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 IIتخليص ايمونوگلوبولين داخل وريدي از خمير فركشن 

 5، هاشم خرسند محمدپور4، دكتر سيد محمد مؤذني3، دكتر سيده زهرا بطحايي2اله اكبر پورفتح ، دكتر علي8دكتر افسانه آقايي
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
هواي ايمنوي اوليوه و     قو  در درمان اختلالاتي هم چوون ن ( IVIG)هاي ايمونوگلوبولين داخل وريدي فرآورده

حال حاضر از  و هاي عفوني به صورت موثر كاربرد دارد ثانويه، اتوايميون، سيستماتيك التهابي و نيز در بيماري
كه به  IVIGافزودن مراحل متعدد به فرآيند توليد . ترين اجزاي پلاسمايي در جهان محسوب مي شود پرمصرف

لواا  . شوود  هواي سواخم موي    اهش بوازدهي و افوزايش هزينوه   باعث ك ،گيرد منظور تخلي  بيشتر صورت مي
هاي مقرون به صرفه با در نظر گرفتن حفظ كيفيم و ايمني مصورف   توليدكنندگان همواره در صدد ارايه روش

تر شده، بلكه ايمني محصول نيز با  در اين مطالعه نه تنها مسير تهيه فرآورده نهايي با حفظ كيفيم كوتاه. هستند
 . زدايي تامين گرديده اسم ريزاسيون به عنوان روش ويروسانجام پاستو
 ها مواد وروش

بوه عنووان مواده اوليوه و بوا روش      ( FFP)از پلاسماي تازه منجمد شده .بررسي انجام شده از نوع تجربي بود
جهم تخلوي  و بوا   . تهيه گرديد( IgGغني از )II، خمير فراكشن (Cohnروش )رسوب دادن با اتانل در سرما

محلوول پروتيينوي    ،زدايوي  قبل از انجوام ويوروس  . هاي غير محلول حاف شد ناخالصي ،اده از فيلتراسيوناستف
محلول پاستوريزه شده مجدداًَ ديوافيلتر و سو س   . ديافيلتر و پس از افزودن پايدار كننده پاستوريزاسيون گرديد

 . نهايي تهيه شد IgGاولترافيلتر گرديد و پس از فيلتراسيون در شرايط استريل فرآورده 
 ها يافته

% 811به دسم آمده با روش پيشونهادي، از خلوو     IVIGكنترل كيفي محصول نهايي نشان داد كه فرآورده 
ميزان پليمر پس از انجام پاستوريزاسيون و در محصول نهايي كمتر از يوك درصود تعيوين    . باشد برخوردار مي
روش  IgGنموايي، سواختار دوم و سووم مولكوول      سونجي دو رنو    هم چنين با انجام آزمايش طيف. گرديد

بازده . بررسي شد كه نتايج مشابه و قابل قبولي را ارايه نمود IVIGپيشنهادي در مقايسه با محصولات تجاري 
 . به دسم آمداز پلاسماي اوليه  IgG% 8/33 محصولمحصول با انجام آزمايش نفلومتري محاسبه شد، كه 

 نتيجه گيری 
ا بر روي محصول نهايي از نظر خلو  نشان داد كه روش تخليصي به كارگرفته شده عليورغم  ه نتايج آزمايش

هاي لازم براي  روش پيشنهادي پتانسيل. باشد هاي رايج، بسيار مطلوب مي كوتاه شدن فرآيند در مقايسه با روش
نشان داد كه بوا انجوام   هر دو مقوله مربوط به توليد مقرون به صرفه با حفظ كيفيم و ايمني مصرف را از خود 

 . هاي تكميلي اين روش، امكان به اجرا در آوردن آن در مقياس صنعتي وجود دارد آزمايش
 كوهن II، فراكشن پلاسما، تخلي ، ايمونوگلوبولين داخل وريدي :ات كليديكلم
 
 
 

 21/68/ 7  :تاريخ دريافت 
 67/ 8/ 5  :تاريخ پذيرش 

 
  26885-2257: ـ صندوق پستي مركز تحقيقات سازمان انتقال خون و شركت پالايش و پژوهش خوناستاديار ـ شناسي  ايمني PhD: ـ مؤلف مسؤول2
 و مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران شناسي ـ استاد دانشگاه تربيت مدرس ايمني PhDـ 1
 بيوشيمي ـ دانشيار دانشگاه تربيت مدرس PhDـ 3
 ه تربيت مدرسشناسي ـ استاد دانشگا ايمني PhDـ 6
 شركت پالايش و پژوهش خون مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران و ـ كارشناس ارشد بيوشيمي ـ 5
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  مقدمه 
انسـاني در اواخـر   ( IVIG)وريـد   داخلايمونوگلوبولين    

ــه  ــه    2771ده ــت  ب ــاران م  ــان بيم ــدتا د در ت ــت درم عم
بـا   2762 در سـال . شد هيپوگاماگلوبولينمي ارثي استفاده مي

كـه   IVIGكشف خواص تعـديل ايمنـي ريـر قابـل انت ـار      
  تروم وســيتوپني اپورپــور»توانســت بــه مــور مــوثر  مــي

بـه سـرعت    IVIGف رست مصـار     را درمان كند،« ايميون
رشد نمود و س ب افزايش تقاضا  ت اني در مصر  ايـن  

بـرا  اولـين بـار در     IVIGكم ود محصول . فرآورده گرديد
 2771در اوايل دهـه  . بروز نمود 2771خر دهه ت ان در اوا

برا  بيماران نقص ايمني در مقايسه  IVIGمقادير مورد نياز 
با تقاضا  بالا  دو محصول اصلي پالايش آن زمـان يعنـي   

و آل ـومين، بـه صـورت محسوسـي     ( FVIII)فاكتور هشـت 
، تقاضـا   1116تـا   2766هـا    در بين سـال (. 2)كمتر بود

بـا  . تـن در سـال رسـيد    55بـه   6/7ز ا IVIGت اني بـرا   
ــزايش تقاضــا   در % 31و  2777در ســال % 11از  IVIGاف

 (.1)شروع شد IVIG، كم ود ت اني 2776سال 
هـا  دنيـا بـه روش     پالايش پ سما در اكثـر پالايشـگاه      

هـا    و با استفاده از روش( Cohn-Oncley)كوهن ـ اونكلي 
ــو  ــي   رس ــا  م ــي انم ــود ده ــن رو .ش ــر شدر اي ايط ش

ا  بر رو  فرآيند توليـد   فيزيكوشيميايي دقيق و كنترل شده
، قـدرت يـوني،     pHو از مريق پارامترهايي همچون دمـا،  

ارلب توليدكنندگان . گردد رل ت پروتئين و الكل اعمال مي
ت ت تخليص بيشتر پروتئين، مراحلي ن ير كرومـاتوگرافي  

ئين، در تخلـيص پـروت  . نماينـد  به پروسه توليـد الحـاق مـي   
كند امـا   روش كروماتوگرافي به صورت اختصاصي عمل مي

هـا  پ سـما توسـط     ها از فركشن بازده تداساز  پروتئين
هـ   . يابد درصد كاهش مي 21كروماتوگرافي حداقل حدود 

ــر    ــاي ي ن ي ــاتوگرافي مع ــارگير  روش كروم ــه ك ــين ب چن
ها پس از اتما  كار و گـران بـودن    نگ دار  ب داشتي ستون

ها  ذكر شده به دليل كـاهش   روش.   خاص داردها رزين
بازدهي و مولاني شدن پروسه تخليص، توانايي لاز  بـرا   
برمر  نمودن نياز به مشتقات درماني حاصـل از پ سـما،   

با توته بـه تقاضـا  رو بـه افـزايش آن را      IVIGه  چون 
 (. 3)ندارد
 دد  برا  اعمال تغيير در ــل متعـر دلايـال حاضـدر ح    

ايــن تغييــرات در . در دنيــا وتــود دارد IVIGنحــوه توليــد 
ت ت ك  كردن زمـان توليـد، اسـتحكا  بيشـتر روش ريـر      

پ سما، ب تـر  از  IVIGساز  ويروس، افزايش بازدهي  فعال
، ب  ـود  در خلـوص بـه     IgGهـا    كردن توزيع زير گروه

و آل ــومين صــورت   IgA  ،IgMهمــراه كــاهش ميــزان   
 (. 6)گيرد مي
تقاضا  رو به افزون ايمونوگلوبولين وريد  و مصار      

باليني تديد آن موتب شد كه موضوع بـازدهي از اهميـت   
از  IgGبيشتر  برخوردار شود تا شـايد بـا ب  ـود بازيافـت     

كاسـته   IVIGپ سما  انساني، از بحـران ناشـي از كم ـود    
به مور كلي اخيـرا د بـر سـاخت فـرآورده تديـد  از      . شود

IVIG د شــده كــه فرآينــدها  كارآمــدتر  در ت ــت تاكيــ
 (.5)از پ سما داشته باشد IgGبازدهي 

برا  يافتن راهي تديد و پيشرفته، يك ت ش هماهنـ       
در صنعت پ سما برا  سرعت بخشيدن بـه روش پـالايش   

با بازدهي و خلـوص بـالا صـورت     IgGپ سما و تخليص 
يكي گرفته اسـت، در ضـمن ايـن كـه عملكردهـا  بيولـو       

ــل نگرد  ــز مخت ــورد ن ــر ني ــروتئين م ــپ ــا (. 3)ه اســتدي ب
ها  انما  شده و تمربيات بـه دسـت آمـده توسـط      مطالعه

، مراحـي   IVIGنويسندگان اين پـژوهش در زمينـه توليـد    
. تديد  در راستا  تخليص ايـن محصـول انمـا  گرفـت    

يابي به يك روش كوتاه در  هد  از انما  اين مطالعه دست
ه امكان توليد آن در حم  ان وه و با هزينه بود ك IVIGت يه 

در روش مراحـي شـده   . پـذير باشـد   ك  و ايمني بالا امكان
 IVIGبه عنوان ماده حد واسط بـرا  ت يـه    IIخمير فراكشن

هـا  مـورد انت ـار در     مورد استفاده قرار گرفت و ناخالصي
و رل ـت يـوني    pHدر شرايط كنترل شده  IIخمير فراكشن

عدد رسو  داده شد و سپس فـرآورده بـا   در مي مراحل مت
استفاده از پايدار كننده مناسب پاستوريزه و در فرمولاسـيون  

از نكــات . مـايع و بـا حفــخ سـاختار م يعـي ت يــه گرديـد     
برتسته روش ارايه شده اين است كه فرآورده ن ـايي فقـط   

اولترافيلتراسـيون ت يـه گرديـد    /با انما  فيلتراسيون و نيز ديا
تر شدن چشمگير فرآيند، كـه بـه ت ـع آن     كوتاه كه ع وه بر

افزايش بـازدهي و كـاهش هزينـه سـاخت را در برداشـت،      
كيفيت محصول به دست آمده نيز در مقايسـه بـا محصـول    

 . نمود  تمار  مشابه، برابر  مي
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  هاروش مواد و 
در مـي فرآينـد   . مطالعه انما  شده از نوع تمربـي بـود      

، خمير فراكشـن  (FFP)منممد شدهاز پ سما  تازه  پالايش
II يـابي بـه خميـر فراكشـن     ت ـت دسـت  . ت يه گرديدII  از

با ايمـاد تغييراتـي اسـتفاده    ( Cohn)پ سما، از روش كوهن
بنابراين ابتدا رسو  كرايو حـاو  فـاكتور انعقـاد     . گرديد

VIII   در دمــا  مناســب ت يــه و ســپس بــه ترتيــب خميــر
ــن ــن   Iفراكش ــر فراكش ــر  و  II+III، خمي ــت خمي در ن اي
و  pHبا استفاده از درصدها  متفـاوت الكـل در    IIفراكشن

 (. 8)رل ت يوني متفاوت رسو  داده شد
 

 : IIمراحل تخليص خمير فراكشن
حاصل از پالايش در آ  ( IgGرني از ) IIخمير فراكشن    

آن  pHگر  درصد پروتئين حل و  7، با رل ت  C6 مقطر 
سوسپانسـيون  . رسانده شـد  5/8به با استفاده از بافر استات 

به مدت يك ساعت در حال چرخش  C6 مذكور در دما  
ساعت بدون چرخش در همان دما  21قرار گرفت و سپس 

فيلتـــر متعـــادل شـــده بـــا  رهنگ ـــدار  و متعاق ـــا د از پـــ
پــس از  . ع ــور داده شــد ( Sarterious AP filter)بــافر

يك ساعت در رسانده و به مدت  5/6به را  pHفيلتراسيون، 
قرار گرفت و ممددا د بـا فيلتـر    C6 حال چرخش در دما  

ميكرون، فيلتر و سپس بر عليه آ  مقطـر   11/1سارتريوس 
C6 ديافيلتر گرديد . 
ــز اولترافيلتراســيون از       ــرا  انمــا  ديافيلتراســيون و ني ب

 KD 211دستگاه اولترافيلتراسيون فارماسيا مم ز به كاسـت  
برا  تلـوگير   . متر مربع استفاده گرديد 2/1با سطح موثر 

ــين   ــي در حـ ــول پروتئينـ ــاختار  مولكـ ــرات سـ از تغييـ
تـر از   اولتـرافيلتراسيون، تمامي مراحل در دمـا  پـايين  /ديـا
C 25      انما  و محلول پروتئينـي در حـين ورود بـافر و يـا

تغليخ آن، در حال چرخش م ي  و مداو  كنترل شده قرار 
 . گرفت
ــرا  ان     ــاختار  ب ــخ س ــرا  حف مــا  پاستوريزاســيون و ب

به ميـزان  ( Merk)پروتئين در مي پاستوريزاسيون، سوربيتول
مـولار بـه    5/1با رلـت  ( Merk)و گليسين( w/w)درصد 31

گر   2محلول ديافيلتر شده اضافه و سوسپانسيون با رل ت 
 pHدر  mS/cm3/1 درصد پروتئين و كنداكتيويتـه كمتـر از   

 21پاستوريزاسـيون بـه مـدت    . يزه گرديـد پاستور 5/6برابر 
پـس از  . انمـا  گرفـت   C 5/1  ±81ساعت در بن مـار   

پاستوريزاسيون به من ور خارج ساختن مواد افـزوده شـده،   
 . اولترافيلتراسيون انما  گرفت/ممددا د ديا

اولترافيلتراسـيون، سـدي  اسـتات بـه عنـوان      /ق ل از ديـا     
 ـ  mS/cmا كنداكتيويتـه بـه   نشانگر به محلول اضافه گرديد ت

ــدين   6/6 ــود و بـ ــانده شـ ــه    رسـ ــان خاتمـ ــيله زمـ وسـ
ــا ــل  /دي ــه قاب ــرل كنداكتيويت ــق كنت اولترافيلتراســيون از مري

ق ل از انمـا  ديافيلتراسـيون، ت ـت حـذ      . ارزيابي گردد
ها  دناتوره شده احتمالي نـامحلول، ابتـدا محلـول     پروتئين

 . پاستوريزه شده از فيلتر ع ور داده شد
 mS/cm 6/1ديافيلتراســيون تــا رســيدن بــه كنداكتيويتــه     

ادامه يافت و سپس اولترافيلتراسيون به من ور تغليخ انمـا   
گـر    5/1محصول با مشخصات ن ـايي در رل ـت   . گرفت
مولار  5/1درصد و گليسين  5، سوربيتول  pH=6/5 درصد،
آور  و به هود استريل بيولو يكي منتقل و با ع ـور از   تمع
هـا  اسـتريل بـه     ميكرون سارتريوس، در شيشه 11/1لتر في

ها  لاز ،  ت ت انما  ارزيابي. ليتر تقسي  شد ميلي 5حم  
ــال  C6و در يخچــال ( Sealed)هــا بســته شــد   در  وي

 . نگ دار  گرديد
 

 : ارزيابي آزمايشگاهي
محصول به دست آمده از ن ر ميزان پـروتئين، آل ـومين،       
pH  ــه و ــدار  PKAو كنداكتيويت ــي و مق ــز  IgGبررس آن ني

ت ت بررسي بازدهي محصول نس ت به پ سما  اوليه، بـا  
 . استفاده از نفلومتر  سنمش و محاس ه شد

ت يه شده، الكتروفـورز   IVIGبرا  تعيين ميزان خلوص     
هـ   . فـت سلولز استات بر رو  محصول ن ـايي انمـا  گر  

زريـق  ايمونوگلوبـولين ت ) IVIGچنين يـك نمونـه تمـار     
به عنـوان كنتـرل   ( گر  درصد از شركت كدريون 5وريد  

نتايج مربوط به الكتروفورز سـلولز اسـتات   . الكتروفورز شد
دهنــده  در محصــولات ن ــايي و نيــز نمونــه كنتــرل، نشــان

 . بود IgGدرصد  211خلوص 
پس از ت يه محصولات ن ايي برا  تعيين ميزان مونـومر      

نيـز بـرا  مشـخص نمـودن      و دايمر موتود در فرآورده و
مر و تممعات ناخواسته ايماد شـده در فرآينـد و    ميزان پلي
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زدايـي بـه روش پاستوريزاسـيون،     به ويژه با انما  ويـروس 
بـر رو   ( HPLC)كروماتوگرافي مايع با كارآيي بالا آزمايش

 . محصولات ن ايي انما  گرفت
ر ها  ن ايي ت يه شـده در فرمولاسـيون مـايع د    فرآورده    

به ترتيب برا  بررسـي   mg/ml5/1 و  mg/ml 15/1رل ت 
ساختار دو  و سو  توسط ميـف سـنمي دو رنـ  نمـايي     

برا  بررسي سـاختار دو   . ت يه شدند PBSدوراني در بافر 
 nmو  nm 311-151هــا   و ســو  بــه ترتيــب مــول مــوج

هـا   ميف. انتخا  گرديد 5/1با فاصله مول موج  151-265
 (. 7)  در آناليزها  بعد  ذخيره شدندبرا  بررسي ساختار

 
 : ها  سنمش روش
گير  پروتئين و آل ومين به ترتيب بـا روش بيـوره    اندازه    

ــاليزر    ــا اســتفاده از دســتگاه اتوآن ــرين ب ــوكرزول گ و بروم
 . انما  شد 711اتوماتيك هيتاچي 

با استفاده از كيت نفلومتر  Gگير  ايمونوگلوبولين  اندازه    
و بـا دسـتگاه   ( بيرمنگ ـا  ـ انگلسـتان   )انساني IgGنف  ميني

 . نف تعيين گرديد نفلومتر ميني
  Helenaالكتروفورز سلولز استات با استفاده از دسـتگاه     

Pc.24 (فرانســه)  وHelena Junior 24 Scaner   و بــر رو
انمـا    mm 78 ×  81 TITAN IIIها  سـلولز اسـتات    ورقه
 . گرفت
 Spectroscopy)نمـايي دورانـي  ميف سـنمي دو رنـ        

dichroism Circular ) هـا    در مول مـوجnm 311-151  و
nm 151-265   و بــا اســـتفاده از دســـتگاهJasco J-810  ،

بـرا   . ساختار دو  و سو  محصـول ن ـايي تعيـين گرديـد    
انما  مقايسه، نمونه تمار  ايمونوگلوبولين داخل وريـد   

 . ختار گرديداز شركت كدريون نيز ه  زمان تعيين سا
بدون حضـور مـواد احياكننـده بـا      SDS-PAGEالكتروفورز 

توسط % 5/7و  ل تداكننده % 3استفاده از  ل متراك  كننده 
 . دستگاه فارماسيا متصل به سيست  سرمايش انما  گرفت

ــولي ــع وزن مولك ــتون  ل  ( HPLC)توزي ــتفاده از س ــا اس ب
هـا   پـروتئين . انما  شد TSK G3000 SWXLكروماتوگرافي 

سـاز  و در حمـ     آمـاده  pH 6/8در بافر سدي  فسفات با 
گر  درصد تزريق  5با رل ت پروتئيني كمتر از  μL5 نمونه 

. از ستون مـذكور ع ـور داده شـد    ml/min 5/1و با سرعت 

 161تـذ  نــور  پــروتئين در حـين ع ــور از ســتون، در   
 . نانومتر ث ت گرديد

 
 يافته ها

ميـزان پـروتئين و آل ـومين بـه     در آناليز محصول ن ايي     
و  6/5و كنداكتيويتـه   pHگر  درصـد،   15/1و  5/1ترتيب 

(mS/Cm) 1/2 ه  چنـين ميـزان فعـال كننـده     . ارزيابي شد
در محصول ن ايي با رل ت پروتئينـي  ( PKA)كاليكرين پر 
ــد  5/1 ــر  درص ــق    IU/ml  5/3گ ــه م  ــد ك ــين گردي تعي

 IU/mlكمتـر از   PKAدستورالعمل فارماكوپه اروپايي ميزان 
 IgGمقـدار  . باشـد  برا  فرآورده تزريقي قابل ق ول مـي  35

گـر    5/1ن ايي نيز با روش نفلومتر   موتود در محصول
الكتروفورز سلولز استات انما  گرفته . درصد تعيين گرديد

% 211، حــاكي از پيــك هت ــت بررســي خلــوص فــرآورد
مـر   پلـي  در حالي كه ميزان. (2شكل )باشد گاماگلوبولين مي

درصد بـرا  فـرآورده تزريقـي ايمونوگلوبـولين      5كمتر از 
انمـا  شـده ميـزان مونـومر ـ       HPLCباشـد،   قابل ق ول مي

در  IgGبانـد  . نشـان داد % 7/1 را مـر  و پلي% 2/77دايمر را 
ــدريون در     ــار  ك ــه تم ــز در نمون ــايي و ني ــول ن  محص

ــورز  ــكل  SDS-PAGEالكتروف ــده  1، در ش نشــان داده ش
گـر  بـه ازا  هـر ليتـر پ سـما       8/6بازده محصول . است

 محصـول  ،پ سـما  اوليـه   IgGمحاس ه شد كه نس ت بـه  
 . داد درصد را نشان مي 2/37
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

% 811الكتروفورز سلولز استات در محصول نهايي با پيك : 8شكل 
 گاماگلوبولين

 الكتروفورز پروتيين

 فراكشن % 
 گاما 811 
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در محصول نهايي و نمونه  SDS-PAGEالكتروفورز : 2شكل 
 آميزي كوماسي بلو كدريون با روش رن 
 

بررسي ساختار  توسط دستگاه ميف سـنمي دو رنـ        
نشانگر وتود درصـد بسـيار زيـاد  از    ( CD)نمايي دوراني

صفحات بتا در ساختار ثانويه محصول ن ايي به دست آمده 
ــا در   . اســت ــزان صــفحات بت ــاختار دو  مي ــي س در بررس

ــول  ــه    % 77محص ــا نمون ــه ب ــه در مقايس ــد ك ــابي ش ارزي
گـر  درصــد از   5ايمونوگلوبــولين تزريـق وريــد   )كنتـرل 

صـفحات بتـا، نتـايج قابـل     % 76با ميـزان  ( شركت كدريون
ساختار سو  محصول ن ايي در مقايسه بـا نمونـه   . ق ول بود

تمار  ايمونوگلوبـولين داخـل وريـد  نتـايج مشـاب ي را      
به ساختار دو  و ساختار سو  در  نتايج مربوط. داد نشان مي
 . آورده شده است 3شكل 

 بحث
سال از پيدايش صنعت پ سما در  81با گذشت بيش از     

ها  متعدد  برا  اعمال تغييرات در  ت ان هنوز ه  انگيزه
هــا  توليــد  مشــتقات پ ســمايي وتــود دارد كــه   روش
لا ها افزايش بازدهي، كاهش هزينـه توليـد و بـا    ترين آن م  

و  Tanaka، 1111در سـال  . باشـد  بردن ايمني محصول مـي 
ــر   ــد  را از خمي ــولين تزريــق وري همكــارانش ايمونوگلوب

II+III  در ايـن  . كوهن با روش كروماتوگرافي توليد كردنـد
روش ابتدا كروماتوگرافي تعـوي  يـوني آنيـوني و سـپس     

(. 6)كــاتيوني و در ن ايــت فيلتراســيون  ل اســتفاده گرديــد
همكارانش نيـز كـاپري ت را در پروسـه تخلـيص     ل ين  و 

هـا بـا    اين روش(. 6)همراه با كروماتوگرافي استفاده نمودند
داشتن مزايا به علت هزينه بالا در مقياس توليد  مقرون به 

ــي  ــر نم ــه ن  ــيد صــرفه ب ــال . رس ــتي و 1112در س ، سيس
ــن    ــر فراكش ــارانش از خمي ــدد    IIهمك ــل متع ــي مراح م

را در  IVIGاولترافيلتراسـيون فـرآورده   /فيلتراسيون و نيز ديا
 (. 7)دو فرمولاسيون مايع و ليوفيليزه ت يه نمودند

ها  آسيب ديده در  در اين روش برا  برداشت مولكول    
بـر اسـاس مطالعـات    . مي فرآيند، از پپسين استفاده گرديـد 

ــا  گرفتــه و بــا توتــه بــه تمربيــات نويســندگان       انم

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 محصول نهايي توسط دستگاه طيف سنجي دو رن  نمايي دوراني در مقايسه با نمونه تجاري كدريون( b)و سوم( a)ساختار دوم: 3شكل 
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و تحقيــق و بررســي  IVIGايــن پــژوهش در زمينــه توليــد 
كيفيت محصول ايمونوگلوبولين در شرايط پاستوريزه شـدن  
تار و نيز مطالعات پايدار ، توليد يك محصول با حفخ ساخ

ترين مسير توليد   م يعي و ايمني بالا در عين حال با كوتاه
ــي ــه       م ــف در ت ي ــه عط ــك نقط ــوان ي ــه عن ــت ب توانس

. (21)ايمونوگلوبولين با قابليت تزريق وريد  مطرح گـردد 
توليد شده در فرآيند پالايش به   IIبنابراين از خمير فراكشن

يع عنوان ماده اوليه استفاده و محصول ن ـايي بـه شـكل مـا    
ت يه گرديد و در ضمن ك  كردن مراحل توليـد در مقايسـه   

ها  رايج در دنيا، پاستوريزه كردن محلول در  با ديگر روش
كمترين رل ت نمكي ممكن و رل ت بسـيار كـ  پـروتئين    

پاستوريزاسـيون ايمونوگلوبـولين تزريـق    . (7)انما  گرفـت 
و همكارانش نيـز   برايدونوك ، توسط2778وريد  در سال 

استفاده از پايدار كننده و با حفـخ شـرايط خـاص در     بدون
pH     اسـيد  در كمتـرين قــدرت يـوني انمــا  گرفتـه بــود .

ها نشان داد كه كنداكتيويته پايين مـانع تشـكيل    مطالعات آن
در حــــين  IgGتممعــــات و دناتوراســــيون مولكــــول 

اسـيد  تممعـات    pHشود و استفاده از  پاستوريزاسيون مي
 (. 22)كند ومر، دايمر ت ديل ميباقيمانده را به مون

هـا   سـاز  ويـروس   حرارت دادن نه تن ا باعث رير فعال    
ــر   شــود، بلكــه مــي مــي ــر تخري ــي ب ــه واســطه اث ــد ب توان

هــا   باعــث كــاهش پــروتئين( Denaturation)هــا پــروتئين
 IgAكاليكرين، پ سمين، پ سمينو ن و  ناخواسته ن ير پر 

( Cohn)كـوهن  IIراكشن شود كه به مور م يعي در خمير ف
حضور دارند، در حالي كه پايـدار  ريـر معمـول مولكـول     

IgG  در قدرت يوني پايين و درpH  اسيد  مانع از تخريب
مولكــول ايمونوگلوبــولين حتــي در دمــا  پاستوريزاســيون 

 (. 22)شود مي
در شــرايط مــذكور بــه من ــور   IIحــل خميــر فراكشــن    

و بـه حـداقل رسـاندن     تلوگير  از دناتوره شدن پـروتئين 
بـا حـل   . ها  پروتئاز احتمالي صورت گرفت فعاليت آنزي 
ــر در   ،IgG(5/8)ايزوالكتريــك  pHنزديــك بــه   pHخمي

ها و يا تممعات ناشي از فريـز و ذو    بسيار  از ناخالصي
بـا فيلتراسـيون در   . ماننـد  شدن به صورت نامحلول باقي مي

ها  تغيير  وبولينها، تممعات، ايمونوگل اين مرحله ناخالصي
يافته، كمك فيلتر باقيمانده از مراحل فرآيند پالايش پ سـما  

. شـوند  و يا باقيمانده حل نشده خمير، فيلتـر و حـذ  مـي   
رسـان بـه    اولترافيلتراسيون يـك روش خشـن و آسـيب   /ديا

اســت، بنــابراين پارامترهــا  بســيار  ن يــر  IgGمولكــول 
يدار كننده، شـدت  ، دما، ميزان و نوع پاpHرل ت پروتئين، 

ــان   ــال چـــرخش و مـــدت زمـ ــول در حـ تريـــان محلـ
ــا ــود  /ديـ ــه شـ ــر گرفتـ ــد در ن ـ ــيون بايـ . اولترافيلتراسـ
اولترافيلتراسيون انت ايي به من ور خـارج سـاختن مـواد    /ديا

ها  با وزن مولكـولي پـايين    افزوده شده و برداشت آلودگي
و نيز تغليخ رل ت پروتئين برا  رسيدن به محصول ن ايي 

گـر  بـه ازا  هـر     8/6به ميزان  IgGحصول .   گرفتانما
ليتر پ سما، بازده خوبي را نس ت بـه روش كرومـاتوگرافي   

گر  به  3/6و همكارانش به ميزان  تاناكا استفاده شده توسط
بـه عنـوان    HPLCنتـايج  . داد ازا  هر ليتر پ سما نشان مـي 

درصد  2مر كمتر از  دهنده پلي ترين نتايج، نشان يكي از م  
ها  ساختار  محصول  در محصول ن ايي بود و آناليز ميف

داد كه محصول ساختار م يعي خود  به دست آمده نشان مي
 . را حفخ كرده است

 

 گيري نتيجه
يكي از مشـك ت ت يـه فـرآورده ايمونوگلوبـولين ايـن          

است كه مراحـل اضـافه شـده بـرا  تخلـيص بـالاتر و يـا        
ت ت ايمني بالاتر محصـول،   ساز  بيشتر ويروسي ريرفعال

هـا  سـاخت    تواند باعث كاهش بازده و افزايش هزينـه  مي
در روش ذكر شده با كاهش مراحل ساخت، محصول . شود

ايمونوگلوبولين با ميزان تممعات بسيار ك  و در عين حـال  
. ساختار پروتئيني دست نخورده و م يعي ت يه شـده اسـت  

و مقوله توليد مقرون ها  لاز  برا  هر د اين روش پتانسيل
به صرفه با حفخ كيفيت و نيز ايمنـي مصـر  را دارد و بـا    

ها  تكميلي، امكان بـه اتـرا درآوردن آن در    انما  آزمايش
 . شود مقياس صنعتي فراه  مي

 

 تشكر و قدرداني
وسيله از همكاراني كه در اين تحقيـق مـا را يـار      بدين    

تـه ايـن تحقيـق    بود. نمودند كمال سپاسـگزار  را داريـ   
توسط مركز تحقيقـات سـازمان انتقـال خـون ايـران تـامين       

     . گرديده است
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Abstract 
Background and Objectives 

Intravenous immunoglobulin (IVIG) preparations are used in several disorders including 

primary and secondary immunodeficiencies, autoimmune and systemic inflammatory diseases; 

it is also applied in effective therapy of infectious diseases. IVIG is currently the most widely 

used plasma component in the world  The addition of multiple steps to the manufacturing 

process of IVIG lowers the yield of IgG and raises the manufacturing costs. Therefore, 

manufacturers attempt to employ a cost effective method with respect to safety and quality of 

the product. In this study we proposed a method which not only reduced the manufacturing 

steps but also raised product safety by the treatment of pasteurization as a virus inactivation 

method.  

 

Materials and Methods 

For this experimental study, the fraction II paste (rich in IgG) was obtained from fresh frozen 

plasma (FFP) by the modified cold ethanol fractionation method (Cohn’s method). For further 

purification, filtration was used to remove impurities. Before performing virus inactivation by 

pasteurization, protein solution was diafiltered and then the stabilizer was added. Pasteurized 

solution was diafiltered again and final product was prepared after sterile filtration. 

 

Results 

The quality control results of the finished product obtained by the proposed method revealed 

that the purity was 100% (determined by cellulose acetate electrophoresis) and the polymer 

amount was less than 1% (evaluated by HPLC chromatography). The secondary and tertiary 

structures of IgG molecule were also examined by circular dichroism spectroscopy technique 

and were then compared to the commercial IVIG products bringing about approximately 

similar and satisfactory results. The yield calculated for the initial amount of IgG of plasma 

was 39.1% as measured by nephelometery. 

 

Conclusions 

The high purity of the finished product confirmed that the proposed purification process was 

satisfactory in despite of fewer steps when compared to the current methods. Indeed, the cost- 

effective preparation together with quatily and safety are taken into account in the proposed 

method. If the complementary experiments are carried out, the  proposed method can escalate 

at the industry scale.    
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