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บทคัดยอ

 บทนํา: ปจจุบันมีการนําเขาโมโนโคลนอลแอนติบอดีซึ่งผลิตโดยเทคโนโลยีชีวภาพสูประเทศไทย
จาํนวนมาก และเนือ่งจากเปนยาโปรตนีซ่ึงมีกระบวนการผลติทีซ่บัซอนหากการควบคมุคณุภาพไมเพียงพอจะ
ทาํใหคณุภาพของยาไมสมํา่เสมอเกดิเปนไอโซฟอรม (isoforms) ทีอ่าจมผีลตอประสิทธภิาพและความปลอดภยั 
ดังน้ันจึงไดพัฒนาวิธีแคปลลารีไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิ่ง (capillary isoelectric focusing: cIEF) เพื่อการตรวจ
เอกลักษณของยาโดยอาศัยความแตกตางของจุดไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point: pI) ของโมเลกุลโปรตีน 
วธิดีาํเนินการวิจยั: ทาํการตรวจสอบความใชไดของวธิ ีcIEF โดยใชเครือ่งอิเลก็โทรโฟรซีสิแบบแคปลลาร ีPA 
800 Beckman Coulter ตามสภาวะที่กําหนด และใชยาโปรตีนชนิดโมโนโคลนอลแอนติบอดีและ granulocyte 
colony stimulating factor ในการศึกษา ผลการวิจัย: วิธี cIEF สามารถแยกโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกจาก 
peptide markers และโปรตีนอื่น ไดคา pI ที่จําเพาะมีความเที่ยงทั้งการวิเคราะหในวันเดียวกันและระหวางวัน
โดยมีรอยละของคาการเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) ของ pI ของพีคหลักนอยกวา 0.3 มีความคงทนที่
ดีแมเปลี่ยนผูวิเคราะห แคปลลารีและเจลตางรุนก็ไมมีผลกระทบตอความถูกตองของวิธี ไดคา %RSD ของ pI 
ของทกุพคีหลกันอยกวา 0.9 ผลการตรวจเอกลักษณของยาโมโนโคลนอลแอนตบิอดดีวยวธิทีีพ่ฒันาขึน้นีเ้ทยีบ
ไดกับสารมาตรฐานทั้งคา pI และลักษณะของพีค สรุปผลการวิจัย: ดังนั้นวิธี cIEF นี้จึงเหมาะสมในการนํามา
เปนหน่ึงในวิธีตรวจเอกลักษณยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีเพื่อการควบคุมยากอนและหลังจําหนายสูตลาด
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Abstract

 Introduction: Currently, many monoclonal antibodies produced by biotechnology are 
imported to Thailand. As protein drugs, their manufacturing process are complex; if quality control is 
inadequately performed, the drugs’ quality would be inconsistent. When isoforms occur, they may affect 
drug effi cacy and safety. Therefore, capillary isoelectric focusing (cIEF) was developed as identity
testing based on isoelectric point (pI) differences of protein molecules. Methods: Validation of cIEF 
using PA 800 Beckman Coulter was performed and protein drugs; monoclonal antibody
including granulocyte colony stimulating factor were used. Results: The validated conditions offered 
good separation of monoclonal antibodies from peptide markers, their specifi c pIs were shown. The 
results of both repeatability and reproducibility were precise; percent relative standard deviation (%RSD) 
for pIs of the main peaks was less than 0.3. Besides, this cIEF method was also robust; changes of 
analysts, a new capillary as well as a new lot of ampholyte did not affect its accuracy, the %RSDs for 
pIs of all the main peaks were less than 0.9. The identity test of monoclonal antibodies using this 
validated method gave comparable results to their reference materials including their pIs and peak 
patterns. Conclusion: Therefore, this cIEF method is suitable to use as one of the identity testing 
methods for quality control of monoclonal antibodies before and after distribution to market. 
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ว. เภสัชศาสตรอีสาน

บทนํา
 ผลติภณัฑยาชวีวตัถุ (biological products) 
ที่ผลิตโดยเทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือการรักษาโรค 
(biotechnological /biotherapeutic products) เปน
ยากลุมโปรตีน ไดแก โมโนโคลนอลแอนติบอดี 
(monoclonal antibody: mAb) granulocyte 
colony-stimulating factor (G-CSF) erythropoietin 
interferon รวมท้ังโปรตีนและเพปไทดสายสั้น 
(protein/peptide drugs) แตกตางจากยาท่ัวไป
เนื่องจากผลิตมาจากส่ิงมีชีวิต มีกระบวนการผลิตท่ี
ซับซอนจึงตองมีการออกแบบการผลิตและการ
ควบคมุอยางเขมงวดเพ่ือใหไดยาทีม่คีณุสมบัตติามที่
ออกแบบไว (Dubel, 2007; Roche, 2008; Shukla 
and Thommes 2010) อยางไรก็ตามระหวางขั้นตอน
การผลิต การทําใหบริสุทธิ์และการปรับแตงโมเลกุล
โปรตีนภายหลัง (post-translational modifi cation: 

PTM) ทาํใหไดโมเลกุลของโปรตีนทีม่คีวามหลากหลาย
แตกตางกัน (heterogeneity) ในแงของนํ้าหนัก 
ประจุ และคุณสมบัติบางอยาง ซึ่งจัดเปนสารเจือปน
จากตัวยา (product-related substances) โมเลกุลที่
แตกตางนีอ้าจทาํใหการทาํหนาทีแ่ละความคงทนของ
โมเลกุลยาตางไปจากที่กําหนดไวและอาจสามารถ
กระตุนภูมคิุมกนัในรางกายผูทีไ่ดรบัยาโปรตนีเหลานี้
ได (Jefferis, 2009; Kindt et al., 2006; WHO, 2013)

ความหลากหลายของโมเลกุลโมโนโคลนอลแอนตบิอดี
แบบหนึ่งท่ีพบเสมอคือ ความแตกตางของปริมาณ
ประจุบนผวิโมเลกลุโปรตนี (charge variants/isoforms) 

ซึ่งมี 2 แบบ คือ acidic form และ basic form เมื่อ
เทียบกับโมเลกุลหลัก (main form) (Righetti, 2004; 
Zhou et al., 2004) ดังนั้นเพื่อการควบคุมคุณภาพ
และความสมํ่าเสมอของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจาก
รุนสูรุน ผูผลติและภาครฐัจงึตองตรวจสอบเอกลกัษณ

เพื่อดูชนิดและปริมาณของ isoforms โดยทั่วไปนิยม
ใชเทคนิค ion exchange chromatography และ gel 
isoelectric focusing (IEF) แตมีขอเสียคือวิธีไมคอย

เสถยีรทาํใหผลการทาํซํา้ไมเหมาะสม ปจจบุนัจงึมกีาร
พฒันาวธิแีคปลลารไีอโซอเิลก็ทรกิโฟกสัซิง่ (cIEF) ซึง่
เปนเทคนิคที่งาย ทันสมัย และวิเคราะหไดรวดเร็ว
มีประสิทธิภาพสูงในการแยกสารจากความแตกตาง
ของประจุบนโมเลกุล
 cIEF เปนวธิกีารแยกสารจากคา isoelectric 
point (pI) ของโปรตีนท่ีมีประสิทธิภาพสูงประกอบ
ดวย 3 ขั้นตอนสําคัญ (Ph. Eur., 2011; USP36/
NF21) คือ loading step เปนการเติมสารผสม 
ampholytes ที่มีคุณสมบัติทําใหเกิดความแตกตาง
ของความเขมขนประจุหรือพีเอชอยูในชวง 3-10 

ลงในทอแคปลลาร ีขัน้ตอนที ่2 เปน focusing step โดย

ใหศักยไฟฟาสูง 25 kV เพื่อแยกโปรตีนแตละชนิดให
เคลื่อนในทอที่ ampholytes มีคาพีเอชเปน gradient 
โปรตนีทีม่คีา pI สงูกวาพเีอชจะมีประจบุวก โปรตนีที่
มีคา pI ตํ่ากวาจะมีประจุลบ เม่ือเคลื่อนที่ไปถึง
ตาํแหนงใดท่ีประจุรวมบนโมเลกุลเปนศนูย โปรตีนจะ
หยดุการเคลือ่น ณ จดุนีค้อืคา pI ของโปรตนีนัน้ๆ และ
ขัน้ตอนท่ีสาม mobilization step เปนขัน้ตอนท่ีโปรตีน
แตละชนดิจะเคล่ือนทีผ่านเครือ่งตรวจวัดไปตามลําดบั 
(chemical mobilization) โดยเพ่ิมศักย ไฟฟาสูงขึ้น
เปน 30 kV และแสดงผล electropherogram เปนพีค
ซึ่งมีความหมายทั้งตําแหนงซึ่งบอกเวลาที่ใชในการ
เคลื่อนที่ (migration time: MT) ความสูง (peak 

height) และพื้นที่ใตพีค (peak area) ที่บอกถึง
ปริมาณพีคที่ขนาดใหญหรือสูงที่สุดจะเปนพีคหลัก
(major peak/main peak) ซึง่จะเปนโปรตีนทีม่ปีรมิาณ

มากทีส่ดุและมกัจะมพีคีอืน่ประกอบตามชนดิขององค
ประกอบในตัวอยางท่ีวิเคราะหโดยพีคที่อยูดานขวา
ของพีคหลักจะมีคาพีเอชตํ่ากวาพีคหลักเรียกเปน 
acidic peak และในดานตรงกนัขามซึง่คาพเีอชสูงกวา
พีคหลักคือ basic peak ในการตรวจเอกลักษณของ

โปรตีนจะคํานวนหาคา pI ของตัวอยางจาก MT ซึ่ง
คา pI และ electropherogram ของตัวอยางตองตรง
กับสารมาตรฐานชนิดนั้นๆ ซึ่งเปนไปตามขอกําหนด
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ของยา (product specifi cation) หากคา pI หรือ MT 
รวมทั้งรูปแบบ electropherogram เปลี่ยนแปลงจาก
เดิมหรือแตกตางจากสารมาตรฐานจะทําใหทราบวามี
ความผิดปกติหรือการปนเปอนของยาโปรตีนนั้น 

(Little et al., 2006; Zhou et al., 2004) ซึ่งสาเหตุอาจ
เกิดจากโครงสรางที่เปลี่ยนแปลงไป เชน จากลําดับ
กรดอะมิโนที่แตกตางหรือเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
เคมีของโมเลกุลหลังการผลิต (PTM) หรือในระหวาง
การเก็บรักษาเปนเวลานาน เนื่องจากความไมคงตัว
ของยาโดยที่ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์อาจเปน
ไปตามเกณฑและการตรวจสอบการออกฤทธ์ิของยา
อาจไมพบการเปล่ียนแปลงน้ี สถาบันชีววัตถุในฐานะ
หองปฏิบัติการควบคุมกํากับยาชีววัตถุของรัฐจึงได
พัฒนาและตรวจสอบความใชไดของวิธี cIEF เพ่ือนํา
มาเปนหนึง่ในวิธมีาตรฐานของประเทศนอกเหนือจาก
วิธีอื่นๆ ในการตรวจสอบเอกลักษณและประเมิน
คุณภาพยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีประกอบการ
ขึ้นทะเบียนตํารับและเฝาระวังความปลอดภัยหลัง
จําหนาย

วิธีดําเนินการวิจัย
 เครือ่งมอือุปกรณและสภาวะการทาํงานของ
เครื่องมือ
 เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบแคปลลารี 
(capillary electrophoresis: CE) PA 800 Plus

Pharmaceutical Analysis System (Beckman Coulter, 
USA) ประกอบดวยชุดคอมพิวเตอร และโปรแกรม
ประมวลผล 32 Karat Software version 9.1 patch 
และ PA 800 plus Software version 1.1 patch, 

มีเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงชนิด UV 280 nm และ
แคปลลารแีบบ neutral-coated ขนาดเสนผาศนูยกลาง
ภายใน 50 mm ความยาวทั้งหมด (L) 30.2 cm, 
เครื่องปนเหว่ียงแบบความเร็วสูง (Micro-Centrifuge 
II, Lab tech), เคร่ืองเขยาสาร (Vortex Genie II, 

Scientifi c Industries )

 สารละลาย และสารมาตรฐาน
 สารละลาย: cIEF gel (Beckman Coulter 
# 477479), Anolyte (200 mM Phosphoric Acid), 
Catholyte (300 mM Sodium Hydroxide), Chemical 

Mobilizer (350 mM Acetic Acid), Cathodic Stabilizer 
(500 mM Arginine), Anodic Stabilizer (200 mM 
Iminodiacetic Acid), Urea Solution (4.3 M Urea), 
3 M Urea- cIEF Gel, Pharmalyte 3-10 carrier 
ampholytes (GE Healthcare # 17-0456-01)
 โปรตีนอางอิงมาตรฐาน cIEF Peptide 
Markers: pI 10.0, 9.5, 7.0, 5.5, 4.1 (Beckman 
Coulter # A58481) 
 สารมาตรฐาน: สารมาตรฐานโมโนโคลนอล
แอนติบอดี 3 ชนดิ คอื mAb A, B และ C และ G-CSF 
จากบรษิทัผูผลติ คอื Amgen, Centocor B.V. Leiden, 
Bristol-Myers Squibb, และ F. Hoffmann-La Roche 
ตามลําดับ
 ตัวอยาง
 ยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีจํานวน 3 ชนิด 
(mAb A, B และ C) และ G-CSF จํานวน 1 ชนิด จาก
บริษัทผูผลิตเดียวกับสารมาตรฐาน

 การเตรียมตัวอยาง
 เตรียมตัวอยางและสารมาตรฐาน (Mack 

et al., 2008)
 เตรยีม micro tube 2 หลอด สาํหรับตวัอยาง
และสารมาตรฐาน แลวเติมสารเหลานี้ลงในหลอด
ทั้ง 2 คือ 3 M urea-cIEF Gel ปริมาตร 200 uL carrier 
ampholytes ปริมาตร 12.0 uL cathodic stabilizer 

ปริมาตร 20.0 uL anodic stabilizer ปริมาตร 2.0 uL 
และ pI มาตรฐาน 2 ชนิด ที่มีคา pI ใกลเคียงกับ
ตัวอยางท่ีสุดชนิดละ 2.0 uL ผสมใหเขากันโดยใช 

vortex mixer ประมาณ 15 วินาที จากนั้นเติมสาร
มาตรฐานและตัวอยาง ที่มีความเขมขน 10 mg/mL 
ปริมาตร 10 uL ลงในหลอดที่ 1 และ 2 ตามลําดับ 
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ผสมใหเขากัน นําไปปนในเคร่ืองปนเหว่ียงความเร็ว
รอบ 6,600 rpm ประมาณ 20 วินาที เพ่ือใหฟอง
อากาศหายไปกอนทําการทดสอบ

 เตรียมโปรตีนอางอิงมาตรฐาน (cIEF 
peptide markers)

 ปเปต 3 M urea-cIEF Gel ปริมาตร 200 uL 
ใสใน micro tube แลวเติม pharmalyte 3-10 
carrier ampholytes ปริมาตร 12.0 uL cathodic 
stabilizer ปริมาตร 20.0 uL anodic stabilizer 
ปริมาตร 2.0 uL จากน้ันเติม pI markers 10.0, 9.5, 
7.0, 5.5 และ 4.1 ชนิดละ 2.0 uL ผสมใหเขากัน 
นาํไปปนในเคร่ืองปนเหว่ียงความเร็วรอบ 6,600 rpm 

ประมาณ 20 วินาที เพื่อใหฟองอากาศหายไปกอน
ทําการทดสอบ 

การวเิคราะหคาทางสถติ ิใชโปรแกรม Excel 
version 2007 ในการคํานวนคา SD
 การตรวจสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห 
(Method validation) เพือ่ตรวจสอบความใชไดของวธิี
ตามสภาวะที่กําหนดนี้ โดยพิจารณาความเที่ยงและ
ทดสอบความคงทนของวิธีจากการเปล่ียนแปลงรุน
ของเจล และทอแคปปลลาร ีรวมทัง้นกัวเิคราะหวาอยู
ในระดับท่ียอมรับได โดยฉีดสารตัวอยางและสาร
มาตรฐานท่ีเตรียมไวเขาเคร่ือง CE (รายละเอียด
ดังตารางที่ 1) (Mack et al., 2008)

ตารางที่ 1 สภาวะของเคร่ือง CE ที่ใชสําหรับทดสอบความใชไดของวิธี cIEF ในขั้นตอนตางๆ

step# Time(min) event value duration comments

rinse-pressure 50.0 psi 3.00 min urea solution (4.3 M Urea) rinse

rinse-pressure 50.0 psi 2.00 min water rinse

inject-pressure 25.0 psi 99.0 sec sample injection

wait 0.00 min water dip

0.00 separate-voltage 25.0 kV 15.00 min focusing step

15.00 separate-voltage 30.0 kV 30.00 min chemical mobilization step

45.00 stop data stop cIEF separation

45.10 rinse-pressure 50.0 psi 2.00 min water rinse

47.20 wait 15.0 kV 0.00 min water dip

47.30 end method end

ผลการวิจัย
 ผลการทดสอบความเท่ียง เมื่อวิเคราะห
ตวัอยางโมโนโคลนอลแอนติบอดชีนิด A จาํนวน 6 ซํา้ 
ในวันเดียวกันไดคา pI และ MT ตรงกันทั้ง 6 ซํ้า และ

วเิคราะหตวัอยางเดยีวกนัซํา้ 3 วนัในสภาวะเดียวกนั 
ไดคา pI ของพีคหลักมี %RSD นอยกวา 0.3 (ราย

ละเอียดดังตารางที่ 2) 
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ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความเที่ยงในการวิเคราะหตัวอยางโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด A

Parameters

pI value

peak 1

(basic)

peak 2

(basic)

Main

peak

peak 3

(acidic)

repeatability (day 1) N = 6 Average 8.85 8.65 8.37 8.22

%RSD 0.06 0.06 0.10 0.06

repeatability (day 2) N = 6 Average 8.84 8.61 8.39 8.23

%RSD 0.00 0.06 0.05 0.05

repeatability (day 3) N = 6 Average 8.84 8.63 8.38 8.23

%RSD 0.07 0.26 0.05 0.09

intermediate precision,
between-days 3 days N = 18

Average 8.84 8.63 8.38 8.23

%RSD 0.06 0.02 0.11 0.10

 ผลการทดสอบความคงทนของวิธเีมือ่เปล่ียน
นักวิเคราะห ใชเจลตางรุนและเปล่ียนทอแคปลลารี 

คา  pI  ของพีคหลักมี  %RSD นอยกวา  0.9 
(รายละเอียดดังตารางที่ 3)

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบความคงทนเมื่อเปลี่ยนนักวิเคราะห เจลตางรุนและทอแคปลลารี

Parameters

pI value

peak 1
(basic)

peak 2
(basic)

Main
peak

peak 3
(acidic)

robustness ตางนักวิเคราะห N = 6 Average 8.75 8.52 8.31 8.11

%RSD 0.18 0.18 0.15 0.30

robustness เจลตางรุน N = 6 Average 8.81 8.61 8.35 8.20

%RSD 0.36 0.36 0.43 0.38

robustness ตางทอแคปลลารี N = 6 Average 8.79 8.57 8.34 8.16

%RSD 0.62 0.76 0.48 0.83

 เม่ือเปรียบเทียบวิธีวิเคราะห cIEF ระหวาง
วิธีนี้กับวิธีที่ตีพิมพแลว (รายละเอียดดังตารางท่ี 4) 

พบวาใหคาความเปนเสนตรงและความเท่ียงอยูใน
เกณฑที่สอดคลองกัน
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ตารางที่ 4  การเปรียบเทียบสภาวะการวิเคราะหของวิธีนี้กับวิธีที่ตีพิมพ

Column Detector
nm

Focusing 
step

Mobilization 
step

Samples Linearity
(r2)

Reproducibility
(%RSDs

of pI value)

Ref.

Neutral coated, 
50 μm i.d. x 30.2 cm 

280 25.0 KV
15 min

30.0 KV
30 min

mAb > 0.999 >1% วิธีนี้

Dimethyl siloxane coated, 
50 μm i.d. x 47 cm 

280 30 KV
8-20 min

30 KV
20 min

rIgGs*  0.991 >3% Tang S.

bioCAP LPA capillary,
50 μm i.d. x 24 cm 

280 10,15,20 KV 
6 min

10,15,20 KV
20 min

mAb > 0.99 ≥2% Hunt G. 
(1998)

bioCAP LPA capillary, 
50 μm i.d. x 24 cm 

UV 625 V/cm
5 min

625 V/cm
17 min

mAb > 0.99 >1% Hunt G. 
(1996)

Neutral coated, 
50 μm i.d. x 30.2 cm 

280 25.0 KV
15 min

25.0 KV
30 min

mAb > 0.999 >1% Maeda E.

Neutral coated, 
50 μm i.d. x 31 cm 

280 580 V/cm
8 min

645 V/cm
28 min

mAb > 0.99 >1% Santora 
L.C.

*rIgGs = recombinant immunoglobulin G

 เมือ่วเิคราะหตวัอยางโมโนโคลนอลแอนติบอด ี
และ G-CSF เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ตาม
สภาวะของวิธี cIEF ที่ไดตรวจสอบความใชไดนี้แลว 

พบวาตัวอยางโมโนโคลนอลแอนติบอดชีนดิ B และ C 
และ G-CSF ได electropherogram และ คา pI ตรง
กบัสารมาตรฐานชนดินัน้ๆ (รายละเอยีดดงัรปูท่ี 1-2)

 
รูปที่ 1 Electropherogram ของสารมาตรฐานและตัวอยาง mAb ชนิด B และผลการฉีดทั้ง 6 ครั้ง (ในกรอบ)
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รูปที่ 2  Electropherogram ของสารมาตรฐานและตัวอยาง mAb ชนิด C และผลการฉีดท้ัง 6 ครั้ง (ในกรอบ)

อภิปรายและสรุปผลวิจัย
 วิธี cIEF นี้เปนวิธีวิเคราะหหนึ่งที่ระบุใน
ตํารายาสากล (Ph. Eur., 2011; USP, 2013) สําหรับ
การตรวจเอกลกัษณ ความบรสิทุธิแ์ละความคงตวัของ 
biotechnological products ซึ่งตํารายาจะระบุเพียง
หลักการของวิธี สวนรายละเอียดนั้นขึ้นกับชนิดของ
เครื่องมือและการประยุกตใชกับชนิดของตัวอยาง ใน
การประเมินความใชไดของวิธี cIEF ของการศึกษานี้
อาศยัหลกัการทีร่ะบใุนตาํรายาเพือ่ทดสอบความเทีย่ง 
ความเปนเสนตรงและความคงทนของวิธี ซึ่งพบวามี
ความเทีย่งดจีาก %RSD ของ pI ของพคีหลกัจากการ

ฉีดซ้ํานอยกวา 0.3 วิธี cIEF นี้มีความคงทนท่ีดีการ
เปลี่ยนผูวิเคราะห แคปลลารีและเจล ไมมีผลกระทบ
ตอผลการวิเคราะห นอกจากนี้ baseline ของ 

electropherogram ที่ไดมีลักษณะเปนเสนเรียบมี 
noise ตํ่าแสดงถึงความเสถียร และมีการแยกที่ดี 
พีคหลักของโมโนโคลนอลแอนติบอดี (รูปท่ี1-2) 
ทีป่รากฏมีลกัษณะสมมาตรและไมเปน tailing ผลการ
ตรวจสอบความใชไดในภาพรวมจากคาทางสถิติของ

ยนืยนัวาวธินีีม้คีวามเหมาะสมในการนาํไปใช และจาก
ขอมูลการวิเคราะห pI ของ mAb ดวย cIEF ของงาน
ที่ตีพิมพแลว (ตารางที่4) ซึ่งแตกตางในแงของ

เครื่องมือเชน ชนิดและความยาวของคอลัมภและ
รายละเอียดของสภาวะวิธพีบวาวธินีีใ้หคาความนาเชือ่ถอื

ทางสถิติเหมาะสมสอดคลองกัน
 เมือ่ทดสอบตวัอยางยาโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี
ซึ่งเปนยาสําเร็จรูปที่ยื่นขอขึ้นทะเบียนเพื่อจําหนาย
ในประเทศ เม่ือนํามาศึกษายังอยูในอายุของยาโดย
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 2 - 8 °C โมโนโคลนอล
แอนติบอดีทัง้ชนดิ B และ C มขีนาดน้ําหนกัประมาณ 
150 kDa ใชรักษาโรคตางชนิดกัน ผลการวิเคราะห
ตัวอยางดวยวิธีที่ตรวจสอบความใชไดแลวนี้ พบวา

สามารถแยกไอโซฟอรมของโปรตีนไดด ีโมโนโคลนอล
แอนติบอดีชนิด B ปรากฎพีคหลักเพียงพีคเดียว 

ม ีpI ที ่7.7 (รปูท่ี 1) ในขณะท่ีโมโนโคลนอลแอนติบอดี
ชนิด C (รูปที่ 2) มี 7 ไอโซฟอรม ซึ่งมีคา pI ตางกัน
เพียงเล็กนอย คือ 7.3, 7.4, 7.5, 7.7, 7.9, 8.2 และ 
8.4 โดยมี electropherogram และคา pI ตรงกับสาร

มาตรฐาน และจาก pI ของตัวอยางทั้ง 2 ชนิดมีคา
นอยกวา 9.0 ดังนั้น ampholytes ที่เลือกใชซึ่งมีคา 
pH 3 - 10 นีจ้งึเหมาะสมสามารถใหการแยกไอโซฟอรม
ของตัวอยางโมโนโคลนอลแอนติบอดีได รวมทั้ง
โปรตีนอางอิงมาตรฐานท่ีใชมีพีเอช 4.1 - 10.0 

ครอบคลมุคา pI ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีศ่กึษา 
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นอกจากนีส้ภาวะทีก่าํหนดยงัมคีวามจาํเพาะสามารถ
แยกโมโนโคลนอลแอนติบอดีออกจากยา G-CSF ที่
เติมลงไปซ่ึงมีนํ้าหนักใกลเคียงกันคือ 18.8 kDa ได 
(ไมแสดงขอมูล) 
 เทคนิค cIEF ที่พัฒนาขึ้นนี้มีประสิทธิภาพ
ในการแยกโมเลกุลท่ีมี pI ใกลเคียงกันได และยัง
สะดวกรวดเร็วจากชุดเครื่องมืออัตโนมัติ เหมาะสมที่
จะใชเปนวิธีมาตรฐานอีกวิธีหนึ่งท่ีจะใชตรวจสอบ
เอกลักษณของยาโปรตีนรวมกับเทคนิคอื่นซึ่งเปน
เร่ืองสําคัญและจําเปน
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