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           Abstract
Background: Rheumatoid arthritis can be treated with adalimumab, a human recombinant 
immunoglobulin G1, that helps reduce inflammation by targeting the immune system. 
Adalimumab specifically binds to tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and neutralizes 
its biological activity by blocking its interaction with cell surface TNF receptors. It is 
available as both original and biosimilar drugs. Thus, identity and purity testing using 
capillary electrophoresis with sodium dodecyl sulfate (CE-SDS) is a critical quality attribute 
for quality control of these drugs, ensuring that patients receive high-quality medications 
that meet international standards.

Objectives: This study aimed to develop a method for determining the identity and 
purity of adalimumab using CE-SDS according to the International Conference on 
Harmonization (ICH) guidelines. The ultimate goal is to establish this as a standard method 
for laboratory quality control of marketed adalimumab in Thailand.
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Methods: The method validation for determining the identity and purity of adalimumab 
includes various parameters including specificity, precision, accuracy, linearity, and 
robustness, following the ICH Q2 guidelines.

Results: The results demonstrated that the method was specific under both reduced and 
non-reduced conditions, showing linearity over the concentration range of 0.50-1.50 mg/ml. 
The relative standard deviation (RSD) for precision, both within-day and between-day, 
was within 5%. The recovery percentage ranged from 90% to 110%. Additionally, 
the method was robust when changes in equipment were made.

Conclusions: The developed method for testing the identity and purity of adalimumab 
using capillary electrophoresis with sodium dodecyl sulfate is specific, precise, accurate, 
reliable, and suitable for quality control of adalimumab products in Thailand.
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            บทคัดยอ
ความสําคัญ: โรคขออักเสบรูมาตอยดสามารถรักษาไดโดยใชอะดาลิมูแมบโดยยาผลิตโดยเทคนิค

รีคอมบิแนนตซึ่งเปนอิมมูโนโกล บูลินจี 1 ซึ่งชวยลดการอักเสบจากการทํางานของระบบภูมิคุมกัน โดย

ยาจับอยางจําเพาะกับ human Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-alpha) และขัดขวางการทํางาน

ของปฏิกิริยาภายในเซลลยาอะดาลิมูแมบท่ีใชในปจจุบันมีท้ังยาตนแบบ และยาชีววัตถุคลายคลึงดังน้ัน

การควบคุมคุณภาพดานเอกลักษณและความบริสุทธิ์ของยาโดยวิธีแคปลลารีอิเล็กโทรโฟรีซีส-โซเดียม

โดดีซิลซัลเฟต (CE-SDS) เปนหนึ่งในวิธีการทดสอบ Critical Quality Attribute (CQA) ที่สําคัญ 

จึงมีความสําคัญยิ่งเพื่อใหผูปวยมั่นใจไดวาไดรับยาที่มีคุณภาพตามมาตรฐานสากล

วัตถุประสงค: เพื่อทดสอบความเหมาะสมและความถูกตองของวิธีตรวจวิเคราะหเอกลักษณและ
ความบริสุทธิ์ในยาอะดาลิมูแมบโดยใชเทคนิคแคปลลารีอิเล็กโทรโฟรีซีส-โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต สําหรับ
หองปฏบัิตกิารสถาบันชวีวตัถกุรมวิทยาศาสตรการแพทยเพือ่ควบคมุคณุภาพยาอะดาลมิแูมบทีนํ่าเขามา
จําหนายในประเทศไทย

วิธีการวิจัย: วิจัยเชิงทดลอง (experimental research) โดยใชตัวอยางยาชีววัตถุคลายคลึงชนิด
อะดาลิมูแมบที่ผูผลิตสงตรวจวิเคราะหเพื่อประกอบการขึ้นทะเบียนยาในประเทศไทย โดยสุมตัวอยาง
ตามมาตรฐานของบริษทัผูผลติแตละแหง จาํนวน 2 ยีห่อ ทีค่วามเขมขน 40 mg/0.8 ml อยางละ 2 ตวัอยาง 
และสารมาตรฐาน monoclonal IgG system suitability ดําเนนิการทดสอบในพารามเิตอรตาม ICH Q2 
ประกอบดวย ความจําเพาะ ความเท่ียง ความเปนเสนตรง ความแมน และความคงทนของวิธีวิเคราะห 
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โดยเปรียบเทียบลักษณะ electropherogram และวิเคราะหขอมูลเชิงปริมาณดวยสถิติเชิงพรรณนา 

ไดแก คาเฉล่ีย รอยละ คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ one-way ANOVA, linear regression และ 

Independent t - test ท่ีระดับความเชื่อมันรอยละ 95 โดยศึกษาระหวางวันท่ี 1 ตุลาคม 2563 –

30 กันยายน 2564

ผลการศกึษา: ผลการทดสอบแสดงใหเหน็วามคีวามเหมาะสมของเคร่ืองมือและระบบทีใ่ชในการทดสอบ

ภายในหองปฏบิตักิาร โดยสารมาตรฐาน monoclonal IgG system suitability ท่ีวิเคราะหไดมลีกัษณะ 

electropherogram คลายคลึงกับเอกสารรับรองคุณภาพและคาท่ีไดเปนไปตามเกณฑท่ีกําหนดใน 

USP-NF การทดสอบความจาํเพาะระหวางยาและสารมาตรฐานอะดาลมิแูมบ พบวาปรากฏพคีของตวัอยาง

และสารมาตรฐานตรงกัน และ formulation buffer ของยาไมมีผลรบกวนพคีหลักของตวัอยาง นอกจากนี ้

การทดสอบความเทีย่ง โดยการทาํซํา้ภายในวนัเดยีวกนัและตางวนักนั พบวาคารอยละของสวนเบีย่งเบน

มาตรฐานสมัพทัธไมเกินรอยละ 5 ซ่ึงอยูในเกณฑการยอมรบั เปรยีบเทยีบคาทีว่ดัไดระหวางวนัโดยใชสถติิ 

One-way ANOVA พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95 

การทดสอบความเปนเสนตรงโดยใชสถิติ linear regression พบวาคา correlation coefficient 

มีคาเขาใกล 1 ซ่ึงบงชี้วาความเขมขนของสารที่ระดับตาง ๆ มีความสัมพันธเชิงเสนโดยตรงกับคา 

corrected area ท้ังในสภาวะ reduced protein และ non-reduced protein การทดสอบความแมน

พบวาคารอยละของการคืนกลับอยูในชวง 90-110 และการทดสอบความคงทน ของวิธีแสดงใหเห็นวา

วิธีวิเคราะหยังคงใหผลลัพธที่สอดคลองกัน แมมีการเปลี่ยนแปลงชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีใชในการวิเคราะห 

การเปรียบเทียบคาที่ไดจากการใชชุดนํ้ายาสําเร็จรูปที่ตางกันโดยใชสถิติ Independent t-test พบวา

ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95

สรุป: การพัฒนาวิธีวิเคราะหเอกลักษณและความบริสุทธิ์ของยาอะดาลิมูแมบโดยเทคนิค แคปลลารี

อเิลก็โทรโฟรซีสี-โซเดยีมโดดซีลิซลัเฟต มคีวามจาํเพาะ เท่ียงตรง แมนยาํ นาเชือ่ถือและเหมาะสม สาํหรับ

นาํมาใชในการตรวจวเิคราะหภายในหองปฏิบัตกิารสถาบันชวีวตัถ ุกรมวทิยาศาสตรการแพทย เพือ่ควบคมุ

คุณภาพยาอะดาลิมูแมบประกอบการขึ้นทะเบียนเพื่อจําหนายในประเทศไทย

คําสําคัญ: โมโนโคนอลแอนติบอดี อะดาลิมูแมบ แคปปลลีอิเล็คโทรโฟรีซีส การทดสอบความถูกตอง

ของวิธีวิเคราะห
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บทนํา
 ยาอะดาลิมูแมบชวยลดการอักเสบจาก

การทาํงานของระบบภูมิคุมกนั โดยยาจะจับอยาง

จําเพาะกับ human Tumor Necrosis Factor-

alpha (TNF-alpha) และขดัขวางการทํางานของ

ปฏกิริยิาในเซลล ใชรกัษาโรคขออักเสบรมูาตอยด 

โรคสะเกด็เงนิ โรคขอกระดกูสนัหลงัอักเสบยดึตดิ 

และโรคลําไสใหญอักเสบ1 เปนหนึ่งในยากลุม

ชีวเภสัชภัณฑ (biopharmaceutical) มีการ

คาดการณอัตราการเจริญเติบโตในตลาดยาโลก

ป ค.ศ. 2024-2029 วาเพิม่ขึน้เฉลีย่รอยละ (CAGR) 

5.10 ตอป อันเนื่องมาจากการเจ็บปวยท่ีเพิ่มขึ้น

จากโรคติดตอและโรคไมติดตอเรื้อรัง อีกท้ัง

การเพิม่ขึน้ของประชากรผูสงูอายุและความตองการ

ใชยาในการรกัษาโรคทีจํ่าเพาะเจาะจงเพ่ือลดอาการ

ขางเคียงที่เกิดจากการรักษาดวยยาเคมี สงผลให

มกีารศกึษาวจิยัและพฒันายาชวีเภสัชภณัฑออกสู

ตลาดเพิม่มาก2 ยาอะดาลมูิแมบเปน fully human 

recombinant Immunoglobulin G1: IgG1 

โดยยาชนิดแรกท่ีไดรับอนุมัติสําหรับใชงานใน

ทางการแพทยคือ Humira® เมื่อป ค.ศ. 2002 

ในประเทศสหรัฐอเมริกาในรูปแบบยาตนแบบ 

(originator/ innovator) และเมื่อยาหมดสิทธิ

บัตรจึงเริ่มมีการผลิตเพื่อจําหนายมากข้ึน ทั้งยา

ในรูปแบบยาตนแบบและยาคลายคลึงปจจุบัน

มกีารผลติและขึน้ทะเบยีนยาในรปูแบบยาคลายคลงึ

หลายยี่หอ เชน Amgevita®, Exemptia®, 

Abrilada® และ Hyrimoz® เปนตน3-4 

 โครงสรางทางเคมีของยาอะดาลิมูแมบ 

ประกอบดวยกรดอะมโิน 1,330 โมเลกลุ มนีํา้หนกั

ประมาณ 148 kDa โดยโมเลกุลเดี่ยวที่สมบูรณ 

(monomer) ตองประกอบดวยสาย Light Chain: 

LC 2 สาย และ Heavy Chain: HC 2 สาย เชือ่มตอ

เปนรูปตัววาย (Y shape) ดวยพันธะไดซัลไฟด 

(disulfide bond) และมนีํา้ตาลเปนองคประกอบ

อยูบนสาย (glycosylated) จะสงผลใหการออกฤทธิ์

ของยามีประสิทธิภาพ แตหากโครงสรางของยา

เกิดการเปลี่ยนแปลงไป เชน การเกาะกลุมหรือ

การแตกตัวของโมเลกุลยา (aggregation and 

fragmentation) จะสงผลตอโครงสรางโมเลกลุเด่ียว

ของยาไมสมบูรณ สงผลใหการออกฤทธิ์ของยา

มีประสิทธิภาพลดลงได5

 ตามมาตรฐานการทดสอบตํารายาสากล

สหรฐัอเมรกิา (United States Pharmacopeia: USP) 

และตํารายาสากลแหงสหภาพยุโรป (European 

Pharmacopoeia: ph.Eur) ไดกําหนดแนวทาง

และวิธีการทดสอบเพ่ือควบคุมคุณภาพทางดาน

เอกลกัษณและความบรสิทุธิข์องโมโนโคนอลแอนตบิอดี

ทีอ่าศยัการแยกตามขนาดโมเลกลุประกอบดวยเทคนคิ 

Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE), Size Exclusion 

Chromatography (SEC-HPLC) และ Capillary 

Sodium Dodecyl Sulfate Electrophoresis 

(CE-SDS) ซึ่งเทคนิค CE-SDS สามารถแยกและ

ตรวจสอบโมเลกุลโปรตีนท่ีมีขนาดเล็กไดดีกวา

เทคนิค SEC ดังน้ันจึงนิยมใชสองวิธีนี้ควบคูกัน

ในการทดสอบหาความบรสิทุธิข์องโมเลกลุโปรตนี 

นอกจากนี้เทคนิค CE-SDS สามารถแยกโปรตีน

โดยอาศยัการเคลือ่นทีข่องโปรตนีภายใตสนามไฟฟา

เชนเดียวกับวิธี SDS-PAGE แตมีความละเอียด

และแมนยํา วิเคราะหไดในระยะเวลาที่รวดเร็ว

และสามารถทาํซํา้ไดโดยมคีวามผดิพลาดไดนอยกวา

วิธี SDS-PAGE6 โดย SDS จะชวยทําใหโปรตีน

มีประจุลบและทําใหโครงสรางโปรตีนเสียสภาพ

คลายตวัเปนสายตรง ซึง่สามารถตรวจสอบโปรตนีได

ท้ังสองสภาวะคือ non reduce protein และ 
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reduce protein เพื่อตรวจสอบการแตกตัวและ

ความคงตัวของโปรตีน โดยสภาวะ non reduce 

protein เปนการตรวจสอบปริมาณโมเลกุลของ 

monomer โดยใชสารกลุ ม alkaline เชน 

iodoacetamide ทําใหโปรตีนยังคงสภาพของ

โครงสรางโดยไมมกีารสลายพันธะไดซัลไฟดแลวทาํ

การแยกตามขนาดโมเลกุล และสภาวะ reduce 

protein เปนการตรวจสอบปริมาณ LC และ HC 

โดยใชสารกลุม reducing เชน 2-mercaptoethanol 

เพือ่ทําลายพนัธะไดซลัไฟดในโมเลกลุ ทาํใหโมเลกลุ

ของโปรตีนแยกออกเปนพีคของ HC และ LC 

จากนั้นจึงผานตัวอยางเขาไปในทอแคปลลารี 

(capillary tube) และเกิดการแยกโปรตีนตาม

ขนาดโมเลกุล โดยการใหศักยไฟฟาสูงผานหลอด

ขนาดเล็ก (capillary tube) ซึ่งภายในบรรจุสาร

ละลายอิเลคโตรไลตที่นําไฟฟาได โดยโมเลกุล

ขนาดเลก็จะถกูแยกออกมากอน ตามดวยโมเลกลุ

ที่มีขนาดใหญกวา ซึ่งเวลาที่ใชในการเคล่ือนที่ 

(Migration Time: MT) ของแตละโมเลกุลจะเปน

คาเฉพาะ ปรากฏพีคที่มีความสูงแปรตามจํานวน

โมเลกุลที่แยกได โดยปริมาณของสารที่แยกไดนี้ 

จะถกูคาํนวณเปนรอยละของพืน้ท่ีใตพคี (Corrected 

percentage Area: %Corr A) และเปรียบเทียบ

ผลที่ไดกับสารมาตรฐานของตัวอยางนั้น ๆ เพื่อ

ตรวจสอบความเปนเอกลักษณของตัวอยาง7-8

 การวิเคราะหทางหองปฏิบัติการในการ

ควบคุมคุณภาพดานเอกลักษณและความบริสุทธิ์

ของยาอะดาลมิแูมบ จําเปนตองใชวธีิการวเิคราะห

ที่เหมาะสมและทันสมัยที่สามารถเปรียบเทียบ

ทั้งดานปริมาณและคุณภาพ9 โดยเทคนิค CE-SDS 

เปนหนึง่ในวธีิการทดสอบตามมาตรฐานตํารายากล 

USP-NF เนื่องจากเปนเทคนิคที่สามารถตรวจสอบ

ปริมาณของส่ิงปนเปอนที่เกิดขึ้นจากการแตกตัว

ของผลิตภัณฑไดดี แมนยํา และใชเวลารวดเร็ว

ในการทดสอบสิง่ปนเปอนจากผลติภณัฑ (related 

impurity)10 แตเนือ่งจากในตาํรายาสากล USP-NF 

มีขอกําหนดเฉพาะยาโมโนโคลนอลแอนติบอดี11 

แตยงัไมมขีอกาํหนดเฉพาะสาํหรับยาอะดาลมิแูมบ

สงผลใหตองมกีารพฒันาวธิกีารวเิคราะหทีเ่หมาะสม

สาํหรับผลติภณัฑดงักลาว เนือ่งจากในกระบวนการ

ผลิตยาและสูตรตํารับ (formulation buffer) 

ของยาท่ีมคีวามแตกตางกันในแตละย่ีหออาจสงผล

ตอผลการทดสอบ7-8 ดังนั้นผูวิจัยจึงทําการพัฒนา

วธิวิีเคราะห CE-SDS ตามแนวทางของ International 

Council for Harmonisation of Technical 

Requirements for Pharmaceuticals for Human 

Use – Validation of Analytical Procedures 

(ICH Q2)12 เพือ่ใหสามารถใชเปนวธีิมาตรฐานสําหรบั

หองปฏิบัติการสถาบันชีววัตถุ กรมวิทยาศาสตร

การแพทย สาํหรบัวเิคราะหคณุภาพเพือ่ประกอบการ

ข้ึนทะเบียนตํารับยาอะดาลิมูแมบในประเทศไทย 

เพื่อเพิ่มความเช่ือมั่นในคุณภาพ ประสิทธิภาพ 

และความปลอดภัยของผลิตภัณฑ ท้ังสําหรับ

บุคลากรทางการแพทยและประชาชนท่ีตองใชยา

อะดาลิมูแมบในการรักษาโรค ซึ่งเปนกาวสําคัญ

ในการยกระดับมาตรฐานของยาชีววัตถุในประเทศ

ใหสอดคลองกับมาตรฐานสากล

วัตถุประสงค 
 1. เพ่ือทดสอบความเหมาะสมของวิธี

การตรวจวิเคราะหเอกลักษณและความบริสุทธิ์

ในยาอะดาลิมูแมบโดยใชเทคนิคแคปลลารีอิเล็ก

โทรโฟรีซีส-โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต โดยวิเคราะห

สารมาตรฐาน USP monoclonal IgG system 

suitability ในสภาวะ non-reducing protein 

และ reducing protein
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 2. เพือ่ทดสอบความถกูตองของวธิวีเิคราะห

เอกลักษณและความบริสุทธิ์ในยาอะดาลิมูแมบ

โดยใชเทคนิคแคปลลารีอิเล็กโทรโฟรีซีส-โซเดียม

โดดีซิลซัลเฟต โดยวิเคราะหสารมาตรฐานอะดาลิ

มแูมบเปรยีบเทยีบกบัยาอะดาลมูิแมบ ตามแนวทาง

และเกณฑการยอมรับของ ICH Q2 เพื่อนํามาใช

เปนวธิวีธิมีาตรฐาน รองรับการตรวจวเิคราะหสาํหรับ

การขึ้นทะเบียนยาอะดาลิมูแมบทั้งชนิดยาตนแบบ

และยาชีววัตถุคลายคลึง สําหรับหองปฏิบัติการ

สถาบันชีววัตถุกรมวิทยาศาสตรการแพทย 

ระเบียบวิธีวิจัย
วิธีวิจัย 

 วิธีวิจัยเชิงทดลอง (experimental 

research) โดยทดสอบความเหมาะสมของวิธี

วิเคราะหและทดสอบความถูกตองในการตรวจ

วเิคราะหเอกลกัษณและความบรสุิทธ์ิในยาอะดาลิ

มแูมบดวยเทคนคิแคปลลารอีเิลก็โทรโฟรีซีส-โซเดยีม

โดดีซิลซัลเฟต ตามแนวทางของ ICH Q2 โดย

ดาํเนินการศกึษาในระหวางวนัที ่1 ตลุาคม 2563 -

30 กันยายน 2564

กลุมตัวอยาง

 ตัวอยางยาชีววัตถุคลายคลึงชนิดอะดาลิ

มแูมบ ทีผู่ผลติสงตรวจวเิคราะหเพ่ือประกอบการ

ขึน้ทะเบยีนยาในประเทศไทย โดยการสุมตวัอยาง

การทดสอบดาํเนินการสุมโดยบรษัิทผูผลิต จํานวน 

2 ยี่หอ กําหนดเปนชื่อ mAb A และ mAb B 

ที่ความเขมขน 40 mg/0.8 ml จํานวนอยางละ 

2 ตัวอยาง 

วัสดุอุปกรณและเครื่องมือ

 1. สารมาตรฐาน monoclonal IgG 

system suitability (USP, USA) และสารมาตรฐาน

อะดาลิมูแมบ (In-house reference standard)

 2. ชดุนํา้ยาสาํเร็จรูป: SDS-MW analysis 

kit (SCIEX, USA) ประกอบดวยโปรตีนอางอิง

มาตรฐานที่มีขนาดโมเลกุลระหวาง 10-225 kDa 

และ Internal Standard (IS) ขนาด 10 kDa, gel 

buffer (proprietary formulation, pH 8.0, 0.2% 

SDS), sample buffer (100 mM Tris-HCl, 

pH 9.0, 1% SDS), acidic wash solution 

(0.1 N HCl), basic wash solution (0.1 N 

NaOH), 2-mercaptoethanol (Sigma, USA), 

Iodoacetamide: IAA (Sigma, USA) และ water 

HPLC grade

 3. เครือ่งอเิลก็โทรโฟรซีสีแบบแคปลลาร ี

(CE) รุน PA 800 plus pharmaceutical analysis 

system (Beckman Coulter, USA) พรอมดวย

ชดุคอมพวิเตอรและโปรแกรมประมวลผล 32 Karat 

software, เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงชนิด 

Photodiode Array (PDA), fused-silica capillary 

แบบ uncoated ขนาดเสนผานศนูยกลาง 50 µm 

ยาว 30.2 cm (SCIEX, USA), cartridge assembly 

kit (SCIEX, USA), เครือ่งชัง่ความละเอยีด 4 ตาํแหนง 

(Sartorius ED 822, Germany) และ Heating 

box (Eppendorf, USA)

ขั้นตอนการศึกษา11,13

 1. การเตรียมตัวอยางและสารมาตรฐาน

ในสภาวะ non-reducing โดยเจอืจางสารมาตรฐาน

และตวัอยางใหมปีรมิาณโปรตีน 1.0 mg/ml ดวย 

sample buffer เตมิ IS ปรมิาตร 4 ul, เตมิ 250mM 

IAA ปริมาตร 5 ul ลงในตัวอยางปริมาตร 95 ul 

นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 70ºC นาน 3 นาทีแลวต้ังท้ิงไว

ใหเย็นที่อุณหภูมินาน 5 นาที กอนนําไปทดสอบ

 2. การเตรียมตัวอยางและสารมาตรฐาน

ในสภาวะ reducing โดยเจือจางสารมาตรฐาน

และตัวอยางใหมีปริมาณโปรตีน 1.0 mg/ml 
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ดวย sample buffer เติม IS ปริมาตร 4 ul, 2-

Mercaptoethanol ปรมิาตร 5 ul ลงในตวัอยาง

ปริมาตร 95 ul นําไปบมที่อุณหภูมิ 100ºC นาน 

3 นาทีแลวตั้งทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมินาน 5 นาที 

กอนนําไปทดสอบ

 3. นาํสารมาตรฐานและตัวอยางท่ีเตรียมไว 

ฉดีเขาเครือ่ง CE ขัน้ตอนการแยกสารของ CE-SDS 

โดยมีสภาวะของเครื่อง (ดังตารางที่ 1) การสลาย

พนัธะในโมเลกลุโปรตนีดวยความรอนในสภาวะทีมี่ 

SDS จากนัน้สารจะผานแคปลลารโีดยใช IS ขนาด

โมเลกุล 10 kDa ที่เติมในตัวอยางเปน mobility 

marker ซ่ึงเคลื่อนที่ผานเครื่องวัดคาการดูดกลืน

คลื่นแสง จากนั้นโปรตีนจะเคลื่อนที่แยกออกตาม

ขนาดของโมเลกลุ โดยโมเลกลุขนาดเลก็จะเคลือ่นที่

ออกมากอนโมเลกุลขนาดใหญ แลวใชโปรแกรม

ประมวลผล 32 Karattm software แปลงคาสัญญาณ

เปน electropherogram พรอมวเิคราะหคารอยละ

ของพื้นที่ใตกราฟ และคาเวลาที่ใชในการเคลื่อนที่

โดยมีชุดน้ํายาโปรตีนท่ีมีน้ําหนักมาตรฐานในชวง 

10-225 kDa เพือ่ใชเทียบขนาดโมเลกลุ ของตวัอยาง

และสารมาตรฐาน

 4. การทดสอบความพรอมของระบบ 

กอนการทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

ไดทําการตรวจสอบความพรอมกอนการทดสอบ

กับตัวอยางและสารมาตรฐานยาอะดาลิมูแมบ 

โดยใชสารมาตรฐาน USP monoclonal IgG 

system suitability ที่เตรียมใหมีความเขมขน 

0.5 mg/ml ในสภาวะ non-reducing และ 

reducing ในการฉีดเขาเครื่อง CE เพื่อตรวจสอบ

ความพรอมของระบบ ซึ่งตองผานตามเกณฑ

ตามตํารายาสากล USP-NF11,14-15 กอนทําการ

ทดสอบความถูกตองตามพารามิเตอร

 5. ทดสอบความถูกตองของวิธี 12

    5.1 การทดสอบความจําเพาะของวิธี 

(Specificity)

         1) วิเคราะห blank, formulation 

buffer สารมาตรฐานและตัวอยางยาอะดาลิมแูมบ 

เพื่อตรวจสอบความสามารถในการแยกในสภาวะ

ทีก่าํหนด ในสภาวะ non-reducing protein และ 

reducing protein ซึง่ตองปรากฏพคีของ IS และ

ไมปรากฏพีคอื่น ๆ ที่รบกวนพีคหลัก

         2) วิเคราะหโปรตนีอางองิมาตรฐาน

ทีม่ขีนาดโมเลกลุระหวาง 10-225 kDa ในสภาวะ 

ตารางที่ 1 สภาวะของเครื่อง CE สําหรับใชวิเคราะหในขั้นตอนการทํางาน

CommentDurationValueEventStep

0.1 N NaOH rinse to clean capillary surface

0.1 N HCl rinse to neutralize capillary surface

water rinse to remove the acid residue

SDS Gel rinse to fill the capillary with SDS gel

H2O dipping to clean capillary tip

H2O dipping to clean capillary tip

sample injection

H2O dipping to avoid sample carryover

separation

3.00 min

1.00 min

1.00 min

10.00 min

0.00 min

0.00 min

20.0 sec

0.00 min

40.0 min

70.0 psi

70.0 psi

70.0 psi

70.0 psi

-

-

5.0 kV

-

15.0 kV

rinse-pressure

rinse-pressure

rinse-pressure

rinse-pressure

wait

wait

inject-voltage

wait

separation-voltage

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

#8

#9
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reducing protein ตองปรากฏพีคตามใบรับรอง

ของผูผลติทีป่ระกอบดวยโปรตนีทีม่นีํา้หนกัโมเลกลุ 

10, 20, 35, 50, 100, 150 และ 225 kDa

      3) วิเคราะหสารมาตรฐานและตวัอยาง

ยาอะดาลิมูแมบไดแก mAb A และ mAb B 

ท่ีเตรียมใหมีปริมาณโปรตีน 1 mg/ml ในสภาวะ 

non-reducing protein และ reducing protein 

ตองปรากฏพีคของ IS รวมถึงปรากฏพีคของสาร

มาตรฐานตรงกับสารตัวอยาง

 5.2 การทดสอบความเที่ยง (Precision)

      1) การวิเคราะหซํ้าภายในวันเดียวกัน 

(repeatability) วิเคราะห mAb A จํานวน 6 ซํ้า

ภายในวันเดียวกันและสภาวะเดียวกันทั้งสภาวะ 

non-reducing และ reducing เปรียบเทียบคา MT 

และคา %Corr A คํานวณคา %RSD ซึ่งตองมีคา

ไมเกิน 5 

      2) การวิเคราะหซํ้าตางวัน (inter

mediated precision) วเิคราะห mAb A จาํนวน 

3 ซํา้ โดยทดสอบตางวันเปนเวลา 3 วันทัง้สภาวะ 

non-reducing และ reducing เปรียบเทียบคา MT 

และคา %Corr A คํานวณคา %RSD ซึ่งตองมีคา

ไมเกิน 5 และวิเคราะหความแตกตางระหวางวัน

โดยสถิติ one-way ANOVA

 5.3 ทดสอบความเปนเสนตรง (Linearity) 

วิเคราะหชวงความเขมขนของสารท่ีวิเคราะหได

ใน mAb A ที่เตรียมใหมีความเขมขน 6 ระดับ 

0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 และ 1.50 mg/ml 

ทั้งสภาวะ non-reducing และ reducing 

วิเคราะหความสัมพันธระหวางความเขมขนของ

โปรตนีและคา Corrected area (CorrA) ทีร่ะดบั

ความเขมขนตาง ๆ แลวสรางกราฟเพ่ือทดสอบ

ความเปนเสนตรงของกราฟทีไ่ดตองมคีา correlation 

coefficient (r) ≥ 0.990

 5.4 การทดสอบความแมน (Accuracy) 

วิเคราะหความแมนโดยการ spike สารมาตรฐาน 

mAb A ทีร่ะดบัความเขมขนของโปรตนี 0.50, 1.00 

และ 1.50 mg/ml (50-150%) ลงในสารละลาย 

formulation buffer ทั้งสภาวะ non-reducing 

และ reducing นาํคา Corr A ทีว่เิคราะหไดทีร่ะดบั

ความเขมขนตาง ๆ มาคํานวณคาปริมาณโปรตีน 

(found concentration) เปรียบเทียบกับความ

เขมขนท่ีเตรยีมไว (theoretical concentration) 

แลวคํานวณเปอรเซน็ตการคนืกลบั (% recovery) 

ตามสูตร

 % Recovery =  A × 100
   B

 เมื่อ A = ความเขมขนของสารมาตรฐาน 

mAb A ที่วิเคราะหได (found concentration)

      B = ความเขมขนของสารมาตรฐาน 

mAb A ทีค่าดวาจะได (theoretical concentration)

 โดยคาเฉล่ียของ % recovery ควรมีคา

ระหวาง 90-110

 5.5 การทดสอบความคงทนของวิธี 

(Robustness) วิเคราะหผลกระทบของวิธีเมือ่เปลีย่น

รุนการผลิต SDS-MW analysis kit วิเคราะห 

mAb A จํานวน 3 ซ้ํา โดยทดสอบตางวันเปนเวลา 

3 วันทั้งสภาวะ non-reducing และ reducing 

โดยใชชุดนํ้ายาสําเร็จรูปตางรุนการผลิตแลว

เปรยีบเทยีบคา MT และ %CorrA ทีว่เิคราะหได

ตองมีคา % RSD ไมเกิน 5 แลวเปรียบเทียบ

ความแตกตางระหวางชดุนํา้ยาสาํเรจ็รปูโดยสถติิ 

Independent t-test

การวิเคราะหขอมูล

 วิเคราะหขอมูลเชิงคุณภาพโดยการ

เปรยีบเทยีบลกัษณะ electropherogram ทีไ่ดจาก

การวิเคราะหดวยเคร่ืองอัตโนมัติแคปลลารีอิเล็ก
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โทรโฟรีซีสและวิเคราะหขอมูลเชิงปริมาณดวย

สถติเิชงิพรรณนา (descriptive statistics) ไดแก 

คาเฉล่ีย รอยละคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

และทดสอบความแตกตางระหวางวนัโดย one-way 

ANOVA วเิคราะหความสมัพนัธระหวางความเขมขน

กบั CorrA โดย linear regression และวิเคราะห

ความแตกตางระหวางชุดนํ้ายาสําเร็จรูปโดย 

Independent t-test ที่ระดับความเชื่อมั่น

รอยละ 95

ผลการศึกษา
1. ความพรอมของระบบ (System Suitability)

 Electropherogram ที่วิเคราะหไดจาก 

IgG system suitability พบวา ปรากฏพีคที่ได

จากการวิเคราะห ตรงตามใบรับรองของผูผลิตทั้ง

สภาวะ non-reducing และ reducing แสดงดัง

รูปที่ 1 ผลวิเคราะห MT ของ IS ในสภาวะ non-

reducing protein พบวามีคา % RSD ของ IS 

เทากับ 0.05 % Corr ของพีค IgG มีคา 71.76 

และคา resolution ของพคี IgG และพคี F1 มคีา 

2.73 และ 1.58 ผลวเิคราะหในสภาวะ reducing 

protein คา resolution ของ NGHC และ HC 

มคีามากกวา 1.24 และ ratio ระหวาง NGHC : HC 

มีคารอยละ 1.08 ซึ่งเปนไปตามเกณฑกําหนด

ตาม USP-NF ผลแสดงดังตารางที่ 2

รูปที่ 1 Electropherogram สารมาตรฐาน USP monoclonal IgG system suitability ในสภาวะ 

non-reducing protein (A) และ reducing protein (B)

ตารางที ่2 ผลวเิคราะห system suitability ในสภาวะ non-reducing protein และ reducing protein 

ของสารมาตรฐาน USP monoclonal IgG system suitability
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2. ความจําเพาะของวิธี CE-SDS

 ตรวจสอบความจําเพาะโดยวิเคราะห blank พบวา ไมปรากฏพีคอื่นรบกวนพีคหลัก ปรากฏ

เพียงพีคของ blank ที่มีการเติม IS และพีคของ buffer ผลแสดงดังรูปที่ 3 ปรากฏพีคของโปรตีนอางอิง

มาตรฐานที่มีขนาดโมเลกุลระหวาง 10-225 kDa ตามท่ีบริษัทผูผลิตระบุไวใน COA ผลแสดงในรูปท่ี 4

รปูที ่3 Electropherogram ของ blank (A) สภาวะ non-reducing protein, (B) สภาวะ reducing protein

รูปที่ 4 Electropherogram โปรตีนอางอิงมาตรฐาน (A) รูปที่วิเคราะหได (B) ภาพตามใบรับรอง COA

 วิเคราะหยาอะดาลิมูแมบท้ัง 2 ยี่หอ (mAb A และ mAb B) เทียบกับสารมาตรฐานของตัวอยาง

ยี่หอน้ัน ๆ และ formulation buffer พบวา ปรากฏพีค IS ปรากฏพีคของตัวอยางตรงกับสารมาตรฐาน 

และ formulation buffer ไมปรากฏพีคใด ๆ รบกวนพีคตัวอยางทุก ๆ ตัวอยาง ทั้งสภาวะ non-reducing 

protein และ reducing protein ผลแสดงในรูปที่ 5
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3. ความเที่ยง 

 วิเคราะห mAb A ซ้ําภายในวันเดียวกัน 

และวิเคราะหซํ้าตางวันเปนเวลา 3 วัน โดยนัก

วิเคราะหคนเดียวกัน ผลวิเคราะห MT และ %

CorrA ของ Intact IgG ในสภาวะ non-reducing 

และผลวิเคราะห MT และ % Corr A ของ LC 

และ HC ในสภาวะ reducing มคีา %RSD นอยกวา 

5 เปรียบเทียบความแตกตางระหวางวันโดยสถิติ 

ANOVA พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนยัสาํคญั

ทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% ดังตารางท่ี 3

4. ความเปนเสนตรง

 วิเคราะหความสัมพันธระหวางชวง

ความเขมขนของสารท่ีวิเคราะหไดในสารมาตรฐาน 

mAb A ทีค่วามเขมขน 5 ระดบักบัคา corrected 

area ของ Intact IgG ในสภาวะ non-reducing 

และคา corrected area ของ LC กับ HC ในสภาวะ 

reducing ตามลําดับ พบวา ความเขมขนของ 

mAb A มลีกัษณะเปนเสนตรงทีใ่นชวงความเขมขน

ท่ีทําการทดสอบ 0.50 -1.50 mg/ml และคา 

y-residuals การกระจายตัวรอบแกนศูนยที่ดี 

ผลแสดงดังรูปท่ี 6 และผลวิเคราะห linear 

regression ไดคา correlation coefficient (r) 

เทากับ 0.998, 0.999 และ 0.999 ซึง่มคีาเขาใกล 1 

แสดงถึงความเขมขนของสารมีความสัมพันธไปใน

ทิศทางเดียวกับ corrected area ทั้งในสภาวะ 

non-reducing และ reducing

รูปที่ 5 Electropherogram ของ mAb A (A) และ mAb B (B) เทียบกับสารมาตรฐานของ mAb ยี่หอ

นั้น ๆ ในสภาวะ non-reducing protein และ reducing protein

ตารางที่ 3 การทดสอบความเที่ยงของ mAb A ภายในวันเดียวกันและตางวัน
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5. ความแมน

 คาํนวณปรมิาณโปรตนีจากสารมาตรฐาน 

mAb A ที่ระดับความเขมขน 0.50, 1.00 และ 

1.50 mg/ml (50-150 % level) มคีาเปอรเซน็ต

การคืนกลับ (% recovery) ในสภาวะ non-

reducing protein เทากบัรอยละ 96.04, 105.51 

และ 106.36 ตามลําดับ ในสภาวะ reducing 

protein (HC) รอยละ 98.83, 100.31 และ 99.49 

ตามลําดับ ในสภาวะ reducing protein (LC) 

รอยละ 100.51, 99.98 และ 99.35 ตามลําดับ 

ซึ่งผลการทดสอบเปนไปตามเกณฑการยอมรับ

ของเปอรเซ็นตการคืนกลับในชวง 90 -110% 

ผลแสดงดังตารางท่ี 5

รูปท่ี 6 ความสัมพันธเชิงเสนตรงระหวางความเขมขนที่ระดับตาง ๆ ในสภาวะ non-reducing protein 

(A; Intact IgG) และในสภาวะ reducing protein (B; HC), (C; LC) และกราฟการกระจายรอบแกนศนูย

ในสภาวะ non-reducing protein (D; Intact IgG) และในสภาวะ reducing protein (E; HC), (F; LC)

ตารางที่ 5 รอยละการคืนกลับในสารมาตรฐาน mAb A
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6. ความคงทนของวิธี

 ทดสอบตัวอยาง mAb A โดยเปลี่ยนรุน

การผลิต SDS-MW analysis kit ที่ใชในการ

วเิคราะห ในสภาวะ non-reducing protein และ 

reducing protein พบวาวิธีมีความคงทนในการ

วเิคราะหโดยคา %Corr A ทีว่เิคราะหมคีา %RSD 

ไมเกิน 5 และเมื่อวิเคราะหความแตกตางระหวาง

ชุดรุนการผลิต โดยสถิติ Independent t-test 

พบวาไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95% ผลแสดงดังตารางที่ 6

อภิปรายผล
 การพัฒนาวิธีวิเคราะหเอกลักษณและ

ความบริสุทธ์ิในยาอะดาลิมูแมบโดยวิธี CE-SDS 

เพือ่ทดสอบความเหมาะสมของวิธีสําหรบันาํมาใช

ในการควบคมุคณุภาพยาอะดาลมิแูมบ ดาํเนินการ

ทดสอบตามสภาวะของวิธีตามท่ีบริษัทผูผลิต

เครื่องมือไดตรวจสอบความถูกตอง (ตารางที่ 1) 

การเตรียมตัวอยางและสภาวะที่ใชในการทดสอบ

รวมถึงความยาวของทอแคปลลารี คือ 30.2 cm 

อางอิงจากตํารายาสากล USP11,14 ผลที่ได

ใหคาทางสถติทิีเ่หมาะสมจึงดําเนนิการใชสภาวะ

การทดสอบนี้เปนสภาวะที่ใชในการทดสอบกับ

ตัวอยางจริง และใช IS ที่เปนโปรตีนมาตรฐาน

ขนาด 10 kDa ทดสอบรวมกับตัวอยางทุกครั้ง 

เพื่อเปนตัวบงชี้การเคลื่อนที่ (mobility marker) 

ของโมเลกุลตัวอยาง โดยจากผลการทดสอบตาม

สภาวะของวิธีมีลําดับขั้นตอนเชนการลางทอ

แคปลลารี ดวย 0.1 N NaoH ตามดวย 0.1 N HCl 

ตามดวยนํา้กอนเขาสูการเตมิ SDS gel separation 

buffer ในทอแคปลลารี และฉดีตวัอยางเขาสูระบบ

ที่ดําเนินการภายใตแรงดันไฟฟาที่เหมาะสมเพื่อ

ทําใหเกิดการแยกโปรตีน และตรวจวัดสัญญาณ

ของโปรตีนที่แยกไดโดยใชตัวตรวจวัดแบบ PDA 

ที่ความยาวคลื่น 220 นาโนเมตร วิเคราะหดวย

เคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซีส รุน PA 800 plus 

pharmaceutical analysis system จํานวน

ตางเครือ่ง ตางหองปฏบิตักิาร วเิคราะหในตวัอยาง 

mAb IgG1 พบวามีคารอยละความบริสุทธ์ิของ 

Intact IgG (monomer) รอยละ 95.7-96.7 และ 

LC+HC รอยละ 97.2-98.07 ซึ่งสอดคลองกับ

ผลท่ีวเิคราะหไดในตัวอยางในตัวอยางอะดาลมูิแมบ

รอยละ 92.5 -93.5 และ 98.0 -99.0 ในสภาวะ 

non-reducing protein และ reducing protein 

ตามลําดับ

ตารางที่ 6 ผลความคงทนของวิธีเมื่อมีการเปลี่ยนรุนการผลิตชุดนํ้ายาสําเร็จรูปในตัวอยาง mAb A
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 การทดสอบความพรอมของระบบใชสาร

มาตรฐาน IgG system suitability สามารถใชใน

การประเมนิความสามารถในการแยกของโมเลกลุ

โปรตนีท้ังในสภาวะ non-reducing protein และ 

reducing protein เพือ่ยนืยนัความเหมาะสมของ

ระบบและเครือ่งมอื วามคีวามแมนยาํ และไมมคีวาม

คลาดเคลือ่นของผลวิเคราะห กอนทําการวิเคราะห

ตัวอยางจริง โดยลักษณะ electropherogram

ที่วิเคราะหได ปรากฏ 7 พีคหลักในสภาวะ non 

reducing protein และปรากฏ 3 พคีหลกัในสภาวะ 

reducing protein รวมถึงผลการทดสอบทีไ่ดมคีา

ทางสถิติ และเกณฑการยอมรับเปนไปตามเกณฑ

สอดคลองกับผลการทดสอบที่วิเคราะหโดยใชวิธี 

สภาวะ และสารมาตรฐานชนิดเดียวกัน11,15 

 เมือ่ดาํเนินการทดสอบตามแนวทาง ICH 

Q2 พบวาวธิสีามารถแยกโปรตนีมาตรฐานในชวงที่

มขีนาดโมเลกุล 10-225 KDa ไดอยางมปีระสทิธภิาพ 

การวเิคราะห mAb A และ mAb B สามารถแยก

โมเลกุลเดีย่ว (monomer) ไดและเมือ่ทาํการทดสอบ

ในสภาวะ reducing protein ทีส่ภาวะการทดสอบ

มีการสลายพันธะไดซัลไฟดสามารถแยกโมเลกุล

ของ HC และ LC ออกจากกันไดอยางชัดเจน 

สอดคลองกับการทดสอบในตัวอยาง ยาชีววัตถุ

คลายคลงึชนดิอะดาลมูิแมบ (SB5) และ reference 

product ของยาอะดาลมูิแมบท่ีมีการเผยแพรในป 

ค.ศ 2019 พบวามีลกัษณะของ electropherogram 

สอดคลองกบักบัผลท่ีวเิคราะหไดทัง้ในสภาวะ non-

reducing protein และ reducing protein16-17

 การดําเนินการทดสอบความถูกตองวิธี

วิเคราะหเอกลักษณและความบริสุทธิ์ดําเนินการ

ทดสอบตามพารามิเตอร ICH Q2 โดยจํานวนซํ้า

ในการทดสอบและคาสถิตท่ีใชในการประเมินผล

การทดสอบแตละพารามเิตอรมเีกณฑการยอมรบั

ตามมาตรฐานทางสถิติ ผลการทดสอบตามพารา

มเิตอรในตวัอยาง mAb A และ mAb B ในสภาวะ 

non reducing protein และ reducing protein 

มีผลสอดคลองตามเกณฑกําหนด โดยปจจุบันไดมี

การดําเนนิการทดสอบโดยใชสภาวะทีมี่การพัฒนา

วิธีวิเคราะหดังกลาวตรวจวิเคราะหกับตัวอยาง

อะดาลิมูแมบที่นําเขาเพื่อมาจําหนายในประเทศ

มากกวา 3 ชนิด โดยพบวาปจจัยอื่นที่อาจสงผล

กระทบตอการทดสอบ เชน การเปลีย่นเครือ่งอเิลก็

โทรโฟรีซีสแบบแคปลลารีที่ใชในการวิเคราะห 

หรือตัวอยางโมโนโคนอลแอนติบอดีตางชนิดกัน 

หรอืชนดิเดยีวกนัแตมอีงคประกอบของ excipient 

หรอืชนดิของ formulation buffer ทีแ่ตกตางกนั 

จะมคีวามเสถียรของตัวอยางทีแ่ตกตางกนั อาจสงผล

ตอการวิเคราะห เชนแรงดันไฟฟาที่ใชในการแยก 

ระยะเวลาในการแยก รวมถึงขั้นตอนการเตรียม

ตัวอยางและระยะเวลาการบมตัวอยาง ที่มีความ

แตกตางกัน และการเปลี่ยนรุนการผลิตของชุด

นํ้ายาสําเร็จรูป SDS-MW analysis kit อาจ

กอใหเกิดความไมสมํ่าเสมอของ SDS gel buffer 

ซึ่งมีบทบาทสําคัญตอการแยกของโปรตีนไดอยาง

แมนยํา เพื่อประเมินผลกระทบดังกลาวจึงไดมี

การทดลองเปลีย่นรุนการผลติของชุดนํา้ยาสาํเรจ็รูป

พบวาวิธียังมีความคงทนโดยรอยละคาเบี่ยงเบน

มาตรฐานสัมพัทธของ MT และ %CorrA มีคา

ไมเกิน 5 ซ่ึงอยูในเกณฑที่ยอมรับไดและมีคา

ไมแตกตางกนัอยางมนียัสาํคญัทีร่ะดับความเชือ่ม่ัน

รอยละ 95
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สรุปผล
 จากผลการศึกษา วิธีวิเคราะหเอกลกัษณ

และความบริสุทธิ์ในยาอะดาลิมูแมบโดยวิธี 

CE-SDS ที่พัฒนาข้ึนมีความจําเพาะ ความเที่ยง 

ความเปนเสนตรง ความแมน และความคงทนของ

วิธีวิเคราะหสูง มีประสิทธิภาพในการแยกเหมาะ

สําหรับนํามาใชเปนวิธีมาตรฐานในหองปฏิบัติการ

ภายในประเทศไทยเพื่อควบคุมคุณภาพดาน

เอกลักษณและความบริสุทธิ์ในยาอะดาลิมูแมบ

ขอเสนอแนะ
  การเตรียมตัวอยางการทดสอบควร

ดําเนินการภายใตสภาวะที่กําหนด โดยควบคุม

อุณหภูมิและระยะเวลาใหเหมาะสมเพื่อปองกัน

การแตกตวัของผลติภณัฑทีอ่าจสงผลตอการทดสอบ 

และระหวางการทดสอบควรมีการตรวจสอบ

ความเสถียรของ IS เน่ืองจากใชในการทดสอบ

ควบคูกบัตวัอยางทกุครัง้ในการทดสอบ เพือ่ใหผล

การทดสอบมคีวามแมนยาํและสามารถเปรยีบเทียบ

ผลการทดสอบระหวางขณะทําการทดสอบได 

นอกจากนีค้วรมกีารขยายขอบขายการตรวจวเิคราะห

ใหครอบคลุมในกลุมโมโนโคนอลแอนติบอดีชนิด

อืน่ ๆ เพือ่ประเมนิประสทิธิภาพและความสามารถ

ของวิธีที่มีความหลากหลายมากขึ้น 
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