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HEPARIN NATRI

Ty trong
Tir 1,872 dén 1,877 (Phu luc 6.5).

Khoing chung cét (Phu luc 6.8)

Ché pham dugc cit hoan toan ¢ nhiét do tir 49,0 °C dén
51,0 °C va 95 % ché pham dugc cét trong khoang nhiét d¢
chénh 1éch 1,0 °C.

Tap chit bay hoi

Phuong phap sic ky khi (Phu luc 5.2).

Khong dugc qua 0,005 %.

Sir dung triclorotrifluoroethan chuén 1am chit chuin néi.
Dung dich thi (1): St dung ché pham.

Dung dich thir (2): Pha loang 5,0 ml triclorotrifluoroethan
chuin thanh 100,0 ml bing ché phim. Pha loang tiép
1,0 ml dung dich thu dwoc thanh 100,0 ml bang ché phdm.
Pha loang 1,0 ml dung dich thu duoc thanh 10,0 ml bing
ché pham.

Diéu kién sdc kyp:

Cot thuy tinh (2,75 m x 5 mm) dugc nhdi diatomit da duoc
silan hoéa ding cho sdc ky khi c6 kich thudc tir 180 pm
dén 250 pm; 1,8 m dau tién dugc tim véi 30 % (kUkI) cla
macrogol 400 (TT) va phan con lai dugc tdm véi 30 %
(kI/kl) cua dinonyl phthalat (TT).

Khi mang: Nitrogen ding cho sdc kyp khi, lru luong 1a
30 ml/min.

Detector ion hoa ngon lira.

Nhiét d§ cot & 50 °C.

Thé tich tiém: 5 pl.

Cdch tién hanh:

Tiém cac dung dich thir. Trén sic ky d6 cia dung dich
thir (2), tong dién tich cac pic, trir pic chinh va pic chuin
ndi, khong dugc 16n hon dién tich pic chuin ndi, hiéu
chinh néu bét ky pic tap nao c6 cing thoi gian hru véi
pic chuin noi.

Bromid va clorid

Dung dich S: Lay 10 ml ché phim thém vao 20 ml muéc va
lic trong 3 min va ly 16p mudc.

Lay 5 ml dung dich S thém vao 5 ml nmuée, 0,05 ml acid
nitric (TT) va 0,2 ml dung dich bac nitrat 4,25 % (TT).
Dung dich nay khéng dugc duc hon hdn hop ciia 5 ml
dung dich S va 5 ml nwoc.

Brom va clor
Lay 10 ml dung dich S, thém 1 ml dung dich kali iodid -
tinh bgt (TT). Khong dugce ¢6 mau xanh.

Thymol

Phuong phap sic ky khi (Phu luc 5.2).

Dung dich chudn ngi: Hoa tan 0,10 g menthol (TT) trong
methylen clorid (TT) va pha lodng thanh 100,0 ml vdi cling
dung mai.

Dung dich thir: Ly 20,0 ml ché phim va thém vao 5,0 ml
dung dich chuin néi.
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Dung dich déi chiéu: Hoa tan 20,0 mg thymol (TT) trong
methylen clorid (TT) va pha loang thanh 100,0 ml bing
ciing dung méi. Lay 20,0 ml dung dich thu dugc va thém
5,0 ml dung dich chuén ndi.

Diéu kién sdc ky:

Cot mao quan silica nung chay (15 m x 0,53 mm) dugc
bao mét 16p phim méng 1,5 pm poly (dimethyl) siloxan.
Khi mang; Nitrogen diing cho sdic ky khi, luu lugng 15 ml/min.
Detector ion héa ngon lira.

Nhiét ¢d: Cot & 150 °C, budng tiém & 170 °C va detector
4200 °C.

Thé tich tiém: 1,0 pl.

Céch tién hanh:

Tiém dung dich chuén néi, dung dich d6i chiéu va dung
dich thir.

Trén sic ky do cua dung dich thir, dién tich cia pic thymol
khéng duge nhé hon 75 % va khong duge 16n hon 115 %
dién tich ctia pic thymol trén sic ky b ciia dung dich déi
chiéu [0,008 % dén 0,012 % (kU/k1)].

Cén khong bay hoi

Khéng dugce qua 0,002 %.

Lam bay hoi 50 ml ché phdm t&i khé trén cach thuy va
sdy cin trong ti sdy & 100 °C dén 105 °C trong 2 h. Khoi
lurgng cin con lai khong duge quéa 1 mg.

Bao quéin

Trong bao bi kin, tranh 4nh séng, & nhiét d6 khong qua
25 °C. Nguyén liéu 1am d6 dung phai khong twong ki véi
halothan.

Loai thudc
Thudc mé bay hoi hit qua dudng tho.

HEPARIN NATRI

Heparin natri 14 ché phim chira mudi natri cua
glycosaminoglycan sulfat cé trong mdé dong vat co vi,
dugc chiét xuit tir niém mac rudt cua lgn. Khi thay
phén hoan toan, heparin giai phong D-glucosamin, acid
D-glucuronic, acid L-iduronic, acid acetic va acid sulfuric.
Heparin c6 hoat tinh chéng dong mau bing cach 1am ting
hoat tinh cla antithrombin, tir 46 lam mét hiéu lyc cia
thrombin va yéu t6 Xa. Ché phdm phai c6 hoat tinh khéng
yéu tb Ila khong it hon 180 IU/mg, tinh theo ché phim da
lam khé.

San xuit

Pong vit ding dé chiét xuét heparin natri phai dam bao
ddy du cic yéu cau vé strc khoe ciia dong vat phit hop
cho con ngudi sir dung. Tit ca cic giai doan clia qua trinh
chiét xudt va ngudn nguyén liéu phai tuin theo hé thong
quan ly chit lwong phu hop. Sir dung phwong php thich
hop dé xéc dinh ngudn nguyén liéu sir dung, khéng dugc
c6 nguyén lidu tir cAc loai b, ciru, dé bi tap nhiém trong
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qua trinh san xuét. Phucmg phap xac dinh lodi ciia ngudn
nguyén liéu va thoi diém ép dung kiém tra trong quy
trinh san xuét phai dugc tham dinh, phuong phép phai cé
kha ning phat hién v4t liéu tap nhiém tir cac lodi khac &
néng d6 0,1 % (kU/k1). Céc phwong phép ding dé kiém tra
loai dya trén k¥ thuat phan tmg chudi polymerase (PCR)
khuéch dai mét doan phan tir DNA chon loc la phu hop.
Phuong phép nay ciing ding dé xac dinh céu triic va ham
luong DNA cua lgn trong ché phim, cho phép xac dinh
ham lugng nay c6 duy tri dn dinh trong sudt qua trinh san
xuat hay khéng.

Quy trinh san Xuét duoc thiét ké nhim giam thiéu hodc
loai bo cac chit gay ha huyét ap.

Tinh chit
Bot mau tring hodc gan nhu tring, hit 4m. D& tan trong
nuac.

Dinh tinh

A. Ché phim phai d4p {mg yéu ciu ctia phép thir Pinh
luong.

B. Tién hanh dinh luong hoat tinh khang yéu té IIa va Xa
cia heparin theo phin Pinh lugng. Ty s6 hoat tinh khang
yéu td Xa va hoat tinh khang yéu t6 ITa phai tir 0,9 dén 1,1.
C. Phuong phép phd céng hwong tir hat nhan (NMR)
Dung dich A: Dung dich natri trimethyisilylpropionat
deuteri hoa (TT) 20 pg/ml trong deuteri oxyd (TT).
Néu tin hiéu tai 5,22 ppm nhé hon 80 % tin hidu tai
5,54 ppm, dung dich phai thém natri edetat (TT) véindng d6
12 pg/ml.

Dung djch thir: Hoa tan 20 mg ché pham trong 0,7 ml dung
dich A.

Dung dich chudn: Hoa tan 20 mg heparin natri chudn ding
cho phép thir dinh tinh NMR trong 0,7 ml dung dich A.
Bdo quan dung dich natri edetat va dung dich natri
trimethylsilylpropionat deuteri héa trong lo polyethylen ty
frong cao.

Thzet bi: May quang phd cong hudng tir hat nhan (NMR)
¢6 tan sd t6i thiéu 300 MHz.

Phé 1H-NMR

S6 lan quét mAu: it nhit 16, c6 thé diéu chinh dé tin hidu
heparin methyl tai 2,04 ppm cho ty s tin hiéu trén nhiéu
(S/N) it nhét 1a 1000 : 1.

Nhiét do: khoang 25 °C, thuc hién quét phd dung dich thir
va dung dich chuén & cing nhiét do.

Thoi gian thu tin hiéu: it nhat 2 s.

Téng thoi gian quét (bao gém thi gian thu tin hiéu va thoi
gian tri hodn): it nhit 4 s.

Do rong phd: 10 - 12 ppm, tap trung xung quanh 4,5 ppm.
Thoi gian phét xung: dé tao dugce 1 géc nhon trong khoang
tir 30° dén 90°.

Quy trinh

D6 rong cua dai tan sé: 0,3 Hz

Sir dung thuat toan bién déi Fourier.

Dit tin hiéu trimethylsilylpropionat chuén tai 0,00 ppm.

HEPARIN NATRI

Yéu cdu

Phd cong huéng tir hat nhan cia heparin natri phai cé
vach phd tai 2,04 ppm; 3,27 ppm (dinh dbi); 4,34 ppm;
5,22 ppm va 5,42 ppm (sai sb + 0,03 ppm).

Phd 'H-NMR thu duge ciia dung dich thir va dung dich
heparin natri chuin diing dé dinh tinh NMR phai trong (g
vé hinh dang va cudng d¢; vach phé methyl cia tap dermatan
sulfat & khoang 2,08 + 0,02 ppm; & trong cidc khoang
0,10 -2,00 ppm, 2,10 - 3,10 ppm va 5,70 - 8,00 ppm, bt k¥ tin
hiéu khong x4c dinh nao khéng dwoc 16m hon 4 % chiéu cao
cia vach phé heparin thu dwgc tai 5,42 ppm; nhimg tin hiéu
tir dung m01 tap chét lién quan c6 thé xuit hién trén phé d6
nhung can phai dinh tinh va trong gi6i han cho phép; trong
khoang 3,35 - 4,55 ppm c6 thé c6 sur bién ddi vé cuong dé
ctia c4c tin hiéu thu dugc trong phd heparin véi kiéu tin hiéu
thu dugc trong tu nhau nhung cuong d6 khic nhau.

D. Phuong phap sic ky léng (Phy luc 5.3)

Tién hanh theo phin Tap chét lién quan véi mét sb thay
d6i nhur sau:

Tiém dung dich thir (1) va dung dich d6i chiéu 3).

Trén sic ky db thu duoc, thoi gian luu tuong dbi so voi
heparin (thoi gian luu khoang 26 min): dermatan sulfat va
chondroitin sulfat khodng 0,9; over-sulfated chondroitin
sulfat khoang 1,3.

Kiém tra tinh phit hgp cua hé théng: Trén sic ky do cua
dung dich ddi chiéu (3), ty sé dinh — hom (H/H,) it nhét
phai bing 1,3. Trong d6 H, la chiéu cao tinh tir dinh cia
pic dermatan sulfat va chondromn sulfat va H, 1a chiéu
cao tinh tir duémg nén dén diy hom phén tich giira pic
dermatan sulfat va chondroitin sulfat véi pic heparin.

Yéu cau: Pic chinh thu dwgc trén sic ky d6 ciia dung dich
thir (1) phai c6 thoi gian luu va hinh dang twong tu véi pic
chinh thu dwgc trén sic ky d6 cia dung dich dbi chidu (3).
E. Ché pham phai dap {mg yéu cdu clia phép thir Natri.

P trong va mau sic ciia dung dich

Hoa tan mdt lwong ché phidm tuong dwong véi 50.000 TU
heparin trong nwdc va pha lodng thanh 10 ml véi cling
dung méi.

Dung dich thu dwgc phai trong (Phy luc 9.2) va cé mau
khong ddm hon dung dich mau déi chiéu & mirc d6 5 cia
diy dung dich mau déi chiéu nao phi hop nhét (Phu lyc
9.3, phuong phép 2).

pH o

Hoa tan 0,1 g ché pham trong nwdc khéng co carbon dioxyd
(TT) va pha lodng thanh 10 ml v6i cling dung mdi. pH cla
dung dich thu dugc phai tir 5,5 dén 8,0 (Phu luc 6.2).

Tap nucleotid

Hoa tan 40 mg ché phim trong vira di 10 ml nude. P
hép thu (Phu luc 4.1) cua dung dich thu dugc & bude séng
260 nm khéng 1én hon 0,15.

Protein '
Khéng dwgc qué 0,5 %, tinh theo ché phdm da 1am kho.
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Dung dich A: Dung dich natri hydroxyd 10 g/L - dung djch
natri carbonat 50 g/L - nuwéc (2:2: 1).

Dung dich B: Dung dich déng sulfat pentahydrat 12,5 g/L -
dung dich natri tartrat 29,8 g/L - nwée (2:2: 1).

Dung dich C: Dung dich B - dung djch A (1 : 50).

Dung dich D: Phaloang thuéc thit phosphomolybdotungstic
(TT) v6i nuwde dén d6 pha loang phi hop sao cho khi thém
dung dich C va dung dich D vao dung dich thi/dung dich
chuén thi thu dwoc dung dich c6 pH khoang 10,25 + 0,25.
Dung dich thir Hoa tan mdt lugng ché phim trong nuwée
thanh dung dich c¢6 nong d6 5 mg/ml.

Dung dich déi chiéu: Hoa tan albumin huyét thanh bo
(TT) trong nudc thanh dung dich c¢6 ndng d6 100 mg/ml.
Pha loang mot phin dung dich trén véi nuée dé thu dugce
khéng it hon 5 dung dich chudn c6 nong do protein cach
d&u nhau nim trong khoang tir 5 pg/ml - 100 pg/ml.

Méu tréng Nurorc.

Cach nen hanh: Ly 1 ml m01 dung dich chuén, dung dich
thir va mau Irang vao cic dng nghiém riéng biét, thém 5 ml
dung dich C. Pé yén trong 10 min. Thém 0,5 ml dung dich
D, tron déu va @& yén & nhiét 6 phong trong 30 min. Po
dd hép thu (Phu luc 4.1) cia cic dung dich thu dugc &
budc séng 750 nm, sir dung dung dich trong 6ng nghiém
mau tring 1am 6ng so sanh.

Tinh ham lugng protem trong ché pham dua vao phuong
trinh tuyén tinh giita néng d6 protein chuin véi 6 hap thu.

Tap chit lién quan

Phuong phap sac ky long (Phu luc 5.3), cac dung dich d6i
chiéu 6n dinh & nhiét d6 phong trong vong 24 h.

Pha dong A: Hoa tan 0,40 g natri dihydrophosphat (TT)
trong 1000 ml nuéc ding cho sdc ky (TT), diéu chinh dén
pH 3,0 bang dung dich acid phosphoric 10 % (TT).

Pha dong B: Hoa tan 0,40 g natri dihydrophosphat (TT)
trong 1000 ml nuwéc dimg cho sdc ky (TT), thém 140 g
natri perclorat (TT), diéu chinh dén pH 3,0 bing dung dich
acid phosphoric 10 % (TT). Loc va dudi khi.

Dung dich thir (1): Hoa tan chinh xac khoang 50 mg ché
pham trong 5,0 ml mudc ding cho sdc ky (TT). Lic xody
dé hoa tan hoan toan.

Dung dich thir (2): Hoa tan chinh xac khoang 0,1 g ché
phim trong 1,0 ml nudc ding cho sdc ky (TT), lic xody
dé hoa tan hoan toan. Trén 500 ul dung dich thu dugc véi
250 ul dung dich acid hydrocloric 1 M (TT), thém 50 pl
dung dich ratri nitrit (TT) 250 mg/ml. Tron nhe nhang dén
khi tao thanh dung dich ddng nhit va dé yén & nhiét do
phong trong 40 min, thém 200 pl dung dich natri hydroxyd
I M (TT) dé dimg phan tmg.

Dung dich déi chiéu (1): Hoa tan 250 mg chuén heparin
dung cho phan tich héa 1y trong nudc dimg cho séc ky (TT)
va pha loang thanh 2,0 ml véi cung dung méi. Lic xody dé
hoa tan hoan toan.

Dung djch doi chiéu (2): Thém 1200 pl dung dich déi
chiéu (1) vao 300 pl chuan dermatan sulfat va over-
sulfated chondroitin sulfat. Lic xody dé déng nhat.
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Dung dich déi chiéu (3): Thém 100 pl dung dich déi chiéu
(2) vao 900 pl nude ding cho sdc kp (TT). Lic xody dé
ddng nhit.

Dung dich ddi chiéu (4): Thém 400 ul dung dich déi chiéu
(1) vao 100 pl nwec diing cho sdc kp (TT), tron déu bﬁng
méy lic xody. Thém 250 ul dung dich acid hydrocloric
1 M (TT), thém 50 pl dung dich natri nitrit (TT)
250 mg/ml. Tron nhe nhang va dé yén & nhiét 6 phong trong
40 min, thém 200 pl dung dich natri hydroxyd 1 M (TT) dé
dirng phan Umg.

Dung dich doi chiéu (5): Thém 250 pl dung dich acid
hydrocloric 1 M (TT) vao 500 ul dung dich déi chiéu (2),
thém 50 pl dung dich natri nitrit (TT) 250 mg/ml. Tron
nhe nhang va dé yén & nhiét 49 phong trong 40 min,
thém 200 pl dung dich natri hydroxyd 1 M (TT) dé dimg
phan Ung.

Mau trdng: Trén 500 ul neée ding cho sdc kp (TT) véi
250 pul dung dich acid hydrocloric 1 M (TT), thém 50 pl
dung dich natri nitrit (TT) 250 mg/ml. Tron nhe nhang dén
khi tao thanh dung dich déng nhat va dé yén & nhiét do
phong trong 40 min, thém 200 pl dung dich natri hydroxyd
I M (TT).

Piéu kién sdc ky:

Tién cdt kich thu6c (5 cm x 2 mm) duge nhdi pha tinh la
cac hat trao déi anion dimg cho sdc ky (13 pm).

Cdt kich thuée (25 cm x 2 mm) dugc nhdi pha tinh 1a céc
hat trao déi anion diing cho sdc ky (9 pm).

Nhiét o cot: 40 °C.

Detector quang phd tir ngoai dit & budc song 202 nm.
Téc d6 dong: 0,22 ml/min.

Thé tich tiém: 20 pl.

Céich tién hanh:
Tién hanh sac ky theo chuong trinh dung méi nhu sau:
Théi gian Pha djng A Pha dongB |

(min) Gewt) () |
0-10 75 25 |
10-35 75 -0 25 — 100 |
35.- 40 0 100
40- 45 075 100 — 25 |
45- 60 75 25|

Tién hanh séc ky v6i méu tring, dung dlCh thir (2) dung
dich ddi chiéu (4) va (5).

Thoi gian lwu twong d6i so v6i heparin (thdi gian hru
khoang 26 min): dermatan sulfat va chondroitin sulfat
khoéng 0,9; over-sulfated chondroitin sulfat khoang 1,3.
Kiém tra tinh phi hop cua hé théng: Trén sic ky dé cua
dung dich d6i chiéu (4) khong xuét hién pic & thdi gian
lwu twong mg véi thoi gian luu cia heparin, trén sic ky
d6 cta dung dich déi chiéu (5), d6 phan giai giita pic cua
dermatan sulfat va chondroitin sulfat v&i pic cua over-
sulfated chondroitin sulfat it nhat 13 3,0.
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Gioi han:

Téng tap dermatan sulfat va chondroitin sulfat: Khong
duoc 16m hon tong dién tich pic tap dermatan sulfat va
chondroitin sulfat thu dugc trén sic ky dd cua dung dich
déi chiéu (5) (2,0 %).

Tap khac: Khong dugc c6 pic nao c6 dién tich 1é6m hon 0,01
lan tong dién tich pic tap dermatan sulfat va chondroitin
sulfat thu duoc trén sic ky dd cua dung dich dbi chiéu
(5) (trong tmg vai gioi han bo qua 1a 0,02 %). B6 qua
nhimg pic xuit hién & giai doan chay ding dong ban dau
va nhimng pic xuét hién trong mau tring.

Nitrogen

Tir 1,5 % dén 2,5 %, tinh theo ché phdm d lam khé (Phy
luc 10.9). o

Diing 0,100 g ché phdm.

Natri

Tir 10,5 % dén 13,5 %, tinh theo ché phdm da lam khé.
Phuong phap quang phd hip thu nguyén tir (Phu luc 4.4,
phuong phap 1).

Dung dich cesi clorid: Dung dich chia cesi clorid (TT)
1,27 mg/ml dugc pha trong dung dich acid hydrocloric
0,1 M (TT).

Dung dich thir: Hoa tan 50 mg ché pham trong dung dich
cesi clorid va pha loang thanh 100 ml véi cing dung moi.
Day dung dich chuan: Tit dung dich natri mau 200 phan
triéu Na (TT), pha lodng thinh mdt diy dung dich chuén
natri c6 nong d6 25 ppm, 50 ppm, 75 ppm trong dung dich
cesi clorid.

bo 46 hép thu & budc séng 330,3 nm, ding den cathod
rong natri lam nguon birc xa va ngon lira khong khi -
acetylen (vdi ty 1€ phu hop, vi du: 11 L khong khi va2 L
acetylen mbi phiit).

Mit khéi lrgng do 1am khé

Khéng dugc qua 8,0 % (Phu luc 9.6).

(1,000 g; 60 °C; ap suit khong qua 670 Pa; phosphor
pentoxyd; 3 h).

Ndi doc té vi khuin

Nhé hon 0,01 EU/IU heparin (Phu luc 13.2).

Néu ché pham dugc ding dé san xuit cac dang thudc tiém
ma khong c6 phuong phép hiru hi¢u loai bé ndi doc t6 vi
khuin trong qua trinh san xuét thi phai dép img yéu ciu
cua phép thur nay.

Dinh lwgng

Hoat tinh chong déng mau ciia heparin duoc xéac dinh
trén in vitro dya vao kha nang thuc ddy qua trinh bt hoat
thrombin va bit hoat yéu té Ila (Dinh lurong khang Ila)
thong qua antithrombin. Bon vi IU cia heparin la hoat tinh
cua mét lugng heparin khong phan doan chudn quéc té.
Chuan heparin natri tinh theo don vi IU bing cach so sanh
v6i chuin qudc té sir dung 2 phuong phép dinh lrgng sau.
Dinh lugng hoat tinh khang yeu td Xa dugc thyc hién dé
xac dinh ty sb giira hoat tinh khang yeu td Xa vai hoat tinh
khang yéu tb I1a cho phép thir Dinh tinh B.
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Dinh lugng hoat tinh khang yéu t6 Ila va khéng yéu té
Xa bing phwong phip do d hdp thu (phuong phép do
diém cubdi) hoic do sy thay ddi d¢ hip thu trong m&i phut
(phuong phép do déng hoc).

Dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-
EDTA pH 8,4: Hoa tan 10,2 g natri clorid (TT), 6,1 g
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TT), 2,8 g natri edetat
(TT) va 1,0 g macrogol 6000 (TT) hoac 2,0 g albumin
huyét thanh bo (TT)/albumin huyét thanh nguoi (TT) trong
800 ml nude. Piéu chinh dén pH 8,4 bing dung dich acid
hydrocloric (TT) va thém nudc vira du 1000 ml.

Dung dich antithrombin III-1: Hoan nguyén antithrombin
111 (TT) theo huémg dén ciia nha sén xuét va pha loang véi
dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-EDTA
pH 8,4 thanh dung dich c6 néng d6 0,125 TU/ml.

Dung dich antithrombin I1I-2: Hoan nguyén antithrombin
IIT (TT) theo huéng dan ciia nha san xuét va pha loang véi
dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-EDTA
pH 8,4 thanh dung dich c6 néng d6 1,0 TU/ml.

Dung dich thrombin ngwdi: Hoan nguyén thrombin nguoi
(TT) theo huéng dan ciia nha san xudt va pha lodng véi
dung dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-EDTA
pH 8,4 thanh dung dich c6 néng d6 5,0 [U/ml.

Dung dich yeu 16 Xa bd: Hoan nguyen yéu té Xa bo (TT)
theo hurdng din ciia nha san xut va pha lodng véi dung
dich dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-EDTA pH 8,4
thanh dung dich cho d6 hip thu ciia dung dich mAu tring
do & bude séng 405 nm phai tir 0,65 dén 1,25.

Hoat tinh khéng yéu t6 Ila

Dung dich chudn va dung dich thir: Chuan bi 4 diy doc
1ap, mdi day gom 4 do pha lodng cia dung dich chuin
heparin natri va dung dich ché phdm c6 nong dd trong
khoang tir 0,005 IU/ml dén 0,03 IU/ml trong dung dich
dém tris(hydroxymethyl)aminomethan-EDTA pH 8,4. B0
pha lodng lvya chon phai cho dép tmg tuyén tinh giita d6
hép thu véi log ndng db.

Cdch tién hanh:

Sir dung 16 dng nghiém cho cac dung dich thir va 16 ng
nghiém cho céc dung dich chuin, danh diu T1, T2, T3, T4
twong Ung v6i 4 d6 pha lodng ctia dung dich thir va S1, S2,
S3, S4 twong mg véi 4 6 pha loang cia dung dich chuin.
Thém vao mbi éng 100 ul dung dich antithrombin Ill-1,
lic déu. Thém 50 pl cac dung dich chuén hoic dung dich
thir, lic déu tranh tao bot. Thiét k& thir nghiém véi 2 ddy
lién tiép nhau, thir ty phan img cic éng nghiém & mdi day
la S1, S2, S3, 84, T1, T2, T3, T4, T1, T2, T3, T4, S1, S2,
S3, S4, dé 6n nhiét & 37 °C trong it nhét 1 min. Thém vio
mdi dng nghiém 25 pl dung dich thrombin nguoi. U 6n
nhiét & 37 °C chinh xac trong 1 min, thém 50 pl dung dich
co chit mau dic trung cho yéu t6 Ila & ndng 6 phu hep
cho dinh lugng (vi du: dung dich chira D-phenylalanyl-L-
pipecolyl-L-arginin-4-nitroanilid dihydroclorid 1,25 mM
trong nuwoc).
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Phuong phap do ddng hoc: Chuyén hdn hop phén img vao
cbe do semi-micro, xéc dinh su thay dbi d6 hip thu trong
vong 1 min & budc song 405 nm (Phuy luc 4.1).

Phuong phéap do diém cudi: Sau chinh x4c 4 min, dimg phan
{mg bing céch thém 50 ul dung dich acid acetic 20 % (tt/11).
Pénh gia thoi gian 1 4 min véi dung dich co chit mau d&
cho d6 hap thu phi hop chura, c6 thé diéu chinh thoi gian 0
v6i dung dich co chit mau dé thu dugc dép img tuyén tinh
tot nhét gitra d6 hip thu véi log ndng 6. Sau d6 chuyén
hén hop phan img vio cdc do semi-micro réi do do hép thu
¢ budc song 405 nm (Phu luc 4.1).

Xac dinh hoat tinh phan cit lién két peptit cua dung dich
méu tring & dAu va cudi thir nghiém duoc tién hanh theo
quy trinh trong tu ¢ trén nhung thay dung dich chuén hoic
dung dich thir bing dung dich dém tris (hydroxymethyl)
aminomethan pH 8,4-EDTA. Y&u cAu: gia tri thu dwoc cua
2 méu tring khéc nhau khong dang ké.

Xay dung dudmg héi quy tuyén tinh giita 36 hip thy va log
ndng d6 dung dich thir va dung dich chuén heparin natri.
Xac dinh hoat tinh khang yéu t6 Ila ctia ché phdm theo don
vi IU/ml sir dung mé hinh dudmg théng song song (Phu luc
13.10).

Hoat tinh khing yéu t6 Xa

Dung dich chudn va dung dich thir: Chun bi 4 dy doc
lap, mdi ddy goém 4 do pha loang cia dung dich chuin
heparin natri va dung dich ché phdm c6 ndng db trong
khoang tir 0,03 TU/ml dén 0,375 IU/ml trong dung dich
dém tris (hydroxymethyl)aminomethan-EDTA pH 8,4. B
pha loang lwa chon phai cho dap img tuyén tinh giira 6
hap thu véi log ndng db.

Cdch tién hanh:

Sir dung 16 dng nghiém cho cic dung dich thir va 16 éng
nghiém cho céc dung dich chuin, d4nh déu T1, T2, T3, T4
tuong img vdi 4 d0 pha lodng cua dung dich thir va S1, S2,
S3, S4 twong img v6i 4 do pha lodng cua dung dich chuén.
Thém vio mdi dng 50 pl dung dich antithrombin I11-2, ic
déu. Thém 50 pl cac dung dich chuén hoic dung dich thu,
lic déu tranh tao bot. Thiét ké thir nghiém véi 2 day lién
tiép nhau, th{r tu phan {mg cic éng nghiém & mdi day 1a
S1, 82,83, 54, T1, T2, T3, T4, T1, T2, T3, T4, S1, S2, S3,
S4, dé én nhiét & 37 °C trong 1 min. Thém vao méi dng
nghiém 100 pl dung dich yéu t6 Xa bo. U chinh xac trong
2 min, thém 100 pl dung dich co chit mau dic trung cho
yéu t6 Xa & néng d phit hop cho dinh lugng (vi du: dung
dich chia N-a-benzyloxycarbonyl-D-arginyl-L-glycyl-L-
arginin-4-nitroanilid dihydroclorid 1 mM trong nudc).
Phuong phap do dong hoc: Chuyén hdn hop phan g vao
cbc do semi-micro, xac dinh sy thay ddi d hap thu trong
vong 1 min & budce séng 405 nm (Phu luc 4.1).

Phuong phap do diém cudi: Sau chinh xdc 4 min, thém
50 pl dung djch acid acetic bdang 20 % (tt/tt). Panh gia
théi gian & 4 min v6i dung dich co chit mau da cho d¢ hip
thu phi hgp chua, ¢ thé diéu chinh thoi gian & véi dung
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dich co chdt mau dé thu dugc dép img tuyén tinh tot nhét
gitra 4 hip thu v6i log ndng dd. Sau d6 chuyen hdn hop
phan {mg vao cbc do semi-micro rdi do do hip thy & budc
song 405 nm (Phu luc 4.1).

X4c dinh hoat tinh phan cét lién két peptit ctia dung dich
mAu tring & dAu va cudi thir nghiém dugc tién hanh theo
quy trinh tuong ti & trén nhung thay dung dich chuin hozc
dung dich thir bang dung dich dém tris (hydroxymethyl)
aminomethan pH 8,4-EDTA. Yéu cau: Gi4 trj thu duge ciia
2 méu tréng khic nhau khong déng ké.

Xay dung dwong hdi quy tuyén tinh gitra d hip thy va log
nbng d6 dung dich thir va dung dich chuin heparin natri.
Xéc dinh hoat tinh khang yéu t6 Xa ctia ché phim theo don
vi IU/ml sir dung mé hinh dudng thing song song (Phu luc
13.10).

Yéu cau: Hoat tinh khang yéu t6 Ila cia heparin wéc tinh
dwoc phai dat tir 90 % dén 111 % so véi hoat tinh cong bo.
Gid1 han tin cdy cta gia tri hoat tinh wdc tinh nay (véi p=0,95)
phai dat tir 80 % dén 125 % so vdi hoat tinh cong bé.

Bio quﬁn

Trong d6 dung kin. Néu ché phim vé khuin, bio quan

trong d6 dung v6 khuin va dam bao ngan dugc sy xam
nhdp cua vi sinh vét.

Loai thubc
Thudc chong dong mau.

HEPTAMINOL HYDROCLORID

HaC NH,
. .Hcl
HO CH, H CH,
va dbng phan dbi quang
CgH]gNOHCl Pitl.: 181,7

Heptaminol hydroclorid 12 (6RS)-6-amino-2-methyl-
heptan-2-ol hydroclorid, phai chira tir 99,0 % den 101,0 %
CgH,oNO.HC], tinh theo ché pham da lam khé.

Tinh chét

Bot két tinh tring hay gan nhu tring.

Dé tan trong nuréc, tan trong ethanol 96 %, thuc té khong
tan trong methylen clorid.

Pinh tinh

C6 thé chon mot trong hai nhém dinh tinh sau:

Nhém I: A, D.

Nhom II: B, C, D.

A. Phd hﬁp thu hong ngoai (Phu luc 4.2) cta ché phim
phai phii hop véi phd hip thy héng ngoai ciia heptaminol
hydroclorid chuén.

B. O muc Tap chét lién quan, quan sat dudi anh sang ban
ngiy, dung dich thir (2) phai cho vét chinh c6 vi tri, mau



