیـــی) عنـــوان

Hemolytic Unit)) يـــا (1MHUدر يـــی میلی ) ـــر در لیت
شـد. ر ـت بهینـه همولیتیـی همـولیزيی بـرای نظر یرفته 

تقیــیی شــد.  MHU/mL 2حســاس شــده  SRBCتهیــه 
سريال ر ت کم لمـان بـا محلـول بـافر ژ تـیی تهیـه و بـا 

SRBC  حســاس شــده تیتــر شــد. یــذب مــاي  رويــی در
ــده شــد و دریــه همــولیز  541طــول مــو   ــانومتر خوان ن
 محاس ه یرديد.
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ــــان     ــــی کم لم ــــت همولیتی ــــد فقالی ،  CH50)واح
Complement Activity Hemolytic Unit ) مقــــدار

 5×  810 از کـ  مجمـو  توانـدکم لمـانی  اسـت کـه مـی
SRBC 5/2×  810 حســـــاس شـــــده، مقـــــدار SRBC 

ــر ــارت ديگ ــه ع  ــد. ب ــز کن ــده را لی   CH50 1 حســاس ش
ــز  ــ  لی ــه باع ــت ک ــانی اس ــت کم لم ــد از  50فقالی درص

SRBC حســـاس در شـــراي  واکـــن  مشـــخص  هـــای
بـا اسـتفاده از بـافر باربیتـال ژ تـیی، ر ـت  بنـابرايی شود.

ــا  ــان ب ــاي   CH50/mL100 کم لم ــد. آزم ــه ش  ACAتهی
ــر روی  ــولیی انجــام شــد و  هــر دو مح ــولب ايمونویلوب

 IVIGبـه عنـوان شــاهد ) IVIGيـی مح ـول  تجــاری از 
ــی ســاخت شــرکت بیوتســت( در نظــر  از پ ســمای ايران

ــامیلــی 10 یرفتــه شــد. ــولیی ب  یــرم مح ــول ايمونویلوب
20 CH50  ــده ــان با یمان ــد و کم لم ــه ش ــان انکوب کم لم

ــد.  ــر ش ــان  ACAتیت ــرف کم لم ــد م  ــوان درص ــه عن ب
ــوان ــه عن ــاهد ب ــا ش ــب ب ــ    100% متناس ــد. س ــان ش بی

ــــدار  ــــف،  ACAمق ــــد. در دو روز مختل ــــ ه ش محاس
 بار انجام شد. هشت هایآزماي 

  

بــا روش الکتروفــورز اســتات در بررســی خلــو      
ــلولز، ــو  س ــول خل ــر دو مح  ــولیی در ه  ايمونویلوب
ــزان  %100 حــدود ــد. می ــیی ش ــر از IgM تقی  و %5/0 کمت

IgA ــــر از یــــزارش در هــــر دو مح ــــول  %2/1 کمت
ــد ــدازه مولکــولی توســ  یردي ــ  ان بررســی  HPLC. توزي

ــزان ــد و می ــر از یردي ــات کمت ــا و تجمق  و %5/0 پلیمره
ـــی  از ـــومر ب ـــر/ مون ـــر  %99 ديم ـــول در ه دو مح 

ــزارش ــه  ی ــد. نتیج ــول ACAش ــا فرم ــ ه و  ب ــر محاس زي
ACA ــــور ــــه ص ــــت ت ب ــــی فقالی ــــد همولیتی واح

ـــان ـــد (CH50/mg IgG)کم لم ـــان یردي ـــه (11)بی . ط 
، کمتــر يــا  IVIGدر  ACAمقــدار مجــاز  فارماکوپــه اروپــا،

 ( تقريف شده است.CH50 ⁄mg IgG 1 ≥مساوی يی)

ACA CH 50/ mg Protein=
𝐶𝑜𝑚𝑝𝑙𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡  (

CH50

m𝐿
)−S𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒 

CH50

mL

 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛
𝑚𝑔

𝑚𝐿 𝑆𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒

 

 
ــادير      ــول روش ACAمق ــف و ب در دو مح  ــای ال ه

ـــــب ـــــه ترتی و  CH50/mg protein 08/0 ± 486/0 ب

CH50/mg protein 07/0 ± 466/0  ـــــا در مقايســـــه ب
IVIG شــــرکت بیوتســــت(ی)تجار CH50/mg protein  
ـــیی 486/0 ± 07/0 ـــات  تقی ـــادير الزام ـــی مق ـــد. اي ش

 نمود.  فارماکوپه اروپا را برآورده می
 

کنتــرل کیفــی مح ــو ت دارويــی تهیــه شـــده از     
همــان انــدازه تولیــد ايــی مشــتقات پ ســمای انســانی بــه 

ــه  ــدامات اولی ــ  از ا  ــابرايی پ ــت دارد. بن ــی اهمی داروي
ــولینی مشــته از پ ســما  ــرای تهیــه مح ــول ايمونویلوب ب
و بـــه هـــدف کنتـــرل کیفـــی مح ـــول تولیـــد شـــده، 

ــون راه ــدازی آزم ــت.  ACAان ــرار یرف ــر   ــد نظ ــدام  ابت
، یل ـــول  رمـــز یوســـفندکم لمـــان خوکچـــه هنـــدی، 

سـ   بـا تهیـه شـد. تی و بافرهـا بادی اد اريتروسـیآنتی
ــه دســت آوردن انجــام تیتراســیون ــرای ب ــف ب هــای مختل
تی بــرای تهیــه بــادی اــد اريتروســیآنتــیتیترهــای بهینــه 

ــز یوســفند ــول  رم ــیون  یل  ــز تیتراس حســاس شــده و نی
، انجـــام ســـنج  CH50کم لمـــان بـــرای ح ـــول بـــه 

در مقايسـه هـا پذير یرديد. سـنج  بـر روی نمونـهامکان
مقدار مجـاز داشـت)در حـد مجـاز  ـرار با نمونـه کنتـرل 

≤ 1 CH50 ⁄mg IgG)  ــا و ــه اروپ ــات فارماکوپ و الزام
 .(11)نمودبريتانیا را برآورده می

فقالیــت اــد کم لمــان يکــی از ا ــرات ناخواســته     
ــولیی ــانیايمونویلوب ــای انس ــت  ه ــه عل ــدن را ب ــال ش فق

بـه  کنـد.خود بـه خـودی سیسـتم کم لمـان مشـخص مـی
از ايجــاد عــوارن  ACA مقــدار طــور کلــی پــايیی بــودن

ــه علــت ویــود تجمقــات، یــان ی احتمــالی  یلــوییری ب
ــــايی مــــی ــــر اســــاس توان ــــد. روش ســــنج  ب کن

بـه ات ـال غیـر اخت اصـی بـه کم لمـان،  ايمونویلوبولیی
ــی ــ لک  آنت ــاب حنــور کم ــی -ژندر غی ــادی و در آنت ب

هــای  رمــز حســاس شــده نتیجــه ممانقــت از لیــز یل ــول
 .(12)باشدیوسفند می

کـــه حـــاوی تجمقـــات  IVIG مح ـــو ت اولیـــه    
ـــولیی ـــزر   ايمونویلوب ـــای ب ـــا پلیمره ـــد، در و ي بودن
هـای نـام لوب و سـري  همـراه بـا شـوآ بیمـاران واکن 

. فقـال شـدن و م ـرف (8)کردنـدآنافی کتیی ايجـاد مـی
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در مح ـول  پلیمرهـا و يـاکم لمان بـه حنـور تجمقـات 
IgG یونـــه تـــداخ  بـــدون هیچ کـــه نســـ ت داده شـــد
ــیآنتی ــی در ژن ــاد تغییرات ــ  ايج ــمت باع ــت  س  Fc  اب
(constant fragment/cyrstallizable region)  مولکــــول

IgG ــده ــا  ش ــولیز ب ــام لوب و هم ــان ی ن ــوارن ی و ع
ــی ــان ايجــاد م ــواســ ه کم لم ــی(5، 13)درک ــای . ويژی ه

چنــیی غلظــت تجمقــات و هم تشــکی  تجمقــات فیزيکــی
ــو ت ــزان در  IVIG در مح  ــ ACAمی ــت  رؤم  .(6)اس

ــ ــه هایهم الق ــامی اولی ــا و راماس ــال  فارویی  1997در س
تحـت تـا یر روش تشـکی  تجمقـات  ACAنشان داد کـه 

 IVIG مح ـو ت هـا نشـان دادنـد کـهآن. ییـردمـی رار 

ــه در  ــ  ً pHدر صــورتی ک ــیدی م ــدوده اس ــا  4 در مح ت
ــاتی را حــرارت یراد دریــه ســانتی 60 داده شــوند، تجمق

که بـه طـور اـقیف بـه کم لمـان مت ـ  دهند تشکی  می
 خن ـی مـ  ً pH شوند، در حـالی کـه ایـر مح ـول درمی

حـــرارت داده شـــود، تجمقـــاتی ايجـــاد  7 در محـــدوده
بنـابرايی  دهـدبـا يی را نشـان می  ACAکند کـه میـزانمی

ـــدازه مولکـــولی و روش ایـــر چـــه  ـــ  ان ،  HPLCتوزي
ــی ــیی م ــات را تخم ــد تجمق ــد ودرص ــمزن ــاز ه ــی ب  ل

ــابی از مقــدار نمی ــد بازت ــد ACAتوان ــا ايــی  .(8)باش ب
توزيــ  وزن تجزيــه و تحلیــ  حــال،  زم اســت هــم 

انجــام  ACA و هــم ســنج  HPLC مولکــولی توســ 
شــود تــا مشخ ــات مح ــول بــه طــور کامــ  مشــخص 

 ســنج انــدازی مشــک ت متقــددی بــرای راه .(6)شــود

ACA چنــیی نشــان ویــود دارد. بوچــاچر و همکــاران هم
تــا یر  ابــ  تــویهی بــر  ،هــا و شــراي فدادنــد کــه مقــر

ــاي  آن ــد. نت ــاي  دارن ــام آزم ــا انج ــز ه ــهنی ــا يافت های ب
همســو بــود کــه نشــان داد  1997راماســامی در ســال 

 ACAییــری ويژیــی فیزيکــی تجمقــات بــر نتیجــه انــدازه
در صـــورتی  IgGپلیمرهـــا و تجمقـــات و   ر اســـتؤمـــ

هـای خـا  شـوند کـه در محـی مـی ACA باع  افزاي 
 . (6)تشکی  شده باشند pHاز نظر 
يجــاد از ا ACA مقــدار بنــابرايی ایــر چــه پــايیی بــودن    

ــالی  ــان ی احتم ــوارن ی ــات، ع ــود تجمق ــت وی ــه عل ب
ــ ـــیلویی ــ ،دـکنــیـری م ــوای پلیمر ـاام ــدازه  هــامحت و ان

 .(6)یذاردمیتا یر   ACA تجمقات بر میزان

بـا کم لمـان ترکی ـی پیچیـده از هـر  IVIGکـن  هم بر    
ــال ــرات فق ــتدو ا  ــاری اس ــازی و مه ــ(14)س  هاه. م الق

ــر  نشــان داده اســت کــه حتــی مقــادير انــدآ تجمقــات ب
تشـکی  تجمقـات در  هـا، مـ  ًاساس ماهیـت تشـکی  آن

ــه سیســتم شــراي  خن ــی، مــی ــه ات ــال ب ــد منجــر ب توان
کم لمــان شــود. در مقابــ ، تجمقــاتی کــه در شــراي  

ان شوند، بـه راحتـی بـه سیسـتم کم لمـاسیدی تشکی  می
 .(15)شوندمت   نمی

ــــه     ــــامی فارماکوپ ــــه در تم ــــر فارماکوپ ــــا نظی ه
ــتان ــا) (BP)انگلس ــه اروپ ــز فارماکوپ ــیی و هم (EPو نی چن

ــانی ــت یه ــازمان بهداش ــررات س ــورد  (WHO) مق در م
ــما ــته از پ س ــای مش ــه داروه ــی در  ،تهی ــات خاص الزام

ــه شــده از پ ســمای   IVIG هــایخ ــو  فرآورده تهی
انســانی از یملــه مقــادير پلیمــر و فقالیــت اــد کم لمــان 

 .(16، 17)ویود دارد
ــان     ــ  ً هم ــه   ــور ک ــد، راه ط ــدازی تواــید داده ش ان

ــاي  ــی ACA آزم ــی م ــ  مختلف ــا یر عوام ــد تحــت ت توان
ــد  ACAهــای باشــد. مقــرف ــافر ژ SRBCمانن ــیی، ب  و  ت

همـــولیزيی عوامـــ  تقیـــیی کننـــده در نتـــاي  ســـنج  
بــرای  ACA یــايی کــه مقــادير مختلــف از آن. باشــدمی

ــاخت ــری س ــا س ــد ب ــه واح ــی نمون ــف ي ــای مختل ه
ییری شـده اسـت، کیفیـت سـری سـاخت کم لمـان اندازه

ــرای اعت ارســنجی در نظــر  ــ  تــویهی ب ــه طــور  اب نیــز ب
ــی ــه م ــودیرفت ــ  ش ــیی دلی ــه هم ــاي. ب ــد پارامتره ی مانن

ســـــازی آمادهروش همـــــولیزيی و  ترکیـــــب بـــــافر،
ــدییل ول ــز یوســفند و کم لمــان خوکچــه هن  ،هــای  رم

ــــاي   ــــه و تحلیــــ  نت پارامترهــــای حیــــاتی در تجزي
 . (6)باشندمی
ــود      ــاي  وی ــی آزم ــام اي ــارت تخ ــصدر انج  و مه

 هایهدر م القـ کنـد.بـازی مـی را نقـ  مهمـی فنی ويـژه
کــه فقالیــت اــد  نشــان داده شــده بــودو همکــاران  کــامی

ــردن در طــول می IgGکم لمــان  ــه پی ــت ک ــد از طري توان
، برابـر افـزاي  يابـد 20هـای سـريال تـا سازی ر تآماده

پی ــت کــردن مکــرر باعــ  افــزاي  حتــی  پــ  بنــابرايی
و تفســـیر  IVIG ابـــ  تویـــه فقالیـــت اـــد کم لمـــان 

 .(18، 19)شودمینامناسب سنج  
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های کیفی ، برای ارزيابی ACAاستانداردسازی سنج      

مح و ت ايمونویلوبولیی، به همان اندازه تحقیه و توسقه 
دهای تولید ارزشمند است و به همیی دلی  به در فرآين

موازات ا  ال در توسقه صنقت پا ي  پ سما و با همان 
یايی که در  آن از بايد مورد تویه  رار ییرد. یديت
های وافری برای رسیدن به خودکفايی های اخیر ت شسال

در زمینه داروهای مشته از پ سما و به ويژه 
ها م رح بوده است، در ايی م القه بر آن ايمونویلوبولیی

های بسیار مهم در کنترل کیفی شديم که يکی از آزمون
های اندازی شده و با نمونهمح و ت ايمونویلوبولینی راه

ايمونویلوبولینی تهیه شده در ايی پروژه مورد آزماي   رار 
موایه ای با مشک ت عديده ايی سنج  اندازیییرد. راه

 همولیزيی، کم لمان، اختـس ریـه سـدت بـه شـب ت وـاس
 استفاده محلول بافر مورد رکیبو نیز ت ل ول  رمز یوسفندی

تولید به عنوان يکی از الزامات   ACA بستگی دارد. سنج 
در  م  ً های مختلفدر فارماکوپه IVIG مح و تو عراه 

بايد به طور مقمول (  ید یرديده است که EPفارماکوپه اروپا)
برای هر سری ساخت مح و ت ايمونویلوبولینی انجام 

 ACA، تجزيه و تحلی  آزمون ايی اندازیبا راه ، بنابرايیشود
سنجی مراح  اعت اردر طی در طول فرآيند تولید و نیز 

 پذير یرديده است.امکانهای ايمونویلوبولینی فرآورده
 

 IR.TMI.REC.1394.41کــد اخــ   ايــی مقالــه بــا     
ــت.  ــوز یرف ــی مج ــی و پژوهش ــالی آموزش ــه ع از مؤسس

طـب انتقـال خـون و دانشــگاه علـوم پزشـکی سـمنان کــه 
حمايــت مــالی از ايــی پــروژه را بــر عهــده داشــته اســت، 

 یردد.  دردانی می
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Abstract 
Background and Objectives 

One of the side effects of immunoglobulin administration is the activation of the complement 

system related to the high concentration of aggregates/large polymers in the production process. 

Measuring anticomplementary activity (ACA) is important in pharmaceutical quality control 

and is a criterion of spontaneous activation of complement system in immunoglobulin products 

prepared from human plasma.  
 

Materials and Methods 

In this experimental study, ACA was established based on the European Pharmacopoeia (EP) 

and ACA was measured and compared in two immunoglobulin products obtained by two 

modified Cohn's methods A or B. The measurement is based on the ability of immunoglobulin 

for binding to complement and prevent the lysis of sensitized sheep red blood cells (SRBC). 

Therefore, immunoglobulin was incubated with guinea pig complement and then the remaining 

complement was titrated by CH50 method and expressed as a percentage.  

 

Results 

ACA values in two products in the two methods of A and B and in two consecutive days and 

eight times each day were determined to be 0.486 ± 0.08 and 0.466 ± 0.07 CH50/mg protein, 

respectively; compared to commercial IVIG (Biotest Company) that was 0.486 ± 0.07. ACA 

activity was measured as less than ≤ 1 CH50 ⁄mg IgG, which was in accordance with the 

requirements of the pharmacopoeia. 

 

Conclusions   

Quantitative and qualitative immunoglobulin measurements are as valuable as research and 

development in plasma purification processes. With the launch of the ACA test, ACA analysis 

has become possible during the production process as well as in the validation stages of 

immunoglobulin products. 
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