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บทคัดย่อ
 ปจจุบันไดเริ่มมีการผลิตยาชีววัตถุฟลแกรสติมขึ้นเองในประเทศ การควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ
ฟลแกรสติมจึงมีความจําเปน การตรวจสอบความแรงดวยวิธีเพิ่มจํานวนเซลล (cell proliferation) เปนที่นิยมใช
ในหลายประเทศ ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบความถูกตองของวิธีในพารามิเตอรตาง ๆ ไดแก 
ความจําเพาะ ความแมน ความเที่ยงทั้งการทดสอบซํ้าในวันเดียวกันและตางวัน ความเปนเสนตรงและความคงทน
ของวิธี ผลการศึกษาความจําเพาะพบวา มีเฉพาะสารมาตรฐานและยาฟลแกรสติมเทานั้นที่กระตุนใหเซลล 
adapted M-NSF-60 เกิดการแบงตัวเพิ่มจํานวนเมื่อเทียบกับ formulation buffer และเมื่อทดสอบความแมน
โดยวัดคาความแรงของยาฟลแกรสติมของสารมาตรฐานที่ %relative potency ที่ 50% 100% และ 200% 
พบวาคา %recovery อยูในเกณฑที่กําหนดระหวาง 80-125% ความเที่ยงของวิธีใหคา %GCV นอยกวา 25%  
สวนความเปนเสนตรงและชวงการวิเคราะห ใหคา r2 = 0.9979 โดยมีชวงการวิเคราะหที่เหมาะสมอยูระหวาง 
50–200% relative potency สวนความคงทนของวธิทีาํโดยเปลีย่น passage number ของเซลลและ incubation 
time ในการทดสอบ พบวาสามารถใช cell passage ในชวงต้ังแต passage ท่ี 4-20 และ incubation time 
ท่ี 27 และ 29 ชั่วโมง โดยคา %GCV นอยกวา 25%  นอกจากนี้คาที่ไดไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่
ระดบัความเชือ่มัน่ 95% (p = 0.11) จากขอมูลทัง้หมดแสดงวาวธิ ีcell proliferation มคีวามจาํเพาะ ความแมน 
ความเที่ยง และมีความคงทนของวิธีวิเคราะห จึงมีความเหมาะสมในการนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานในการวิเคราะห
ความแรงของ ฟลแกรสติม
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Abstract
 Nowadays, biosimilar filgrastim is being to produce in domestic, quality control of filgrastim 
products is therefore necessary. The strength examination by using a cell proliferation method is 
common used in many countries. The study aimed to measure the accuracy of the methods in 
various parameters which include: specificity, accuracy, precision, linearity, and robustness. The 
results showed that this method revealed specificity to only filgrastim standard and samples. 
They were able to trigger the proliferation of adapted M-NSF-60 cells when compared with the 
formulation buffer. For the accuracy, the relative potency of filgrastim standard at 50, 100, and 
150% was analyzed and showed that the %recovery were within the acceptance criteria from 80 
to 125%.  The precision of the method was less than 25% of GCV.  Linearity and range exhibited 
the r2 = 0.9979 in the suitable range at 50-200% of relative potency.  The robustness of the method 
was tested by modifying the passage numbers of cells and the incubation time.  The robustness 
indicated that the 4 to 20 passage numbers of cells was able to use and incubation time by 27 
and 29 hours, whereas %GCV was less than 25% at 95% confidence level (p = 0.11).  All of the 
results confirmed that the cell proliferation method had the specificity, accuracy, precision, and 
robustness.  It is clear that this method is suitable to use as a standard method for the potency 
test of filgrastim products.
Key words: cell proliferation, filgrastim, potency

บทนํา
 ฟลแกรสติม (filgrastim) เปนยาชีววัตถุ 
ทีผ่ลติจากส่ิงทีม่ชีีวิตโดยใชเทคโนโลยชีวีภาพในการผลติ 
จึงมีความแปรปรวนของการผลิตสูง filgrastim หรือ 
Granulocyte Colony Stimulating Factor (G-CSF) 
เปน glycoprotein ท่ีมบีทบาทสาํคัญในการเพิม่จํานวน
และแบงตัวของเซลลตนกําเนิดเม็ดเลือด จึงใชเพ่ือลด
ระยะเวลาการเกดิภาวะเมด็เลอืดขาวชนดินวิโตรฟลตํา่ 
ปจจุบันมีการผลิตยาชีววัตถุคลายคลึง (biosimilars) 
ของยาฟลแกรสติมในหลายประเทศเนือ่งจากยาชวีวตัถุ
ตนแบบ (originator หรือ innovator drug) ครบ
ระยะเวลาของสิทธิบัตรแลว ซึ่งยา biosimilars จะมี
ความคลายคลึงในแงคุณภาพ ความปลอดภัย และ
ประสิทธิภาพกับยาชีววัตถุตนแบบ ในปจจุบันยา 
biosimilars นํามาใชเรียกเฉพาะกับผลิตภัณฑชีววัตถุ
ประเภทโปรตีนที่ไดมาจากกระบวนการเทคโนโลยี
ชีวภาพเทานั้น เพราะเปนผลิตภัณฑที่สามารถทําให

บริสุทธิ์ไดสูงและสามารถตรวจสอบคุณลักษณะไดเปน
อยางดี ตามหลักการแลวประโยชนที่ไดจากการผลิตยา
กลุมนี้จะทําใหลดตนทุนการผลิตไดมาก ราคายาจะ
ถูกลงเมื่อเทียบกับยาตนแบบ ทําใหมีการเขาถึงยาได
มากขึ้น(1) ปจจุบันยาชีววัตถุฟลแกรสติมมีการผลิต
ในประเทศ หนวยงานควบคุมกํากับคุณภาพในหอง
ปฏิบัติการของประเทศจําเปนตองทดสอบเพื่อยืนยัน
ในคณุภาพของยาชวีวตัถุเหลานี ้ทีสํ่าคญัคอืการตรวจสอบ
ความแรงของผลติภัณฑเพือ่บงบอกวายา biosimilars นี ้
มีความสามารถในการรักษาไดหรือไม ซึ่งวิธีทดสอบ
ความแรงของยา biosimilars โดยสวนใหญจะวัดโดย
ชีววิธีในหลอดทดลอง (in vitro bioassay) ใน 2 วิธี 
คือ receptor-binding assays และ cell-based 
functional assays หรอื cell proliferation assay (2) 
สําหรับวิธีทดสอบความแรงของยา Filgrastim จะวัด
การเพิ่มจํานวนของเซลล (cell proliferation) 
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ที่ตอบสนองตอ G-CSF ซึ่งเซลลที่ใชมีหลายชนิด
แตกตางกันรวมท้ังวิธีการทดสอบ ระดับความเขมขน
ของยาและวิธีการอานผลการทดสอบซึ่งสามารถวัดคา 
luminescence หรอื colorimetric หรอื fluorescence 
ขึ้นอยูกับสารตั้งตน (substrate) ที่ใชเปนชนิดใด(3,4) 
ดังน้ันผูวจิยัจงึพฒันาหาสภาวะทีเ่หมาะสมของวธิ ีcell 
proliferation และทดสอบความถูกตองของวธีิทดสอบ
ความแรงของยาฟลแกรสติมเพื่อใชเปนวิธีมาตรฐาน
ของประเทศตอไป 

ระเบียบวิธีการวิจัย
 สารมาตรฐานและตัวอยางยาฟลแกรสติม 
 สารมาตรฐานที่ใชเปน Filgrastim USP 
reference standard ความเขมขน 0.98 mg/ml 
(lot no. F0L526) จัดซื้อจาก U.S. Phamacopeia 
สวนตัวอยางยาฟลแกรสติมที่นํามาศึกษามาจากหลาย
บริษัทผูผลิตประกอบดวย ยี่หอ A ขนาด 30 Milli 
International Units (MIU)/ml และ 48 MIU/ml 
ย่ีหอ B ขนาด 30 MIU/ml ยี่หอ C ขนาด 30 MIU/
0.5 ml และยี่หอ D ขนาด 30 MIU/0.5 ml จํานวน 
6 ตัวอยางตอยี่หอ
 เซลลเพาะเลี้ยง
 เซลล Mouse Mus musculus myelogenous 
leukemia, M-NSF-60 (ATCC® CRL-1838™) 
เปนเซลลที่ตอบสนองตอ interleukin 3 (IL-3) และ 
G-CSF โดยไดปรับสภาพเซลล (adapt) ใหมีความไว
สําหรับการทดสอบโดยการกระตุนเซลลดวย G-CSF 
ความเขมขน 1 ng/ml
 เครื่องมือและอุปกรณ
 เครื่องอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Micro
plate luminometer) รุน Orion L ของ Titertex 
Berthold ประเทศเยอรมัน กลองจุลทรรศนแบบ
อินเวอรท (Inverted microscope) รุน CK2 ของ 
Oympus ประเทศญ่ีปุน ตูชีวนิรภัย (Biological 
Safety Cabinet) ตูอบเพาะเชื้อแบบใช CO2 (CO2 
Incubator) อุณหภูมิ 37 ± 1ºC รุน Galaxy 170R 
ของ New Brunswick ประเทศเยอรมัน ไมโครเพลท

สีขาวกนแบน 96 หลุม มีกนเพลทใส ผลิตภัณฑของ 
Corning ประเทศสหรัฐอเมริกา
 สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อ
 RPMI medium 1640 (Cat. No. A10491-01, 
Gibco) ผลิตภัณฑของ Thermo Fisher Scientific 
ประเทศสหรัฐอเมริกา Heat-inactivated Fetal 
Bovine Serum (Cat. No. 26140-079, Gibco) 
ผลิตภัณฑของ Thermo Fisher Scientific ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 2-Mercaptoethanol (Cat. No. 
21985-023, Gibco) ผลติภณัฑของ Thermo Fisher 
Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา CellTiter-Glo 
Luminescent Cell Viability Assay (Cat. No. G7572) 
ผลิตภัณฑของ Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา
 วิธี Cell proliferation 
 การตรวจสอบความแรงของยาฟลแกรสตมิ(5) 
จะวดั cell proliferation หลงักระตุนเซลล adapted 
M-NSF-60 จาํนวน 5 x 103 cells/50 µl/หลุม ในเพลท 
96 หลุม ดวยตวัอยางยาและสารมาตรฐาน ทีค่วามเขมขน
เริ่มตน 0.5 ng/ml จากนั้นเจือจางเปน two folds 
serial dilution (จํานวน 8 dilutions) แลวดูดใส
ในเพลทที่มีเซลลปริมาตร 50 µl /หลุม ความเขมขน
สุดทายในเพลทของตัวอยางมีคาเทากับ 0.001953, 
0.0039062, 0.0078125, 0.015625, 0.03125, 
0.0625, 0.125 และ 0.25 ng/ml และนาํไปบมที ่37 ºC 
ในสภาวะที่มี CO2 5% เปนเวลา 29 ชั่วโมง โดยมีสาร
มาตรฐาน G-CSF ท่ีความเขมขน 10 ng/ml เปน 
positive control และ assay medium เปน negative 
control เมื่อครบเวลาวัด cell proliferation โดยใช
ชดุนํา้ยาทดสอบสาํเรจ็รปู CellTiter-Glo® Luminescent 
Cell Viability Assay (Promega, USA) โดยเติม 
CellTiter-Glo solution ปริมาตร 100 µl/หลุม 
แลวนาํไปวดัคา luminescence ดวยเครือ่ง Microplate 
luminometer รุน Orion L (Titertex Berthold, 
Germany) วเิคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม Bioassay 
Assist โดยใช Parallelline model รายงานผล
การทดสอบเปนคา relative potency คาํนวณคาเฉลีย่
เรขาคณิต (Geometric Mean: GM), สวนเบี่ยงเบน
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มาตรฐานเรขาคณติ (Geometric Standard Deviation: 
GSD) และคาสมัประสทิธิค์วามแปรปรวน (% Geometric 
Coefficient of Variation: %GCV)
 การตรวจสอบความถูกตองของวิธี
 ทาํการทดสอบความจาํเพาะ ความเทีย่งตรง 
ความถูกตอง ความเปนเสนตรงชวงการวิเคราะหและ
ความคงทน
 ความจําเพาะ (specificity) โดยการกระตุน 
adapted M-NSF-60 cell lines ดวยสารมาตรฐาน 
ยาฟลแกรสตมิยีห่อตาง ๆ และ formulation buffer 
ของยา Filgrastim แตละยี่หอทําการทดสอบ 3 ซํ้า
ทําการวิเคราะหตางวัน
 ความเที่ยงตรง (precision) ตรวจสอบใน 
2 หวัขอ ไดแก การทาํซํา้ในวนัเดยีวกนั (repeatability) 
ทดสอบความเที่ยงโดยวิเคราะหคาความแรงของยา
ฟลแกรสติม ยี่หอ A รุนการผลิตเดียวกันจํานวน 6 
ตัวอยาง ทําการวิเคราะหในวันและเวลาเดียวกัน โดย
ผูวเิคราะหคนเดยีว วิเคราะหหา % GCV และการทําซํา้
ตางวัน (intermediate precision) โดยวิเคราะหคา
ความแรงของยาฟลแกรสตมิ ย่ีหอ A รุนการผลิตเดียวกนั
จาํนวน 3 ซ้ํา ทาํการวเิคราะหตางวันกันโดยผูวิเคราะห 
2 คน วเิคราะหหา %GCV โดยมีเกณฑยอมรบั %GCV 
นอยกวา 25%
 ความถูกตอง (accuracy) ตรวจสอบคา
รอยละการคืนกลับ (%recovery) ของคาความแรง
ของ Filgrastim USP reference standard ทีเ่ตรยีม
ใหมีความเขมขนคิดเปน 50% (0.25 ng/ml), 100% 
(0.5 ng/ml) และ 200% (1 ng/ml) ทําการทดสอบ 
3 ซํ้า ท่ีเปนอิสระตอกัน คํานวณ %recovery ดังนี้ 
%recovery = (คาเฉลี่ยของ %relative potency 
ที่วัดได / %relative potency ที่ทราบคา) x 100 
โดยเกณฑยอมรับ %recovery เทากับ 80-125%
 ความเปนเสนตรงและชวงการวิเคราะห 
(linearity and range) ตรวจวิเคราะหคาความแรง 
Filgrastim USP reference standard ที่เตรียม
ใหมีคาความเขมขนคิดเปน 50% (0.25 ng/ml), 

75% (0.375 ng/ml), 100% (0.5 ng/ml), 150% 
(0.75 ng/ml) และ 200% (1 ng/ml) ทาํการทดสอบ 
3 ซ้ําเปนอิสระตอกัน วิเคราะหหาคาสัมประสิทธิ์
ความสัมพันธ (correlation coefficient; r2) และ 
%GCV โดยมีเกณฑยอมรับ r2≥ 0.990 และ %GCV 
นอยกวา 25%
 ความคงทน (robustness) โดยการเปลี่ยน-
แปลงสภาวะของการทดสอบทีอ่าจสงผลตอการวเิคราะห
คือ เปลี่ยน passage number ของเซลลที่ใชในการ
วิเคราะหคาความแรงยา และนําผลการวิเคราะห
มาคํานวณคา % GCV โดยมีเกณฑยอมรับ %GCV 
นอยกวา 25%
 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 วิเคราะหและแสดงโดยสถิติเชิงพรรณนา 
ไดแก GM GSD และ %GCV โดยใชสูตรคํานวณ
ตอไปนี้

ผลการศึกษา 
 การตรวจสอบความถูกตองของวิธี
 ความจาํเพาะของวธิ ีโดยการกระตุน adapt 
M-NSF-60 cell lines ดวย ยา Filgrastim ยีห่อตางๆ 
และ formulation buffer ของยาฟลแกรสติมแตละ
ยี่หอ ทําการทดสอบ 3 ครั้งตางวันกัน พบวา มีเฉพาะ
ตวัอยางยาฟลแกรสตมิ ยีห่อ A, B, C และ D สามารถ
กระตุนการเพิม่จาํนวนของเซลลตามระดบัความเขมขน
ที่เพิ่มขึ้นได โดยมีคาเฉลี่ยของ %relative potency 
เทากับ 116.5%, 93.1%, 117.0% และ 108.6% 
ตามลําดับ ในขณะที่ formulation buffer ของยา
ทุกยี่หอ ไมสามารถกระตุนใหเกิด cell proliferation 
ดังตารางที่ 1
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  ความเท่ียงของวธิ ีในหวัขอ repeatability 
เมื่อทําการวิเคราะหคาความแรงของยาฟลแกรสติม 
ย่ีหอ A รุนการผลติเดยีวกนัจาํนวน 6 ตวัอยาง ทําการ
วเิคราะหในวันและเวลาเดยีวกนั โดยผูวเิคราะหคนเดยีว 
พบวา %relative potency อยูในชวงคา 85.3 – 
112.2%, GM±GSD เทากับ 102.4 ±1.11% และ 
%GCV เทากบั 10.11 ดงัตารางที ่2 สําหรบัการศกึษา 

intermediate precision ของผูวเิคราะหคนที ่1 พบวา 
%relative potency มีคาอยูในชวง 92.6–113.7% 
GM±GSD เทากับ 102.1 ±1.11% และ %GCV เทากับ 
10.37 ผูวิเคราะหคนที่ 2 พบ % relative potency 
อยูในชวง 90.97–106.4% GM ± GSD เทากบั 100.0 
±1.09% และ %GCV เทากับ 8.32 ดังตารางที่ 3

ตารางที่ 1 ความจําเพาะของวิธี Cell proliferation ในการวิเคราะหความแรงของยาฟลแกรสติมและ formulation 
buffer โดยทดสอบตางวัน

*เซลลไมเกิดการเพิ่มจํานวน

Formulation BufferRelative potency % relative potencyครั้งที่ยี่หอ

  - *
-
-

-
-
-

-
-
-

-
-
-

0.63891
0.56203
0.55022
0.5824

0.48020
0.48297
0.43463
0.4654

0.62628
0.63616
0.50244
0.5850

0.57848
0.55911
0.49428
0.5427

127.8
112.4
110

116.5

96
96.6
86.9
93.1

125.3
127.2
100.5
117.0

115.7
111.8
98.9
108.6

A

B

C

D

1 
2 
3 
GM
GSD =. 1.08 %GCV = 8.10
1 
2
3 
GM
GSD =. 1.06 %GCV = 5.93
1 
2 
3 
GM
GSD =. 1.14 %GCV =13.25
1
2
3
GM
GSD =. 1.09 %GCV =8.29

ตารางที่ 2 ความเที่ยงตรงของวิธี Cell proliferation ในการทดสอบความแรงของยาฟลแกรสติมโดยการทดสอบ
ในวันและเวลาเดียวกัน

Relative potency % relative potencyครั้งที่

0.48974
0.56108
0.52746
0.54980
0.42667
0.53067
0.5121

97.9
112.2
105.5
110.0
85.3
106.1
102.4

1
2
3
4
5
6
GM
GSD = 1.11. %GCV = 10.11
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 ความถกูตองของวธีิ แสดงดวยคา %recovery 
โดยในตวัอยางทีเ่ตรยีมใหมคีาความแรงของ Filgrastim 
USP reference standard ที่ expected relative 
potency เทากับ 50%, 100% และ 200% พบวา
ตัวอยางที่ expected relative potency ที่ 50% 
สามารถตรวจคาความแรงไดคา GM เทากับ 47.6% 
และ %recovery เทากับ 95.2% ขณะที่ตัวอยางท่ี 

expected relative potency ท่ี 100% สามารถ
ตรวจไดคา GM เทากับ 100.3% และ %recovery 
เทากับ 100.3% และเมือ่ตัวอยางที ่expected relative 
potency เปน 200% สามารถตรวจคาความแรงได
คา GM เทากับ 223.5 และ %recovery เทากบั 111.8% 
ดังตารางที่ 4

 ความเปนเสนตรงและชวงการวิเคราะห 
โดยวิเคราะหคาความแรง Filgrastim reference 
standard ท่ีเตรียมใหมีความเขมขนเทากับ 50% 
(0.25 ng/ml), 75% (0.375 ng/ml), 100% 
(0.5 ng/ml), 150% (0.75 ng/ml) และ 200% 
(1 ng/ml) ทาํการทดสอบ 3 ซํา้เปนอสิระตอกนั พบวา 
ผลการทดสอบแปรผันตามระดับความเขมขน เมือ่นาํคา 
expected potency และคา found GM relative 
potency มาสรางกราฟและคํานวณหาคาสัมประสิทธิ์

ความสัมพันธ พบวา ไดกราฟที่เปนเสนตรงตลอดชวง
ความเขมขน 50 – 200% และมีคาสัมประสิทธ์ิ
ความสัมพันธ (correlation coefficient: r2) เทากับ 
0.9979 ซ่ึงผานเกณฑที่กําหนด (r2≥ 0.990) แสดง
ใหเห็นวา range ที่ทําการทดสอบมีความเหมาะสม
จากการคาํนวณคา linear regression ไดคา r2 เทากบั 
0.997924 และไดคา F-test ทีค่าํนวณไดมคีามากกวา 
F-test จากตาราง (critical value for the F-test) 
ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95% (α= 0.05) แสดงวา กราฟ

ตารางที่ 3 ความเทีย่งตรงของวธิ ีCell proliferation ในการทดสอบความแรงของยาฟลแกรสตมิโดยการทดสอบ
ตางวนั

Relative potency % relative potency
ครั้งที่

ผูวิเคราะหคนที่ 1

Relative potency % relative potency

ผูวิเคราะหคนที่ 2

0.50513
0.46286
0.56874
0.5104

101.0
92.6
113.7
102.1

0.53204
0.45484
0.51582
0.4998

106.4
90.97
103.2
100.0

1
2
3
GM
GSD= 1.11 %GCV=10.37              GSD= 1.09 %GCV=8.32

ตารางที่ 4 ความถูกตองของวิธี Cell proliferation ในการทดสอบความแรงของ Filgrastim USP reference 
standard

Found relative potency (%) % recoveryGMครั้งที่Expected relative potency (%)

46.9
40.8
56.2
101.5
89.7
110.8
240.3
213.4
217.8

95.2

100.3

111.8

47.6

100.3

223.5

1
2
3
1
2
3
1
2
3

50

100

200
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เปนเสนตรงตลอดชวงท่ีวเิคราะห และพบวาคาความแรง
แปรผนัตรงตอระดับความเขมขน และคา % GCV ของ
ความแมนยาํของการทําซํา้ เทากับ 16.10, 2.28, 9.10, 

4.85 และ 12.63 ตามลําดับ มี % recovery เทากับ 
101.4%, 100.1%, 97.1%, 95.4% และ 99.4% 
ตามลําดับ ดังตารางที่ 5

 ความความคงทนของวธิ ีโดยการเปลีย่นแปลง
สภาวะของการทดสอบที่อาจสงผลตอการวิเคราะห 
คือ เปลี่ยน passage number ของเซลลที่ใชในการ
วิเคราะหคาความแรงยา A ไดคา %GCV เทากบั 4.59 
นอกจากนี้ไดทําการเปล่ียนแปลง incubation time 
จากเดมิ 29 เปน 27 ช่ัวโมง ผลการทดสอบไดคา % GCV 
เทากับ 9.74 และ 7.61 ตามลาํดบั และเมือ่เปรยีบเทียบ
ผลการวิเคราะหระหวาง incubation time 27 และ 
29 ชัว่โมง โดยใชสถิต ิt-Test: Two-Sample Assuming 
Equal Variances พบวาไมมีความแตกตางกันอยาง
มนียัสาํคญัท่ีระดบัความเชือ่มัน่ 95% (p = 0.111112) 
โดยคา t-Stat (-2.04) ที่คํานวณได มีคานอยกวา
คา t Critical one-tail (2.13)

อภิปรายผล
 การควบคุมคุณภาพของยาฟลแกรสติม 
จะตรวจสอบทัง้ดาน physiochemical และ biological 

activity ของยา(6) ซึ่งการตรวจสอบความแรงของยา
ฟลแกรสติมจะใชวิธี cell proliferation assay โดย
จะวดัการเพิม่จาํนวนของเซลลของ adapted M-NSF-
60 cells หลังกระตุนดวย G-CSF ซึ่งหองปฏิบัติการ
แตละแหงจะใชวิธีการทดสอบ ชนิดของเซลลท่ีใช 
วธิกีารอานผลการทดสอบแตกตางกนัไป ทาํใหผลการ
วิเคราะหความแรงมีความแตกตางกัน(7) จึงไดพัฒนา
วิธีการทดสอบความแรงของยาฟลแกรสติมขึ้นมา
เพือ่ใชเปนวิธีมาตรฐาน โดยศึกษาหาสภาวะทีเ่หมาะสม
ในการทดสอบ เชน ปริมาณเซลลที่ใชทดสอบ ระดับ
ความเขมขนของตวัอยางยาทีใ่ชในการทดสอบ โดยทาํ
การทดสอบควบคูไปกับ reference standard ซึ่งวิธี
ทีพ่ฒันาขึน้ใชระยะเวลาในการทดสอบประมาณ 27-29 
ชัว่โมง การอานผล cell proliferation ทําไดงาย สะดวก
รวดเร็วโดยอานคา luminescence และวิเคราะห
ขอมูลโดยใชโปรแกรม Bioassay Assist version 3.0 
โดยใช Parallelline model รายงานผลการทดสอบ

ตารางที่ 5 ความเปนเสนตรงและชวงการวิเคราะหของวิธี Cell proliferation ในการทดสอบความแรงของ 
Filgrastim USP reference standard

Found relative potency (%) % recoveryGM %GCVครั้งที่Expected relative potency (%)

52.7
42.5
58.1
74.8
73.5
76.9
95.1
89.7
107.2
146.4
135.3
147.8
211.2
172.0
216.2

101.4

100.1

97.1

95.4

99.4

50.7

75.1

97.1

143.1

198.8

16.10

2.28

9.10

4.85

12.63

1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3

50

75

100

150

200
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เปนคา relative potency นอกจากน้ีเพื่อเปนการ
ยืนยันวาวิธีที่ใชในการวิเคราะหเปนวิธีที่เหมาะสม 
ใหผลการวิเคราะหที่ถูกตอง จึงไดทําการตรวจสอบ
ความถูกตองของวิธีในพารามิเตอรตาง ๆ ซึ่งผลการ
ตรวจสอบความถูกตองของวิธีพบวาวิธีที่พัฒนาขึ้นมา
มคีวามจาํเพาะ โดยพบวาเฉพาะตวัอยางยาฟลแกรสตมิ
ที่นํามาใชเปนตัวแทนในการทดสอบมีผลกระตุนให
จํานวนเซลลเพิ่มขึ้น ขณะที่ formulation buffer 
ของยาแตละชนิดไมสามารถกระตุนได แสดงใหเห็นวา
วิธีมีความจําเพาะและ formulation buffer ไมมีผล
ตอการทดสอบ นอกจากนี้การทดสอบความถูกตอง
ของวิธีในพารามิเตอรอื่น ๆ ไดแก ความเที่ยงของวิธี
ทั้งแบบทําซํ้าในวันเดียวกัน ทําซ้ําตางวันกันและ
ความแมนของวิธีพบวาผานเกณฑในทุกพารามิเตอร 
การทดสอบความเปนเสนตรง พบวากราฟเปนเสนตรง
ตลอดชวงคารอยละความเขมขน 50-200% และมีคา
สัมประสิทธิ์ความสัมพันธเทากับ 0.9979 ความคงทน
ของวิธีสามารถใชเซลลที่ passage 4 ถึง 20 และ 
incubation time ท่ี 27-29 ชัว่โมง โดยผลการทดสอบ
ไมมคีวามแตกตางกันจากผลการทดสอบ สามารถใชวธีิ
ทีพ่ฒันาขึน้เปนวธีิมาตรฐานในการวเิคราะหความแรง
ของยาฟลแกรสติมตอไปได 

สรุปผล
 การทดสอบความแรงของยาฟลแกรสติม
โดยวธิ ีcell proliferation ทีพ่ฒันาขึน้ เม่ือตรวจสอบ
ความถกูตองของวิธีพบวา วธิกีารทดสอบมคีวามจาํเพาะ 
ความแมน ความเที่ยงและความคงทนของวิธี โดยมีคา 
%relative potency อยูในชวง 80-125% ซึง่สามารถ
นําวิธีนี้ไปใชเปนวิธีมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพ
ยาฟลแกรสติมตอไปได
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สนับสนุนงบประมาณเพื่อนํามาใชในการศึกษาครั้งน้ี
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