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           Abstract

Background: Adalimumab is an immunosuppressive drug that works by blocking tumor 

necrosis factor-alpha, commonly used to treat autoimmune inflammatory diseases. 

The structure of adalimumab is a fully human recombinant immunoglobulin G1 (IgG1) 

monoclonal antibody that represents significant specificity for these diseases. At present, 

the various brand names for adalimumab are imported and registered in Thailand. 

Consequently, an efficient quality control system of the products, including physicochemical 

properties and biological activity must be controlled before distribution to the market. 

Nevertheless, potency assays are not available in the international monographs. As 

a result, potency analysis is essential for the development and standardisation of methods 

aimed at increasing laboratory capacity for quality control in a wide range of adalimumab.
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Objectives: To verify the validity of biological activity in adalimumab by apoptosis 

technique using U-937 cells as target cells to be used to standardize the method for 

laboratory quality control in Thailand.

Methods: This was an experimental study from October 2020 to August 2021 that for 

method validation of the biological activity of adalimuab by apoptosis on parameters 

including specificity, precision, robustness, accuracy, linearity, and range by using international 

standard against the potency of adalimumab.

Results: The results of potency assay demonstrated that this method was specific to the 

target cells as U-937 cells of adalimumab. Linearity and range showed an R2 = 0.996 

in a potency range of 50-100% of relative potency. The %GCV of repeatability and 

intermediate precision differed by analysts and days but did not exceed five. The percent 

recovery of accuracy ranged from 80 to 125%. In addition, this method exhibited good 

robustness as the range of %GCV was from 5.74 to 9.57, with no statistically significant 

differences (p>0.05), and the relative potency assay ranged from 80 to 125% compared 

to the international reference standard. 

Conclusions: The determination of biological activity for adalimumab by the apoptosis 

method using U-937 cells as target cells was found to be suitable and reliable for 

laboratory quality control for both originator and biosimilars of adalimumab.

Keywords: bioactivity, adalimumab, apoptosis

            บทคัดยอ
ความสําคญั: ยาอะดาลิมแูมบเปนยาตานภมูคิุมกนัทีจํ่าเพาะตอ tumor necrosis factor-alpha นยิมใช

ในการรักษาโรคท่ีเกิดจากการอักเสบจากภูมิตานทานตนเอง มีความจําเพาะตอโรคสูงเนื่องจากเปน

โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด fully human recombinant immunoglobulin G1 (IgG1) โดยมีการ

นาํเขามาขึน้ทะเบยีน ในประเทศไทยหลายยีห่อ ซึง่ตองมกีารควบคมุคณุภาพยากอนจําหนาย ท้ังดานเคม-ี
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ฟสิกส และการออกฤทธ์ิทางชีวภาพ แตปจจุบันยังไมมีวิธีที่เปนมาตรฐานการตรวจสอบความแรงในตํารา

ยาสากล จึงมีความจําเปนตองพัฒนาศักยภาพทางหองปฏิบัติการในการกําหนดวิธีมาตรฐานที่มีความ

เหมาะสมและนาเชื่อถือทางวิชาการสามารถนํามาตรวจวิเคราะหยาอะดาลิมูแมบทุก ๆ ยี่หอได

วัตถุประสงค: เพื่อตรวจสอบความถูกตองของวิธีการตรวจการออกฤทธิ์ทางชีวภาพของยาอะดาลิมูแมบ

ดวยเทคนิค apoptosis โดยใชเซลล U-937 เปนเซลลเปาหมาย สําหรับนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานในการ

ควบคุมคุณภาพของประเทศไทย

วิธีการวิจัย: เปนการศึกษาเชิงทดลอง (experimental research) ระหวางเดือนตุลาคม 2563 ถึง 

เดอืนสงิหาคม 2564 ในการตรวจสอบความถกูตองของวธิตีรวจวเิคราะหการออกฤทธิท์างชวีภาพของยา

อะดาลิมูแมบดวยเทคนิค apoptosis ในพารามิเตอร ความจําเพาะ ความเท่ียง ความคงทน ความแมน 

ความเปนเสนตรงและชวงการทดสอบ โดยใชสารมาตรฐานสากลในการเทียบคาความแรงสัมพัทธ

ผลการศึกษา: วิธีมีความจําเพาะตอยาอะดาลิมูแมบที่ใชเซลล U-937 เปนเซลลเปาหมาย มีความเปน

เสนตรง โดยแสดงความสัมพันธเชิงเสนตรงตลอดชวงการทดสอบความแรงที่ 50-100% มีคาสัมประสิทธิ์

แสดงการตดัสนิใจ R2= 0.996 มคีวามเทีย่งสงูทัง้แบบทําซ้ําในวนัเดียวกนั และตางวนัหรอืตางนกัวเิคราะห

โดยมคีา %GCV นอยกวา 5 สาํหรบัความแมนของวธีิ พบวามคีารอยละการคนืกลบัอยูในเกณฑ 80-125% 

และมีความคงทนในทุกปจจัยที่ศึกษา โดยมีคา %GCV เทากับ 5.74-9.57 และไมมีความแตกตางกัน

อยางมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(p>0.05) โดยผลการวเิคราะหความแรงสมัพทัธท่ีวิเคราะหไดอยูในชวง 80-125% 

เทียบกับสารมาตรฐาน

สรปุ: วธิตีรวจสอบการออกฤทธิท์างชวีภาพของยาอะดาลมิแูมบโดยการตรวจหาคาความแรงดวยเทคนคิ 

apoptosis โดยใชเซลล U-937 เปนเซลลเปาหมาย เมือ่ตรวจสอบความถกูตองของวธิพีบวามคีวามเหมาะสม

และนาเช่ือถือในการนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพยาอะดาลิมูแมบที่ขึ้นทะเบียนยา 

ทั้งในรูปแบบยาใหมและยาคลายคลึงในประเทศไทยได

คําสําคัญ: การออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ยาอะดาลิมูแมบ apoptosis
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บทนํา
 ยาอะดาลมิแูมบ (adalimumab) เปนยา

ชวีวตัถุกลุมโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีใ่ชในการลด

อาการปวดหรอือกัเสบ ซึง่มกัเปนโรคอกัเสบเรือ้รงั 

เชน ขออักเสบรูมาตอยด สะเก็ดเงิน ขอกระดูก

สันหลังอักเสบยึดติด (ankylosing spondylitis) 

และลาํไสใหญอกัเสบ เปนตน มกีลไกการออกฤทธิ์

ในการยับยั้งไซโตไคนท่ีเกี่ยวของกับภูมิคุมกัน

อยางจาํเพาะ คือ Tumor Necrosis Factor-alpha 

(TNF-α)1 สงผลใหระบบภูมิคุมกนัหรอืกระบวนการ

ทํางานของเม็ดเลือดขาวที่กระตุนการอักเสบหยุด

การทําลายเซลลของรางกาย ทําใหอาการปวย

ลดลง ดงันัน้ยาดงักลาวจงึอยูในกลุมยากดภมิูคุมกัน

ทีไ่ดมาจากสารภมูติานทาน (immunosuppressive 

antibodies) เชนเดยีวกบัยาแอนตไิทโมไซตโกลบลูนิ 

(Antithymocyte Globulin: ATG) มิวโรโมแนบ 

(Muromonab-CD3, OKT3) บาซิลิซิแมบ 

(basiliximab) ดาคลิซูแมบ (daclizumab) 

นาทาลิซูแมบ (natalizumab) อินฟลิซิแมบ 

(infliximab) เซอรโทลิซูแมบ (certolizumab) 

อีทาเนอรเซ็บต (etanercept)2 

 ยาตนแบบ (originator/ innovator) 

ของยาอะดาลิมูแมบคือ HUMIRA® เปน fully 

human recombinant immunoglobulin G1 

(IgG1) ชนิดแรกไดรับอนุมัติสําหรับการใชทาง

การแพทยเมือ่ป ค.ศ. 2002 ในสหรฐัอเมรกิา และ

เปนยาชนดิหนึง่ทีม่ยีอดขายดีท่ีสดุของโรค3 เน่ืองจาก

ความสามารถในการออกฤทธิท์ีจ่าํเพาะในกลุมโรค

ทีม่กีารปวยจํานวนมาก จึงมกีารผลติและขึน้ทะเบยีน

ในรูปแบบยาคลายคลึง เชน AMEGEVITA® และ 

Exemptia®3 เปนตน แตเนื่องจากเปนยาชีววัตถุ 

มีโครงสรางของยาที่ซับซอนและมีขนาดใหญ

ประมาณ 148 kDa4 ประกอบกบักระบวนการผลติ

จะใชสิ่งมีชีวิตหรือกลไกจากสิ่งมีชีวิตช้ันสูง ทําให

มีความยุงยากและความแปรปรวนของกระบวนการ

ผลิตสูง ดังนั้น สํานักงานคณะกรรมการอาหาร

และยาของประเทศไทย ไดกําหนดหลักเกณฑ

การขึ้นทะเบียนตํารับยาทั้งยาใหม และยาชีววัตถุ

คลายคลงึ5 ท่ีตองมกีารพิจารณาขอมลูจากผูเชีย่วชาญ 

และผลการวิเคราะหทางหองปฏิบัติการจากกรม

วิทยาศาสตรการแพทย เพ่ือยืนยันวาผลิตภัณฑ

ท่ีขึ้นทะเบียนยามีความคลายคลึงดานคุณภาพ 

ประสิทธิผล และความปลอดภัยเพียงพอ6-7 ซึ่ง

การวิเคราะหทางหองปฏิบัติการจะมีการทดสอบ

คุณสมบัติของผลิตภัณฑทั้งดานเคมี-ฟสิกส เชน 

ลักษณะทางกายภาพ เอกลักษณ ความบริสุทธ์ิ 

ปรมิาณของตวัยาสาํคญั เปนตน และการทดสอบ

คุณสมบัติการออกฤทธิ์ทางชีวภาพจะอาศัยการ

ทดสอบโดยวธิ ีbioassay ในการตรวจคาความแรง

ของยาในการออกฤทธิ์ตามกลไกของยา เชน 

Complement-dependent Cytotoxicity 

(CDC), Antibody-dependent Cell-mediated 

Cytotoxicity (ADCC) และ receptor binding, 

apoptosis เปนตน1

 ปจจุบันวิธีในการตรวจความแรงของยา

อะดาลมิแูมบยงัไมมกีารระบวิุธทีดสอบเปนมาตรฐาน

ในตํารายาสากล ผูผลติแตละแหงจะพฒันาวธิตีรวจ

ความแรงท่ีมีความเหมาะสมกบัผลติภณัฑของตนเอง 

อยางไรก็ตาม การควบคุมกํากับดานคุณภาพ

ทางหองปฏิบัติการในการพิจารณาคุณภาพและ
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ประสิทธิภาพของยาที่ขึ้นทะเบียนกอนจําหนาย

จึงมีความจําเปนที่ตองพัฒนาศักยภาพทางหอง

ปฏิบัติการในการตรวจสอบความแรง ดังนั้น 

การศึกษาครั้งนี้จึงเลือกกลไกการออกฤทธิ์แบบ 

apoptosis มาเปนตนแบบของวิธีตรวจคาความแรง 

โดยการนาํสารมาตรฐาน และตัวอยางยาอะดาลมูิแมบ

ที่ความเขมขนตาง ๆ มาทําปฏิกิริยากับ TNF-α 

ทีค่วามเขมขนคงที ่ซ่ึง TNF-α คงเหลอืทีไ่มถกูยับยัง้

จะเขาจบักบั TNF receptor บนผวิเซลลเปาหมาย 

แลวกระตุนใหสารประกอบโปรตีนภายในเซลล

เปลีย่นเปนเอนไซม caspase สงผลใหเสนใยโปรตนี

ที่เชื่อมโยงเปนโครงสรางเซลลถูกทําลาย นําไปสู

การตายของเซลลแบบ apoptosis ที่สามารถ

ตดิตามการตายของเซลลจากเอนไซม caspase ดวย 

Caspase-Glo®3/7 ทําใหสามารถวิเคราะหคา

ความแรงสมัพทัธดวยสมการ 4-parameter logistic 

regression8 ระหวางสารมาตรฐานและตวัอยางยา 

เมื่อไดวิธีท่ีเหมาะสมแลว จึงทําการตรวจสอบ

ความถูกตองของวิธีตามระบบคุณภาพเพื่อใหเกิด

ความเชือ่มัน่วาวิธมีคีวามเหมาะสม สามารถนาํมาใช

เปนวิธีมาตรฐานในการตรวจสอบความแรงใน

ผลติภณัฑยาอะดาลมิแูมบจากผูผลติตาง ๆ ทาํให

การควบคุมคุณภาพเปนมาตรฐานเดียวกัน

วัตถุประสงค
 1. เพือ่ตรวจสอบความถกูตองของวธีิการ

ตรวจสอบการออกฤทธิท์างชวีภาพของยาอะดาล-ิ

มแูมบดวยเทคนคิ apoptosis โดยใชเซลล U-937 

เปนเซลลเปาหมาย

 2. เพือ่นาํวธิมีาใชเปนวธิมีาตรฐานในการ

ควบคุมคุณภาพยาอะดาลิมูแมบท่ีข้ึนทะเบียนยา

ทั้งในรูปแบบยาใหมและยาคลายคลึง

ระเบียบวิธีการวิจัย
วิธีการวิจัย

 เปนการวจิยัเชงิทดลอง (experimental 

research) ระหวางเดือนตุลาคม 2563 ถึง เดือน

สิงหาคม 2564 เปนการตรวจสอบการออกฤทธิ์

ทางชวีภาพของยาอะดาลมิแูมบดวยวธีิ apoptosis 

เพือ่หาคาความแรงของยาในการยบัยัง้การทาํงาน

ของ TNF-α ที่ระดับความเขมขนตาง ๆ ของยา

โดยใชเซลล U-937 เปนเซลลเปาหมาย

ประชากรกลุมตัวอยาง

 ตัวอยางยาโมโนโคลนอลแอนติบอดี ชนดิ

อะดาลิมูแมบ จํานวน 2 ยี่หอ คือ ยี่หอ A ขนาด 

40 mg/ 0.8 ml และยีห่อ B ขนาด 40 mg/ 0.8 ml 

จากผูผลิตตางกัน และตัวอยางยาโมโนโคลนอล

แอนติบอดี ชนิดทราสทูซูแมบ ขนาด 150 mg 

จํานวน 1 ยี่หอ

เครื่องมือ

 1. สารมาตรฐานสากล adalimumab 

(WHO 1st International standard, Code 

17/236, NIBSC)

 2. เซลลเพาะเล้ียง ไดแก เซลล U-937 

(ATCC® CRL-1593.2™) เปนเซลลเปาหมาย และ

เซลล WIL2-S (ATCC® CRL-8885™) เปน non-

specific cell
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     3. อาหารเลี้ยงเซลลและสารเคมี ไดแก 

RPMI 1640 medium (Cat.no. A10491-01, 

GibcoTM), Heat-inactivated fetal bovine 

serum (Cat. No. SH30070.03, HycloneTM), 

Penicillin-Streptomycin (10,000 unit/ml) 

(Cat. no. 15140-122, GibcoTM), Recombinant 

human tumor necrosis factor-alpha (Cat. 

No. 210-TA-020/CF, R&D systems®), 0.4% 

Trypan blue (Cat. No. T8154, Sigma Aldrich®), 

Caspase-Glo® 3/7 assay (Cat.no. G8091, 

Promega®)

 4. เครื่องมือและอุปกรณ ไดแก เคร่ือง

ไมโครเพลทรีดเดอรรุ น SpectraMax iD5 

(Molecular devices®, USA) ที่มีโปรแกรม

วิเคราะหผล SoftMax®Pro version 7.1 ตูอบ

เพาะเช้ือแบบใชคารบอนไดออกไซดอุณหภูมิ 

37+1 oC รุน BINDER® CB170 (BINDER®, 

Germany) เครือ่งหมนุเหวีย่งแบบควบคมุอณุหภมู ิ

เพลทเพาะเลี้ยงเซลลสีขาวกนใส ชนิด 96 หลุม 

(96-wells flat tissue culture plate, Corning®, 

USA) สไลดนับเซลล (Hemocytometer) 

(MARIENFELD®, Germany)

ขั้นตอนดําเนินการ

 1. หาคาความแรงของยาในการยับยั้ง

การทาํงานของ TNF-α ทีร่ะดบัความเขมขนตาง ๆ 

ของยาโดยใชเซลล U-937 เปนเซลลเปาหมาย 

เนื่องจาก TNF-α เปนไซโตไคนที่สงสัญญาณ

ภายในเซลล แลวกระตุนใหเซลล U-937 เกดิการตาย

แบบ apoptosis ผานกลไกการทํางานของเอนไซม 

caspase ดังนั้น ตัวอยางยาและสารมาตรฐาน

ท่ีเตรียมใหมีความเขมขนของโปรตีนยาเทากัน 

ทาํปฏิกิริยากบั TNF-α ทีค่วามเขมขนคงที ่สงผล

ให TNF-α ถกูยบัยัง้ตามระดับความเขมขนของยา 

เมื่อเติมเซลล U-937 แลวบมท่ีอุณหภูมิ 37 0C 

ภายใตสภาวะท่ีมคีารบอนไดออกไซด 5% เปนเวลา 

2 ชัว่โมง ตรวจวดัการตายของเซลลแบบ apoptosis 

ดวยการตรวจหา caspase 3/7 activity 

โดยใชน้ํายาสําเร็จรูป Caspase-Glo®3/7 

ซึ่งทําปฏิกิริยาภายในเซลลแลวแสดงออกเปน

พลังงาน luminescence ทําการวัดคาสัญญาณ 

luminescence ที่เกิดขึ้น โดยคาสัญญาณจะมีคา

ผกผันกับปริมาณความเขมขนของยา คํานวณคา

ความแรงเปนรอยละของความแรงสมัพทัธของยา 

(%relative potency) เทียบกับสารมาตรฐานหรอื

ยาอางอิง โดยใช parallel line analysis ตาม

สมการ 4-parameter logistic regression โดย

ใชโปรแกรมสาํเรจ็รปู SoftMax®Pro และทาํการ

ตรวจสอบความถกูตองของวธิใีนปจจยัตาง ๆ เพ่ือ

ยนืยนัวาวธิมีคีวามเหมาะสม และนาเชือ่ถอื ทีจ่ะนาํ

มาใชเปนวธีิมาตรฐานตามหลักเกณฑมาตรฐานสากล

 2. วธิตีรวจสอบความแรง โดยเจอืจางสาร

มาตรฐานและตวัอยางยาอะดาลมิแูมบดวยอาหาร

เลี้ยงเซลลแบบ 1.75-fold serial dilution ใหได 

12 ความเขมขน คอื 1,200 – 2.55 ng/ml (ความ

เขมขนสุทธิ 300-0.64 ng/ml) ดูดสารมาตรฐาน

และตวัอยางยา ใสเพลทเพาะเลีย้งเซลลสขีาวกนใส 

ชนิด 96 หลุม ปริมาตรหลุมละ 25 µl ทําซ้ํา

ความเขมขนละ 3 ซ้ํา แลวเติมสารละลาย TNF-α 
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ทีค่วามเขมขน 12 ng/ml ปรมิาตร 25 µl ทุกหลมุ 

นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส ภายใตสภาวะที่มี

คารบอนไดออกไซด 5% นาน 1 ชัว่โมง แลวจงึเตมิ

เซลล U-937 ทีน่บัจํานวนเซลลดวยสไลดนับเซลล

ภายใตกลองจลุทรรศน โดยเตรยีมใหมคีวามเขมขน

เซลล 2.0 x 105 cells/ml ทกุหลุม หลมุละ 50 µl 

นาํไปบมตอเปนเวลา 2 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาจงึเตมิ 

Caspase-Glo® 3/7 ปริมาตร 100 µl ทุกหลุม 

เขยาเพลทเปนเวลา 10 นาที แลวบมทีอ่ณุหภมิูหอง

เปนเวลา 1 ชั่วโมง โดยปองกันการโดนแสงสวาง 

เมือ่ครบเวลาทาํการอานคา luminescence ดวย

เครื่องไมโครเพลทรีดเดอรรุน SpectraMax iD5 

วเิคราะหคาความแรงดวยโปรแกรม SoftMax®Pro 

โดยหาความสัมพันธระหวางคาสัญญาณ lumine

scence ทีว่ดัไดกบัความเขมขนสทุธิของโปรตนียา

ในแตละระดับความเจือจาง (300-0.64 ng/ml) 

โดยใชสมการ 4-parameter logistic regression 

และคาํนวณคาความแรงสมัพทัธ (relative potency) 

ของยาเทียบกับสารมาตรฐานดวย parallel line 

analysis โดยคารอยละความแรงสัมพัทธมีคาอยู

ในชวง 80-125%

 3. การตรวจสอบความถูกตองของวิธี 

(method validation)9-10

    3.1 การทดสอบความจําเพาะของวิธี 

(Specificity) ของตัวอยางยาอะดาลิมูแมบในการ

ยบัยัง้ TNF-α ซึง่เปนไซโตไคนชนดิหนึง่ทีเ่กีย่วของ

กับการเกิด apoptosis ของเซลลเปาหมาย 

โดยการตรวจสอบคาความแรงของยาอะดาลมิแูมบ

และยาทราสทซูแูมบภายใตวธีิ และสภาวะเดยีวกนั 

แลวทดสอบความจําเพาะในการแสดงออก

โดยใชเซลลตางชนิดกัน คือ U-937 และเซลล 

WIL2-S  ผลการทดสอบตองสามารถแสดงใหเหน็ถึง

ความจําเพาะของยาตอการ apoptosis ตอเซลล 

U-937 ซ่ึงเปนเซลลเปาหมาย โดยแสดงความสมัพนัธ

ของคาสญัญาณ luminescence ตามระดับความ

เขมขนของยา (dose response) เปน sigmoidal 

curve แตจะไมพบความสัมพันธดังกลาวในยาหรือ

เซลลชนิดอื่น

    3.2 การทดสอบความเทีย่ง (Precision) 

ทาํการวเิคราะหซํา้ในวนัเดยีวกนั (repeatability) 

ทําการตรวจคาความแรง โดยนักวิเคราะห 1 คน 

จาํนวน 6 ซํา้ ภายในวนัเดียวกนั และใชตัวอยางยา

รุนการผลิตเดียวกัน แลวนําคารอยละความแรง

สมัพัทธมาคาํนวณคาเฉล่ียเรขาคณติ (Geometric 

Mean: GM) คาเบี่ยงเบนมาตรฐานเรขาคณิต 

(Geometric Standard Deviation: GSD) และ

รอยละสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนเรขาคณิต 

(Geometric Coefficient of Variation: %GCV) 

โดย %GCV ตองมีคาไมเกิน 15% สําหรับการ

วเิคราะหตางวนัและตางนกัวเิคราะห (intermediate 

precision) ตรวจสอบความแรงโดยนกัวเิคราะห 2 คน 

จํานวนคนละ 3 การทดสอบตางวนักนั โดยใชตัวอยาง

ยารุนการผลติเดยีวกนั จากนัน้วเิคราะหคา %GCV 

ซึง่ตองมีคาไมเกนิ 25% และไมมีความแตกตางกนั

ทางสถิติ

 4. การทดสอบความเปนเสนตรงและชวง

การทดสอบ (linearity and range) โดยประเมิน

ความเปนเชิงเสนของตัวอยางยาที่เจือจางใหมี
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ความเขมขนสทุธิเทากบั 50% (150 ng/ml), 75% 

(225 ng/ml), 100% (300 ng/ml), 125% (375 

ng/ml) และ 150% (450 ng/ml) แลวเจือจาง

แบบ 1.75-fold serial dilutions โดยทําการ

ทดสอบ 3 ครั้ง เปนอิสระตอกัน นําคาความแรง

ที่วิเคราะหไดมาประเมินความสัมพันธเชิงเสน

ระหวางคา %expected relative potency 

กับ %found mean relative potency ซึ่ง

คาสัมประสิทธิ์แสดงการตัดสินใจ (coefficient 

of correlation; R2) ตองมีคามากกวา 0.95 และ

คา %GCV ไมเกิน 25% 

 5. การทดสอบความแมน (accuracy) 

ของวิธีในการหาคาความแรงของยาทีค่วามเขมขน

สุทธิ 50%, 100% และ 150% โดยการคํานวณ

คารอยละการคืนกลับ (%recovery) จากสมการ 

%recovery = (%found mean relative potency 

/ %expected relative potency) x 100 โดย

คา %recovery ตองอยูในชวง 80-125% 

 6. การทดสอบความคงทนของวิ ธี  

(robustness) ในการใหผลการทดสอบท่ีนาเช่ือถือ

เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงการทดสอบที่แตกตางไป

จากเดิม คือ (1) Passage number ของเซลล 

U-937 ที่ตางกันอยางนอย 5 passage number 

(2) ความเขมขนของเซลล U-937 ที่ 1.5x105, 

2.0x105 และ 2.5x105 cells/ml และ (3) ความ

แตกตางของระยะเวลาในการบมหลงัเตมิ Caspase-

Glo® 3/7 คือ 45, 60 และ 75 นาที โดยทําการ

ทดสอบจาํนวน 3 ครัง้ จากนัน้คาํนวณคา %GCV 

ตองนอยกวา 25% และไมมีความแตกตางกัน

ทางสถิติ

การวิเคราะหขอมูล

 1. วิเคราะหความแรงโดยใชโปรแกรม

สําเร็จรูปตามสมการ 4-parameter logistic 

regression ดังนี้

 2. วเิคราะหคาเฉลีย่เรขาคณติ (GM) โดย

ใชสตูรดังนี้

 3. วิเคราะหคาสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

เรขาคณิต (GSD) โดยใชสูตรดังนี้

 4. วิเคราะหคาร อยละสัมประสิทธิ์

ความแปรปรวนเรขาคณิต (%GCV) โดยใชสูตร

ดังนี้

ผลการศึกษา
การตรวจสอบความถูกตองของวิธี

 ผลการทดสอบความจาํเพาะของวธิ ีพบวา 

เฉพาะตัวอยางอะดาลิมูแมบที่มีความสามารถ

ในการยบัยัง้การทาํงานของ TNF-α ทีส่งผลใหเกดิ 

apoptosis ตามระดับความเขมขนของตัวอยางยา

โดยมเีซลล U-937 เปนเซลลเปาหมาย ซ่ึงสามารถ

แสดงความสัมพันธของคา luminescence กับ 

dose response เปน sigmoidal curve แต
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มีคาความแรงสัมพัทธเฉล่ียคือ 104.63% และ 

103.86% ตามลําดับ ซึ่งอยูในชวง 80-125% 

ดังตารางที่ 1

(ก) (ข)

รูปที่ 1 ความสัมพันธการเกิด apoptosis ตามระดับความเขมขนของยาอะดาลิมูแมบ  และยาทราสทูซูแมบ  

โดยใชเซลล U-937 เปนเซลลเปาหมาย (ก) และ ใชเซลล WIL2-S เปนเซลลเปาหมาย (ข)

ตารางที่ 1 ผลการทดสอบหาคาความแรงของผลิตภัณฑยาอะดาลิมูแมบ 2 ยี่หอ

ตัวอยาง ขนาด ครั้งที่ %Relative potency GM GSD %GCV

A

B

40 mg/ 0.8 ml

40 mg/ 0.8 ml

1

2

3

1

2

3

100.60

103.70

109.80

108.50

106.90

  96.60

104.63%

103.86%

1.05

1.07

4.45

6.33

ไมเกิดขึ้นในเซลล WIL2-S และ ยาทราสทูซูแมบ 

ดงัแสดงในรูปที ่1 และการวิเคราะหคา %relative 

potency ของยาอะดาลิมูแมบทั้ง 2 ยี่หอ พบวา

 ผลการทดสอบความเที่ยง (1) วิเคราะห

ซํา้ในวนัเดยีวกนั พบวา ทัง้ 6 ซํา้ มคีา %relative 

potency อยูในชวง 80-125% มีคา GM เทากับ 

101.71% และ %GCV เทากบั 2.45% (2) วเิคราะห

ตางวันและตางนักวิเคราะห พบวา การทดสอบ

ตางวันกันของนักวิเคราะหแตละคนมีคา %GCV 

เทากับ 4.45% และ 2.90% ตามลาํดบั ซึง่นอยกวา 

25% และการทดสอบความแตกตางทางสถิติของ

ผลวิเคราะหคาความแรงของนักวิเคราะหทั้ง 2 คน

ดวย Independent-sample t-test พบวา ไมมี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญท่ีระดับความ

เช่ือม่ัน 95% (p=0.99) และมีคา %GCV เทากับ 

3.36 ซึ่งนอยกวา 25% ดังตารางที่ 2 และ 3 
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ตารางที่ 2 ผลการตรวจสอบความแรงภายในวันเดียวกัน โดยนักวิเคราะหคนเดียวกัน (repeatability)

ครั้งที่ % Relative potency (%)

1

2

3

4

5

6

GM

GSD

%GCV

102.20

100.70

105.60

 99.10

99.40

103.40

101.71

   1.02

   2.45

ตารางท่ี 3 ผลการวิเคราะหความแรง โดยนกัวิเคราะห 2 คน คนละ 3 ครัง้ ตางวนักัน (intermediate precision)

นักวิเคราะห ครั้งที่ %Relative potency (%) GM GSD %GCV

คนที่ 1

คนที่ 2

GM (n=6)

GSD (n=6)

%GCV (n=6)

1

2

3

1

2

3

100.60

103.70

109.80

102.90

102.90

108.20

104.63

1.03

3.36

104.63

104.64

1.05

1.03

4.45

2.90

 ผลการทดสอบความแมน ความเปนเสนตรง

และชวงการทดสอบ ในการหาคาความแรงตามชวง

การทดสอบทีใ่หคามคีวามถูกตอง แมนยาํ และเปน

เสนตรง โดยผลวเิคราะหคาความแรงสมัพทัธเทยีบกับ

สารมาตรฐานของตวัอยางยาอะดาลมิแูมบท่ีเจอืจาง

ใหมีความเขมขนสุทธิของโปรตีนยาเทากับ 50%, 

75%, 100%, 125% และ 150% พบวา คาความแรง

ทีว่เิคราะหไดแปรผันตามระดบัความเขมขนของยา

โดยมคีา %GCV เทากบั 3.00-8.22% ผานเกณฑ

ท่ีกําหนดวาตองนอยกวา 25% และมีคา %recovery 

อยูในชวง 80-125% ตามตารางท่ี 4 และจากกราฟ

ความสัมพันธระหวางคา %expected relative 

potency กับ %found mean relative potency 

พบวามีความสัมพันธแบบเชิงเสนตรง มีแนวโนม

ไปในทศิทางเดยีวกันตลอดชวงคา relative potency 

50-150% เมือ่วเิคราะหความสมัพนัธดวย linear 

regression มีคาสัมประสิทธิ์แสดงการตัดสินใจ 

R2= 0.996 ดังแสดงในรูปที่ 2
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ตารางที ่4 ผลการตรวจสอบคาความแรงทีค่วามเขมขน 50 - 150% ทําการทดสอบ 3 ครัง้ เปนอสิระตอกัน

ครั้งที่
50 75

Expected relative potency (%)

100 125 150

1

2

3

GM

GSD

%GCV

%recovery

46.10

50.00

46.50

47.50

1.05

4.46

95.00

67.70

72.90

77.60

72.62

1.07

6.84

96.83

100.60

103.70

109.80

104.63

1.05

4.45

104.63

125.50

122.80

130.30

126.16

1.03

3.00

100.93

144.70

164.80

141.60

150.02

1.09

8.22

100.01

รปูที ่2 ความสมัพนัธระหวาง expected relative potency (%) และคา found mean relative potency (%)

 ผลการทดสอบความคงทนของวิธี โดยการ

เปลี่ยนแปลงสภาวะของการทดสอบที่อาจสงผล

ตอการวิเคราะห เชน การเปล่ียน passage number 

ของเซลลเพาะเลีย้ง การเปลีย่นระยะเวลาในการบม 

และการเปลีย่นปรมิาณเซลลเพาะเลีย้ง โดยทาํการ

วเิคราะหจาํนวน 3 คร้ัง อสิระตอกนั พบวา ทุกปจจยั

ที่ทําการศึกษาสามารถวิเคราะหคาความแรง

อยูในชวง 80-125% มคีา %GCV นอยกวา 25% 

และไมมีความแตกตางกนัอยางมนียัสําคัญทางสถติิ

ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95% (p > 0.05) เมือ่วิเคราะห

ดวยใช ANOVA: Single factor สอดคลองกบัเกณฑ

ท่ีกําหนดไว แสดงวาการเปล่ียนแปลงท่ีศึกษา

ไมมีผลกระทบตอวิธีการวิเคราะหคาความแรง 

ดงันัน้วธิตีรวจสอบคาความแรงดังกลาวมคีวามคงทน

ใหผลการทดสอบที่นาเชื่อถือ ดังตารางที่ 5
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ตารางที ่5 ผลการทดสอบความคงทนของวิธี

การเปลี่ยนแปลงสภาวะ

ของการทดสอบ

Passage No.

ปริมาณเซลล U-937

(cells/ml)

ระยะเวลาในการบมหลังเติม

Caspase-Glo®3/7 (นาที)

%Relative

potency

117.00

109.40

110.50

102.20

100.70

105.60

109.80

88.20

89.80

112.00

97.50

101.60

117.00

100.60

102.20

109.70

97.00

107.60

108.80

110.20

97.40

108.50

106.90

96.60

106.00

106.60

95.30

GM

112.25

102.81

95.45

103.52

106.35

104.62  

105.31

103.86

102.50

GSD

1.04

1.02

1.13

1.07

1.09

1.07

1.07

1.07

1.07

%GCV

3.62

2.43

12.21

7.13

8.32

6.62

6.80

6.33

6.32

GM

(n=9)

3103.28

104.82

103.88

GSD

(n=9)

1.10

1.07

1.06

%GCV

(n=9)

9.57

6.51

5.74

ANOVA,

α=0.05

p=0.09

p=0.90

p=0.87

# 6

# 13

# 20

1.5 x105     

2.0 x105     

2.5 x105     

45

60

75
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อภิปรายผล
 การประเมินคุณสมบัติการออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพของยากลุมโมโนโคลนอลแอนติบอดี โดย

การตรวจสอบคาความแรงดวยการใชวธิ ีbioassay 

เปนวธิทีดสอบทางหองปฏบิตักิารท่ีอาศยัการจําลอง

กลไกการออกฤทธ์ิของยา ไดแก CDC, ADCC, 

binding, apoptosis เปนตน สาํหรบัยาอะดาลมิแูมบ

ซึง่เปนโมโนโคลนอลแอนตบิอดกีลุมยบัยัง้การทาํงาน

ของ TNF-α เชนเดยีวกับยา Golimumab, Infliximab, 

Certolizumab และ Etanercept กลไกการออกฤทธิ์

สามารถออกฤทธ์ิไดหลายกลไกทํางานรวมกัน 

เพือ่ลดอาการเจบ็ปวด หรอือกัเสบทีเ่กดิจาก TNF-α 

ปจจุบนัยงัไมมวีธิทีีเ่ปนมาตรฐานสากลในตรวจสอบ

ความแรงในตาํรายาสากล การศกึษาน้ีจึงไดทดสอบ

ความถูกตองของวิธีตรวจสอบความแรงของยา

อะดาลมิแูมบโดยอาศัยเทคนคิ apoptosis มาประเมนิ

คุณสมบัติการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ

 โดยพบวา วิธีมีความสามารถในการ

ตรวจสอบโดยแสดงคา %relative potency 

อยูในชวง 80-125%เปนไปตามเกณฑที่กําหนด 

มคีวามจาํเพาะตอการยบัยัง้การทํางานของ TNF-α 

โดยใชเซลล U-937 เปนเซลลเปาหมาย มีความ

เที่ยงสูง เมื่อทําการทดสอบซ้ําภายในวันเดียวกัน 

(repeatability) หรือตางวัน (intermediate 

precision) หรือแมแตตางนักวิเคราะห โดยมีคา 

%GCV นอยกวา 10% วิธีสามารถตรวจสอบ

ความแรงไดอยางถกูตอง แมนยาํ และมคีวามสมัพันธ

เปนเสนตรงเมื่อตรวจวิเคราะหตัวอยางท่ีเจือจาง

ความเขมขนของโปรตนียาท่ีความเขมขน 50-150% 

เทียบกับสารมาตรฐาน โดยผลทดสอบพบวามีคา 

%recovery อยูในชวง 80-125% และมคีา %GCV 

อยูในชวง 3.00-8.22 ซึง่อยูภายใตเกณฑทีก่าํหนดคอื 

ไมเกิน 25% และมีความสัมพันธแบบเชิงเสนตรง

โดยมคีาสมัประสทิธิแ์สดงการตดัสนิใจสงูกวา 0.95 

 นอกจากนี้วิธียังมีความคงทนใหผลการ

ทดสอบที่นาเชื่อถือแมจะมีการเปลี่ยนแปลงสภาวะ

การทดสอบ คอื การเปลีย่น passage no. ของเซลล 

U-937 การเปลีย่นปรมิาณเซลล U-937 ทีใ่ช และ

การเปลีย่นระยะเวลาในการบมหลงัเติม Caspase-

Glo®3/7 พบวา มีคา %GCV ตํ่ากวา 13% และ

ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และ

จากการทดสอบในตัวอยางจํานวน 2 ยี่หอ พบวา

มีคาความแรงอยูในชวง 80-125% สอดคลองกับ

เกณฑท่ีบริษัทผูผลิตกําหนดไว โดยการทดสอบ 

ความถูกตองของวิธีคร้ังนี้ใชสารมาตรฐานสากล

ทีผ่ลติจาก The National Institute for Biological 

Standards and Control (NIBSC) ซึง่เปนหนวยงาน

ที่ผลิตสารมาตรฐานใหกับ World Health 

Organization (WHO) คอื adalimumab (WHO 

1st International Standard, Code 17/236)4 

เปนสารมาตรฐานที่ใชในการคํานวณคาความแรง

สัมพัทธโดยสมการ 4-parameter logistic 

regression ซึง่สารมาตรฐานดงักลาวผานการกาํหนด

คาความแรงรวมกนัจาก 26 หองปฏิบติัการท่ัวโลก 

โดยแตละหองปฏบิตักิารจะใชวธิท่ีีแตกตางกนั เชน 

CDC, ADCC, reporter gene binding, ELISA 

และ apoptosis4 
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 งอขงอตกูถมาวคบอสดทราก นั้นะฉะารพเ

ะลแงอลคดอสลผหใ อืถอื่ชเานมาวคีม ี้นงั้รคนใีธิว

งดสแ ดไ ๆ น่ือรากิตับิฏปงอหงยีคเบยีทเถรามาส

ใหเห็นวาวิธีการตรวจสอบคาความแรงมีความ

นิมเะรปอ่ืพเนาฐรตามีธิวนปเชใบัรหาํสมสะามหเ

มุคบวครากนใ พาภวีชงาทิ์ธทฤกออรากิตับมสณุค

คุณภาพยาอะดาลิมูแมบควบคูกับการควบคุม

บมแูมิลาดะอายฑณัภติลผนใ สกิสฟ-ีมคเนาดพาภณุค

ายบบแปูรนใติลผะจอืรหมหใายบบแปูรนใติลผี่ทงั้ท

ายบัรดไ่ีทนชาชะรปหใอ่ืพเ ตคานอนใงึลคยาลค

 ยัภดอลปมาวคะลแ พาภิธทิสะรป พาภณุคีม่ที

ลผปุรส
 จากการตรวจสอบความถูกตองของวิธี

บมแูมิลาดะอายงอขพาภวีชงาทิ์ธทฤกออรากจวรต

sisotpopa คินคทเยวดงรแมาวคาคาหจวรตรากยดโ

โดยใชเซลล U-937 เปนเซลลเปาหมาย พบวา 

 รอตเิมาราพกุทนใดนหาํก่ีทฑณกเมาตปไนปเ

นปเชใามาํนถรามาส มสะามหเมาวคีมีธิวาวงดสแ

์ิธทฤกออรากนาดพาภณุคมุคบวครากนในาฐรตามีธิว

น้ึข่ีทบมแูมิลาดะอายฑณัภติลผงอขพาภวีชงาท

มหใายบบแปูรนใง้ัท ยานหาํจรากนอกายนยีบเะท

ดไยทไศทเะรปนใงึลคยาลคายะลแ

ศากะรปมรรกิตติก
 ยวนาํอูผ รมอิมูภ รพาภุส.รด ณุคบอขอข

าษกึศรากนุนสบันสรากหใ่ีท ุถตัววีชนับาถสราก

งวรทะรก ยทพแรากรตสาศายทิวมรกะลแี้นงั้รคนใ

าษกึศรากหใณามะรปบงนุนสบันส่ีทขุสณราธาส

คงสะรปุถตัวมาตงวลุลจ็รเาสํ
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