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            Abstract
Background: Monoclonal antibodies (mAbs) are biopharmaceuticals used as targeted therapies for 
immune-related diseases. These large protein molecules, produced through biotechnological 
processes, possess structural complexity and require stringent manufacturing controls. Variability 
in production or storage can lead to molecular heterogeneity and charge variants, which may affect 
critical product attributes such as stability, biological activity, and immunogenicity. Therefore, charge 
variant analysis is an essential step in quality assurance. Although ion-exchange chromatography 
(IEC), particularly using pH-gradient separation, is commonly employed for this purpose, it has not 
yet been established as a compendial standard method, and supporting data remain limited. 
Consequently, method development and validation are required to ensure effective quality control 
of mAbs, enabling broader application to various antibodies with different isoelectric points (pI).

Objectives: This study aimed to develop a charge variant analysis method using ion-exchange 
chromatography (IEX) for monoclonal antibodies (mAbs) with an isoelectric points (pI) ranging from 
7.3 to 9.4. This study further aimed to validate the method according to international standards to 
ensure its suitability for the routine quality control of monoclonal antibodies marketed domestically. 

Methods: This experimental study, conducted from October 2024 to July 2025, aimed to optimize 
and validate an analytical method for the charge variant profiling of seven monoclonal antibodies 
(mAbs)—including Omalizumab, Infliximab, Atezolizumab, Adalimumab, Pertuzumab, Trastuzumab, 
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and Rituximab—with pI ranging from 7.3 to 9.4. Utilizing ion-exchange chromatography, the method 
development focused on achieving optimal separation conditions, followed by a rigorous validation 
process in accordance with regulatory standards. The method was evaluated based on critical 
parameters, including specificity, precision, accuracy, linearity, limit of detection (LOD), limit of 
quantitation (LOQ), and robustness, to ensure its suitability for the quality control of commercially 
available monoclonal antibodies in the domestic market.

Results: The developed method successfully characterized charge variants of mAbs with pI ranging 
from 7.3 to 9.4. It demonstrated high specificity and precision, with intra- and inter-day % RSD 
values below 5 % and no significant differences observed across instruments or analysts. Linearity 
was confirmed within the concentration range of 0.50–8.00 mg/ml, with accuracy between 90–110 %. 
The limits of quantitation was 1.00 mg/ml, while the limits of detection were 0.30 mg/ml, respectively. 
The method also proved robust under variations in column temperature and mobile phase stability 
for up to 7 days.

Conclusions: The ion-exchange chromatography method demonstrated specificity, accuracy, 
precision, linearity, and robustness, and was applicable for charge variant analysis of diverse 
mAbs with pI ranging from 7.3 to 9.4. This validated method is suitable as a standard procedure 
for quality control and regulatory submission of monoclonal antibody products in Thailand

Keywords: monoclonal antibody, charge variants, critical quality attribute, ion-exchange 
chromatography, isoelectric point

             บทคัดยอ
ความสําคัญ: โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal Antibodies: mAbs) เปนยากลุมชีวเภสัชภัณฑใชรักษา
แบบมุงเปา (targeted therapy) ในโรคที่เก่ียวกับระบบภูมิคุมกันและโรคมะเร็ง โครงสรางเปนโปรตีนขนาดใหญ 
ผลติดวยเทคโนโลยชีีวภาพซึง่มคีวามซบัซอนและควบคมุการผลิตอยางเขมงวด ความไมสม่ําเสมอในกระบวนการผลิต
หรอืการเกบ็รกัษาสามารถกอใหเกดิความหลากหลายของโมเลกุลโปรตีนและประจุ (charge variants) ซ่ึงสงผลกระทบ
ตอคุณลักษณะสําคัญของผลิตภัณฑ ไดแก ความคงตัว การออกฤทธิ์ทางชีวภาพ และความสามารถในการกระตุน
ภูมิคุมกันของรางกาย ดังน้ัน การวิเคราะห charge variants จึงเปนสิ่งสําคัญในการประกันคุณภาพ ปจจุบันใชวิธี 
Ion-Exchange Chromatography (IEC) ใชหลกัการแยกประจโุปรตนีตามคา pH (pH-gradient) หรอืความเขมขน
ของสารละลายเกลอืในสารละลายเฟสเคลือ่นที ่ซึง่ถกูนาํมาใชท่ัวไป แตไมมีการกาํหนดเปนวธิมีาตรฐานในตาํรายาสากล
และมีขอมูลสนับสนุนอยางจํากัด จึงมีความจําเปนตองพัฒนาวิธีและตรวจสอบความถูกตองเพื่อนําไปใชควบคุม
คณุภาพผลติภณัฑ mAbs และนาํมาประยกุตใชกบั mAbs หลายชนดิทีม่คีาไอโซอเิลกทรกิ (isoelectric point: pI) 
ที่แตกตางกันอยางมีประสิทธิภาพ

วัตถุประสงค: เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห charge variants โดยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ ในโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีมีคา pI ชวง 7.3-9.4 และตรวจสอบความถูกตองของวิธีเพื่อนําวิธีที่ไดไปใชในหองปฏิบัติการ
เพื่อควบคุมคุณภาพโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จําหนายในประเทศ

วธิกีารวจิยั: เปนการศกึษาเชิงทดลองระหวางเดอืนตลุาคม 2567 ถงึกรกฎาคม 2568 โดยศกึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสม
ในการวิเคราะหประจุยา (charge variants) ใน mAbs 7 ชนิด ไดแก ยาโอมาลซูิแมบ ยาอนิฟลซิแิมบ ยาอะทโีซลซิแูมบ 
ยาอะดาลิมูแมบ ยาเพอรทูซูแมบ ยาทราสทูซูแมบ และยาริทูซิแมบ ที่มีคา pI (isoelectric point) ในชวง 7.3-9.4 
พฒันาวธิแีละตรวจสอบความถูกตองของวิธวีเิคราะหในพารามิเตอรตางๆ ไดแก ความจาํเพาะ ความเท่ียง ความแมน 
ความเปนเสนตรง ขีดจํากัดเชิงปริมาณและขีดกําจัดในการตรวจพบ และความคงทนของวิธี
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ผลการศึกษา: พบวาวิธีสามารถวิเคราะห charge variants ของ mAbs ที่มีคา pI แตกตางกันในชวง 7.3-9.4 
มีความจําเพาะและความเท่ียงที่ดี มี % RSD ของการทําซํ้าในวันเดียวกันและตางวันไมเกิน 5 และไมมีความตาง
อยางมนียัสาํคญัเม่ือเปลีย่นเครือ่งมือและนกัวเิคราะห มีความเปนเสนตรงในชวง 0.50 ถึง 8.00 mg/ml มีคาความแมน
อยูในชวง 90-110 % และมีขีดจํากัดของการวัดเชิงปริมาณได 1.00 mg/ml และมีขีดจํากัดของการตรวจพบ 
0.30 mg/ml วิธีมีความคงทนเม่ือเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของคอลัมนและระยะเวลาในการเก็บรักษาสารละลายเฟส
เคลื่อนที่เก็บไดนาน 7 วัน

สรปุผล: วธิวีเิคราะหโครมาโทกราฟแบบแลกเปลีย่นประจุ มคีวามจําเพาะ ความแมนและความเทีย่งตรง เปนเสนตรง
ตลอดชวงการวิเคราะห และมีความคงทน สามารถนํามาใชในการวิเคราะห charge variants ของ mAbs ได
หลากหลายชนดิทีม่คีา pI ในชวง 7.3-9.4 เหมาะสมสาํหรบัใชเปนวธิมีาตรฐานในการควบคมุคณุภาพและประกอบการ
ขึ้นทะเบียนจําหนาย mAbs ในประเทศ 

คําสําคัญ: โมโนโคลนอลแอนติบอดี ประจุของยา ลักษณะทางคุณภาพท่ีสําคัญ โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยน 
ประจุ ไอโซอิเลกทริก

บทนํา
 ยาโมโนโคลนอลแอนติบอดี (Monoclonal 
Antibodies: mAbs) เปนไกลโคโปรตนีทีม่คีวามซบัซอน 
(heterogeneous glycoprotein) โครงสรางมขีนาดใหญ1 
เปนอิมมโูนโกลบลิูนจี (immunoglobulin G) ทัง้รปูแบบ 
murine, chimeric, humanized และ human 
antibodies2 และแบงออกเปน 4 ชนิด ไดแก IgG1, 
IgG2, IgG3 และ IgG4 ซึง่มลีาํดบัอะมโิน (amino acid 
sequence) และพันธะไดซัลไฟด (disulfide bone) 
ที่แตกตางกัน3-4 สงผลตอกลไกการออกฤทธิ์ของยา 
(mechanism of action) เชน กระตุนการทาํงานของ 
Fc mediated effector function (Antibody-
Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity: ADCC, 
Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis 
(ADCP) และ Complement-Dependent Cytotoxicity 
(CDC)) นอกจากนี้มีกลไกในการยับยั้งการสงสัญญาณ
กระตุนการเจริญเติบโตของเนื้องอก ยับยั้งการสราง
หลอดเลือดใหม กระตุนการตายของเซลลเนื้องอกแบบ 
apoptosis และการกระตุนการทํางานของเซลลภมูคิุมกนั 
เปนตน mAbs ชนดิ IgG1 ถูกนํามาใชในทางเภสัชกรรม
อยางแพรหลาย เชน ยาโอมาลซูิแมบ (omalizumab)5 
ยาอินฟลิซิแมบ (infliximab)6 ยาอะทีโซลิซูแมบ 
(atezolizumab) ยาอะดาลิมูแมบ (adalimumab) 
ยาเพอรทูซูแมบ (pertuzumab) ยาทราสทูซูแมบ 
(trastuzumab) และยารทิซูแิมบ (rituximab) เปนตน 

สวนใหญใชรักษาโรคท่ีเกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกัน 
กระบวนการอักเสบในอวัยวะตางๆ และโรคมะเร็ง1,3 
ขณะที่ IgG3 พบการใชนอยเนื่องจากมีความเสี่ยงสูงตอ
การกระตุนปฏิกิริยาภูมิคุมกัน (immunogenicity) 
ในผูปวย3 
 ปจจุบัน mAbs ผลิตขึ้นโดยใชเทคโนโลยี
พันธุวิศวกรรม (recombinant DNA technology) 
โดยใชเซลลสตัวเลีย้งลกูดวยนม (mammalian cell line) 
ภายใตสภาวะการเพาะเลี้ยงเซลลที่เหมาะสม กระบวน
การผลิตมีความซับซอนและจําเปนตองมีการควบคุม
อยางเขมงวดในทุกข้ันตอน ต้ังแตสวนประกอบของ
อาหารเลีย้งเซลล เชน วติามนิ เกลอืแร นํา้ตาล รวมท้ัง
ความเปนกรด-ดางและออสโมลาลิตี้ใหอยูในระดับที่
เหมาะสม7 การคัดเลือกโคลนท่ีมีเสถียรภาพ (stable 
clone) ตอการผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ รวมถึง
การแยกเซลล (isolation and centrifugation) 
การทาํใหบริสุทธิ ์(purification process) โดยใชเทคนคิ
โครมาโทกราฟหลายชนิดในการกําจัดส่ิงปนเปอนและ
เชือ้กอโรค และเก็บรักษาผลติภณัฑในสภาวะทีเ่หมาะสม 
หากการควบคุมกระบวนการผลิตไมดี อาจกอใหเกิด
ความแตกตางของโครงสรางโปรตนีและการเปลีย่นแปลง
ของประจ ุ(charge variants) อนัเนือ่งมาจากการดดัแปลง
หลงัการแปลรหสั (post-translational modifications) 
รวมถงึการเสือ่มสลาย (degradations) หรอืการดดัแปลง 
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(modifications) ลําดับอะมิโนของโปรตีน (protein 
sequence) เชน การเกิด C-terminal lysine clipping 
ที่ทําใหเกิดอนุพันธที่มีคุณสมบัติเปนประจุบวก (basic 
variants) รวมทั้งการเกิด deamidation, glycation 
และการเกิด sialic acid ของไกลแคนชนิด N-linked 
และ O-linked บนโมเลกุลของโปรตนีทําใหเกดิอนุพันธ
ที่มีคุณสมบัติเปนประจุลบ (acidic variants) ซึ่งสงผล
กระทบตอคุณลักษณะสําคัญของยา (critical quality 
attribute) ทั้งการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ความสามารถ
ในการกระตุนภูมิคุมกัน และความคงตัวของยา1,2,7,14 
โดยในการวเิคราะหเอกลกัษณ (molecular identity) 
และโครงสราง (structural integrity) รวมทั้งลักษณะ 
charge variants ซึ่งเปนลักษณะเฉพาะของ mAbs 
แตละชนิด 
 ตํารายาของยุโรป คือ European Pharma-
copoeia (Ph.Eur) แนะนาํใหใชวธิกีารวเิคราะหอยางนอย 
2 เทคนิคเพื่อยืนยันคุณภาพ ท่ีนิยมใชไดแก peptide 
mapping, isoelectric focusing, ion- exchange 
chromatography, hydrophobic interaction 
chromatography, oligosaccharide mapping, 
monosaccharide content และ mass spectrometry8 
เทคนคิทีใ่ชกันแพรหลายในการวิเคราะห charge variants 
ไดแก แคปลลารีไอโซอิเล็กทริกโฟกัสซิ่ง (capillary 
Isoelectric Focusing: cIEF) สําหรบัใชแยกโปรตนีตาม
คาไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point: pI) ซ่ึงกําหนด
วิธีมาตรฐานใน Ph. Eur9 และโครมาโทกราฟแบบ
แลกเปลีย่นประจ ุ(Ion-Exchange Chromatography: 
IEC) สามารถจําแนกเปนชนิดแลกเปลี่ยนประจุลบ 
(Anion-Exchange Chromatography: AEX) สําหรับ
การวิเคราะห charge variants ของ mAbs ที่มีคา pI 
ตํ่ากวา 6 และชนิดแลกเปล่ียนประจุบวก (Cation-
Exchange Chromatography: CEX) ใชวิเคราะห mAbs 
ที่มีคา pI สูงกวา 8 อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวยังไมได
กาํหนดเปนวธิมีาตรฐานในตาํรายาสากลและมีขอมูลจํากัด 
ปจจบุนั mAbs สวนใหญมคีา pI มากกวา 6 นยิมใช CEX 
ในการวิเคราะห โดยทั่วไปการแยก charge variants 
ดวย AEX และ CEX อาศัยสองหลักการสําคัญ ไดแก 
การปรับความเขมขนของเกลือซึง่เปนเทคนิคดัง้เดิมทีใ่ช
อยางแพรหลายและมคีวามจาํเพาะตอ mAbs แตละชนดิ 

ใชระยะเวลานานในการปรับสภาวะใหเหมาะสมสําหรับ
การแยกแตละชนิด และการปรับความเปนกรด-ดาง 
(pH-gradient) ในสารละลายเฟสเคลือ่นที2่,6,9 ปจจบุนั
มีงานวิจัยหลายฉบับที่พัฒนาวิธีวิเคราะหดวยการปรับ 
pH-gradient ซ่ึงมขีอดีทีส่าํคญัคือการเพิม่ประสทิธิภาพ
ในการแยก การลดระยะเวลาการวิเคราะห และความ
สามารถในการแยกประจุโดยใชสภาวะเดียวกันสําหรับ 
mAbs ที่มีคา pI แตกตางกัน1,6,11-13 ดังนั้น งานวิจัยนี้
จึงพัฒนาวิธีวิเคราะห charge variants ของยาโมโน
โคลนอลแอนติบอดีท่ีมีคา pI ในชวง 7.3-9.4 โดยวิธี
โครมาโทกราฟแบบแลกเปลีย่นประจ ุพรอมทัง้ตรวจสอบ
ความถกูตองของวธิวีเิคราะหตามแนวทาง ICH Q2(R2)14 
เพื่อยืนยันความเหมาะสมและความนาเชื่อถือของวิธี 
สามารถนําไปประยุกตในหองปฏิบัติการดานชีววัตถุ 
สาํหรบัควบคมุคณุภาพยา mAbs ทีจ่าํหนายในประเทศ 
ใหผูปวยไดรับยาที่มีคุณภาพ ประสิทธิภาพ และความ
ปลอดภัยสูงสุด

วัตถุประสงค
 1. พฒันาวธิวีเิคราะห charge variants โดย
เทคนิคโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ ในโมโน
โคลนอลแอนติบอดีที่มีคา pI ชวง 7.3-9.4
 2. ตรวจสอบความใชไดของวิธ ีเพ่ือนาํวธิท่ีีได
ไปใชในหองปฏบิตักิารเพือ่ควบคมุคณุภาพโมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่จําหนายในประเทศ 

ระเบียบวิธีวิจัย 
วิธีวิจัย 
 เปนการศึกษาเชิงทดลอง (experimental 
research) ระหวางเดือนตุลาคม 2567 ถึงกรกฎาคม 
2568 โดยศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห 
charge variants ใน mAbs 7 ชนิดที่มีคา pI ในชวง 
7.3-9.4 วิเคราะหประสิทธิภาพในการแยก charge 
variants จากคาความสามารถในการแยก (resolution: Rs) 
ระหวาง acidic peaks และ main peak รวมทั้งคา 
number of the theoretical plates (N)15 จากนั้น
ตรวจสอบความใชไดของวธิใีนการวเิคราะหดวยเทคนคิ
โครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (IEC)
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กลุมตัวอยาง
 ตัวอยาง mAbs ที่จัดซื้อจากตัวแทนจําหนาย
ของบรษิทัผูผลิต จาํนวน 7 ชนดิ ไดแก ยาโอมาลซิแูมบ 
ยาอินฟลิซิแมบ ยาอะทีโซลิซูแมบ ยาอะดาลิมูแมบ 
ยาเพอรทูซูแมบ ยาทราสทูซูแมบ และยาริทูซิแมบ 
ที่มีคา pI ในชวง 7.3-9.4 โดยมีการแยก mAbs ตาม
คา pI แบงเปน 3 ชวง ในการตรวจสอบแตละพารามิเตอร 
จาํนวนอยางละ 1 ตวัอยาง และสารมาตรฐานของ mAbs 
(in-house reference standard) ทัง้ 7 ชนิด ประกอบดวย 
 1. ชวง pI 7.3-7.6 คอื ยาโอมาลซิแูมบ ขนาด 
75 mg/0.50 ml (pI 7.3)11 และยาอนิฟลซิแิมบ ขนาด 
120 mg/ml (pI 7.6)1,6 
 2. ชวง pI 8.6-8.9 คอื ยาอะทโีซลิซแูมบ ขนาด 
1,200 mg/20 ml (pI 8.6)6 และยาอะดาลมิแูมบ ขนาด 
40 mg/0.80 ml (pI 8.9)1,6 
 3. ชวง pI 9.0-9.4 คอื ยาเพอรทซูแูมบ ขนาด 
420 mg/14 ml (pI 9.0)6 ยาทราสทูซูแมบ ขนาด 
440 mg/20 ml (pI 9.1)1,6 และยาริทูซิแมบ ขนาด 
100 mg/10 ml (pI 9.4)1,6 
เครื่องมือและสารเคมี
 1. เครือ่ง HPLC Shimadzu รุน Prominence 
และรุน Fully Automatic สําหรับตรวจวัดสารแบบ
ไดโอดอะเรย (Photo Diode Array: PDA) วเิคราะหผล
ดวยโปรแกรม LabSolutions คอลัมนชนิด Ion 
Exchange ProPacTMWCX-10 Analytical column 
(Thermo fisher scientific) (4×250 mm ขนาด 10 µm) 
เครือ่งชัง่ 2 ตาํแหนง และ 5 ตาํแหนง เครือ่งวเิคราะห
ไอออน (pH meter) และแผนกรองไนลอนขนาด 0.20 µm 
 2. นํา้ ชนดิ HPLC grade และสารเคม ีAR grade 
(Sigma-Aldrich) ไดแก CX-1 pH gradient buffer A, 
pH 5.6, Cat No. 303274, Thermo Fisher Scientific, 
CX-1 pH gradient buffer B, pH 10.2, Cat No. 303275, 
Thermo Fisher Scientific, disodium hydrogen 
phosphate CAS. No. 7558-79-4, sodium dihydrogen 
phosphate monohydrate CAS No. 10049-21-5, 
sodium chloride CAS No.7647-14-5, sodium 
hydroxide CAS No.1310-73-2 และ MES (2-(N-
Morpholino) ethanesulfonic acid, 4-Morpho
lineethanesulfonic acid) CAS No. 4432-31-9

สภาวะทีใ่ชในการพัฒนาวธิวีเิคราะห Charge variants 
โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุ (IEC)
 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห
ตัวอยางโดยทบทวนวรรณกรรม และปรับใหเหมาะสม
กับเครื่องมือ อุปกรณ คอลัมนชนิด Ion Exchange 
ProPacTM WCX-10 Analytical column (Thermo 
fisher scientific) (4×250 mm ขนาด 10 µm) และ
ชนดิของ mAbs โดยใชหลักการแยก charge variants 
2 วิธี ไดแก 
 A) การปรับความเขมขนของเกลือ (salt 
concentration) ใน 2 สภาวะ คือ 1) phosphate 
buffer: เฟสเคล่ือนที ่A คือ 20 mM sodium phosphate, 
pH 6.2 และเฟสเคล่ือนที่ B คือ 20 mM sodium 
phosphate, pH 6.2, 300 mM NaCl เวลาทีใ่ชวเิคราะห
ตอการฉดีสาร 1 ครัง้ 40 นาท ีโดยใช gradient elution 
ในการแยกสาร เริม่จากเฟสเคลือ่นที ่A 90% และ B 10 % 
และลดความเขมขนของเฟสเคลื่อนที่ A เปน 50 % 
ภายใน 30 นาท ีและเพิม่ความเขมขนของเฟสเคลือ่นที ่A 
เปน 90 % ใน 40 นาที อัตราการไหล 1.00 ml/min 
อณุหภมูคิอลมัน 30°C ปรมิาณการฉดีสารในการวเิคราะห 
10 µl และความยาวคลืน่ท่ีใชในการตรวจวัดสารท่ี 280 nm 
และ 2) MES buffer condition: เฟสเคลื่อนที่ A คือ 
20 mM MES solution containing 60 mM NaCl, 
pH 5.6 และ B คอื 20 mM MES solution containing 
500 mM NaCl, pH 5.6 การวิเคราะหตอการฉีดสาร 
1 คร้ัง เทากับ 40 นาที โดยใช gradient elution 
ในการแยกสาร เริม่จากเฟสเคลือ่นที ่A 85% และ B 15% 
และลดความเขมขนของเฟสเคลื่อนที่ A เปน 55 % 
ภายใน 30 นาท ีและเพิม่ความเขมขนของเฟสเคลือ่นที ่A 
เปน 85 % ใน 40 นาที อัตราการไหล 1.00 ml/min 
อณุหภมูคิอลมัน 30°C ปรมิาณการฉดีสารในการวเิคราะห 
5 µl และความยาวคลืน่ทีใ่ชในการตรวจวัดสารที ่280 nm 
และ B) การปรบัคาความเปนกรด-ดาง (pH-gradient) 
ใน 2 สภาวะ คือ phosphate buffer: เฟสเคลื่อนที่ A 
คือ 20 mM phosphate buffer, pH 7.3 และ B คือ 
20 mM phosphate buffer, pH 8.7 การวเิคราะหตอ
การฉีดสาร 1 ครั้ง เทากับ 57 นาที โดยใช gradient 
elution ในการแยกสาร เริม่จากเฟสเคลือ่นท่ี A 100 % 
และ B 0 % และเพิ่มความเขมขนของเฟสเคลื่อนที่ B 
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เปน 100 % ใน 57 นาท ีอตัราการไหล 0.80 ml/min 
อณุหภมูคิอลมัน 30°C ปรมิาณการฉดีสารในการวิเคราะห 
10 µl และความยาวคลืน่ท่ีใชในการตรวจวดัสารที ่280 nm 
และ CX-1 pH gradient buffer: เฟสเคลื่อนท่ี A คือ 
(10X) CX-1 pH gradient buffer A, pH 5.6 และ B 
คือ (10X) CX-1 pH gradient buffer B, pH 10.2 
การวิเคราะหตอการฉีดสาร 1 คร้ัง เทากับ 40 นาที 
โดยใช gradient elution ในการแยกสาร เริ่มจาก
เฟสเคลือ่นที ่A 90 % และ B 10 % และลดความเขมขน
ของเฟสเคลื่อนที่ A เปน 50 % ภายใน 30 นาที และ
เพิ่มความเขมขนของเฟสเคล่ือนที่ A เปน 90 % ใน 
40 นาท ีอตัราการไหล 1.00 ml/min อณุหภมูคิอลมัน 
30°C ปริมาณการฉีดสารในการวิเคราะห 5 µl และ
ความยาวคลื่นที่ใชในการตรวจวัดสารที่ 280 nm

ขั้นตอนดําเนินการ
 1. เตรียมตัวอยางและสารมาตรฐาน mAbs 
ทัง้ 7 ชนดิ โดยเจอืจางดวยนํา้ HPLC grade ใหมคีวาม
เขมขน 5.00 mg/ml แลวนาํไปกรองดวยแผนกรองไนลอน
ขนาด 0.20 µm สําหรับการวเิคราะห และการตรวจสอบ
ความพรอมของระบบ (system suitability) 
 2. ตรวจสอบความพรอมของระบบกอน
วเิคราะหทุกครัง้ โดยวเิคราะหสารมาตรฐานของยา mAbs 
ทัง้ 7 ชนดิ จาํนวน 3 ซํา้ วเิคราะหผลทีไ่ดคา Rs ระหวาง 
acidic peaks และ main peak ตองไมนอยกวา 1.00 
และคา %peak area ของ main peak ตองมีคารอยละ
สวนเบีย่งเบนมาตรฐานสมัพทัธ (% Relative Standard 
Deviation: % RSD) ไมเกิน 2.00 และ % peak area 
ของ acidic peaks และ basic peaks มีคา % RSD 
ไมเกิน 5.00
 3. ตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห 
(method validation)
    3.1 ความจําเพาะของวิธี (specificity) 
โดยวิเคราะหตัวอยาง สารมาตรฐาน formulation 
buffer ของ mAbs ท้ัง 7 ชนิด blank และตัวอยาง 
mAbs ทั้ง 7 ชนิด ที่ผานการตมที่อุณหภูมิ 60°C นาน 
1 ชั่วโมง (stress condition) ผลการวิเคราะหสาร
มาตรฐานและตวัอยางทีไ่ดตองใหผลไปในทศิทางเดยีวกนั 
คือ chromatographic profile คลายคลึงกันโดยไมมี

การรบกวนของสารอืน่ในตัวอยาง และในสภาวะ stress 
พบลักษณะโครมาโทแกรมท่ีแตกตางไปจากสภาวะปกต ิ
    3.2 ความเที่ยง (precision) โดยวิเคราะห
ยาโอมาลซิแูมบ ขนาด 75 mg/0.50 ml อะทโีซลซิแูมบ 
ขนาด 1200 mg/20 ml และรทิซูแิมบ ขนาด 100 mg/
10 ml จาํนวน 6 ซํา้ ภายในวนัเดยีวกนั (repeatability) 
และตางวัน จํานวน 3 ซํ้า 3 วัน โดยนักวิเคราะห 2 คน 
และเปลี่ยนเครื่อง HPLC ท่ีใชในการวิเคราะห (inter-
mediate precision) คํานวณ % RSD ของคาเฉล่ีย % 
peak area ของ acidic peaks และ basic peaks 
ไมเกนิ 5.00 และ main peak ไมเกิน 2.00 และวเิคราะห
ผลตางวัน โดยใชสถิติ one-way ANOVA เมื่อเปลี่ยน
เครือ่ง HPLC ทีใ่ชในการวเิคราะหและนกัวเิคราะห 2 คน 
ใชสถิติ independent-sample t-test
    3.3. ความแมน (accuracy) โดยการ spike 
สารมาตรฐานโอมาลิซแูมบ อะทโีซลซิแูมบ และรทิซูแิมบ 
ความเขมขน 3.00, 5.00 และ 8.00 mg/ml ลงใน 
formulation buffer ของ mAbs แตละชนดิ วเิคราะห
ระดับความเขมขนละ 3 ซ้ํา คํานวณคารอยละของ
การกลับคืน (% recovery) โดยคาท่ีไดตองอยูในชวง 
90.00-110.00
    3.4 ขีดจํากัดของการตรวจพบ (Limit of 
Detection: LOD) และขดีจาํกดัของการวดัเชงิปรมิาณ 
(Limit of Quantitation: LOQ) เจอืจางยาโอมาลซิแูมบ 
อะทีโซลิซูแมบ และริทูซิแมบ แลวฉีดเขาเครื่อง HPLC 
โดยคา LOD คือความเขมขนของสารที่ใหคาสัญญาณ
ตอสัญญาณรบกวน (Signal-to-noise ratio: S/N) 
เทากับ 3:1 และ LOQ คือความเขมขนของสารที่ใหคา 
S/N เทากบั 10:1 และจากนัน้ทาํการวเิคราะหความเทีย่ง 
(precision) และความถูกตอง (accuracy) เพื่อยืนยัน
คา LOQ
    3.5 ความเปนเสนตรง (linearity) ของ
สารมาตรฐานโอมาลซูิแมบ อะทโีซลิซแูมบ และรทิซิูแมบ 
ความเขมขน 0.50, 1.00, 3.00, 5.00, 8.00 mg/ml 
จาํนวน 3 ซํา้ นาํผลวิเคราะหทีไ่ดมาสรางกราฟมาตรฐาน
ระหวางความเขมขนของ mAbs ดังกลาวและคาเฉลี่ย
พื้นที่ของ acidic peaks, main peak และ basic 
peaks กราฟที่ไดตองมีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ 
(coefficient of determination: R2) มีคาใกลเคียง 1 
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หรือคาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ (correlation coefficient: r) 
≥ 0.99916

    3.6 ความคงทนของวิธี (robustness) 
ปจจยัทีอ่าจสงผลตอประสิทธิภาพและความถกูตองของ
วธีิวเิคราะหของเทคนคิโครมาโทกราฟตาม ICH Q2(R2) 
guideline14 ไดแก อุณหภูมิในการวิเคราะห ชนิดและ
ยีห่อของคอลมัน รวมทัง้ความแตกตางระหวางรุนการผลติ 
(lot number) ของคอลมัน คาความเปนกรด-ดางของ
สารละลายเคลื่อนที่ และอัตราการไหล ดังนั้นในการ
ตรวจสอบความถกูตองของวธิวีเิคราะหน้ี ทําการวเิคราะห
ยาโอมาลิซูแมบ ยาอะทีโซลิซูแมบ และยาริทูซิแมบ 
เมื่อเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของคอลัมน จาก 30°C ตาม
สภาวะทีเ่ลอืกไว เปน 25 และ 35°C และเปลีย่นแปลง
ระยะเวลาในการเกบ็รกัษาเฟสเคลือ่นที ่A และ B จากเดมิ
เตรยีมแลวใชทนัท ีเปลีย่นเปนเก็บไดนาน 7 และ 14 วนั 
และเปรียบผลการวิเคราะหคาเฉลี่ย % peak area 
ของพื้นที่ main peak โดยใชสถิติ one way-ANOVA
การวิเคราะหขอมูล
 1. วิเคราะหคารอยละสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน
สัมพัทธ (% RSD) ใชสูตร

ตารางที่ 1 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห charge variants ใน mAbs ที่มี pI 7.3-9.4

 2. วิเคราะหคารอยละของการกลับคืน 
(% recovery) ใชสูตร

      เม่ือ C1 คือ ความเขมขนของสารใน formulation 
buffer ที่วัดไดหลังจากเติมสารมาตรฐานโอมาลิซูแมบ 
อะทีโซลิซูแมบ และริทูซิแมบ
 C2 คือ ความเขมขนของสารใน formulation 
buffer ทีไ่มไดเตมิสารมาตรฐานโอมาลซิแูมบ อะทโีซล ิ
ซูแมบ และริทูซิแมบ
 C3 คือ ความเขมขนของสารมาตรฐานโอมาลิ
ซูแมบ อะทีโซลิซูแมบ และริทูซิแมบ ที่ทราบคา

ผลการศึกษา 
สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการวิเคราะห charge 
variants โดยวิธีโครมาโทกราฟแบบแลกเปลีย่นประจ ุ
(IEC)
 ผลการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสม พบวา สภาวะ
ที่วิเคราะหดวย CX-1 pH gradient buffer มีคา RS 
ระหวาง acidic peaks และ main peak มากกวา 1.0 
รวมทั้งมีคา N มากกวา 8,000 แสดงวา สภาวะนี้
มีประสิทธภิาพในการแยก charge variants ใน mAbs 
ที่มี pI 7.3-9.4 ดังตารางที่ 1
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รูปที่ 1 โครมาโทแกรมของสารมาตรฐาน ตัวอยางยา 
formulation buffer ของยา mAbs ท้ัง 7 ชนิด และ 
blank 

การวิเคราะห System Suitability
 ผลวิเคราะห system suitability ของสาร
มาตรฐาน mAbs ทั้ง 7 ชนิด จํานวน 3 ซํ้า พบวา 
เปนไปตามเกณฑที่กําหนดโดยคา RS ระหวาง acidic 

peaks และ main peak มีคามากกวา 1.00 และ
คาเฉลีย่ % peak area ของ main peak มคีา % RSD 
ไมเกิน 2.00 และ %RSD ของ acidic peaks และ 
basic peaks ไมเกิน 5.00 ดังแสดงในตารางที่ 2

ผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธี
 ความจาํเพาะเจาะจง (Specificity) วเิคราะห
ตวัอยาง สารมาตรฐาน formulation buffer ของ mAbs 
ทัง้ 7 ชนดิ และ blank แลวเปรียบเทยีบโครมาโทแกรม
ทีไ่ด พบวาม ีchromatographic profile คลายคลงึกนั
ระหวางตวัอยางและสารมาตรฐานของ mAbs ชนดินัน้ๆ 
โดยไมมีการรบกวนของสารอื่นในตัวอยาง ไมปรากฏ 
peak ใน formulation buffer และ blank ดงัรปูที ่1 
และตวัอยาง mAbs ทัง้ 7 ชนดิ ในภาวะ stress ปรากฏ
ลกัษณะโครมาโทแกรมทีแ่ตกตางไปจากโครมาโทแกรม
ปกติ ดังรูปที่ 2
 ความเที่ยง (Precision) ผลการวิเคราะห
ยาโอมาลิซูแมบ ยาอะทีโซลิซูแมบ และยาริทูซิแมบ 
จาํนวน 6 ซํา้ ภายในวนัเดยีวกนั (repeatability) และ
วิเคราะหตางวัน จํานวน 3 ซ้ํา 3 วัน โดยนักวิเคราะห 
2 คน และเปล่ียนเครื่อง HPLC ที่ใชในการวิเคราะห 
(intermediate precision) พบวา % RSD ของคาเฉลีย่ 
% peak area ของ acidic peaks และ basic peaks 
ไมเกิน 5.00 และ main peak ไมเกิน 2.00 และ
เปรยีบเทยีบผลการวเิคราะหตางวนั ใชสถติ ิone-way 
ANOVA เปลี่ยนเครื่อง HPLC และนักวิเคราะห ใชสถิติ 
independent-sample T-Test พบวา ไมมีความ
แตกตางกนัอยางมนียัสาํคญัทางสถติิทีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 
95 % ดังตารางที่ 3

ตารางที่ 2 ผลการวิเคราะห System Suitability
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รูปที่ 2 โครมาโทแกรมของตัวอยางในภาวะปกติเทียบกับภาวะ stress: (A) ยาอะทีโซลิซูแมบ (B) ยาทราสทูซูแมบ 
(C) ยาอะดาลิมูแมบ (D) ยาอินฟลิซิแมบ (E) ยาเพอรทูซูแมบ (F) ยาโอมาลิซูแมบ (G) ยาริทูซูแมบ

หมายเหตุ: สีนํ้าเงิน แสดงภาวะปกติ และสีแดง แสดงภาวะ stress
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ตารางที่ 3 ผลความเที่ยงของยาโอมาลิซูแมบ ยาอะทีโซลิซูแมบ และยาริทูซิแมบที่วิเคราะหซํ้าภายในวันเดียวกัน 
ตางวัน ตางนักวิเคราะหและตางเครื่องมือ HPLC ที่ใชในการวิเคราะห

ตารางที่ 4 คา % recovery ในยาโอมาลิซูแมบ ยาอะทีโซลิซูแมบ และยาริทูซิแมบ

 ความแมน (Accuracy) ผลวิเคราะห %recovery ของยาโอมาลซิแูมบ ยาอะทโีซลิซแูมบ และยารทิซูแิมบ 
ที่ไดอยูในชวง 90.00-110.00 เปนไปตามเกณฑที่กําหนด ดังแสดงในตารางที่ 4
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 ขีดจํากัดของการตรวจพบ และขีดจํากัด
ของการวัดเชิงปริมาณ ตัวอยาง mAbs ใหคา S/N 
ใกลเคยีง 3 พบวา ยาโอมาลซูิแมบ เทากบั 0.30 mg/ml 
(S/N เทากับ 3.68 โดยมี % RSD เทากับ 4.87) 
ยาอะทีโซลิซูแมบ เทากับ 0.50 mg/ml (S/N เทากับ 
4.08 โดยมี %RSD เทากับ 1.85) และยาริทูซิแมบ 
เทากบั 0.30 mg/ml (S/N เทากบั 3.18 โดยม ี% RSD 
เทากับ 2.44) ความเขมขนที่ใหคา S/N ใกลเคียง 10 
พบวา ยาโอมาลิซูแมบ มีคา LOQ ที่ความเขมขน 
0.50 mg/ml ใหคา S/N เทากับ 15.63 การประเมิน
ความเทีย่งทีร่ะดบั LOQ จากการทดสอบจาํนวน 6 ซํา้
ภายในวันเดียวกัน พบวาคา % RSD ของคาเฉลี่ย 
% peak area ของ acidic peaks, main peak และ 
basic peaks เทากบั 1.14, 0.80 และ 4.64 ตามลาํดับ 
ทั้งนี้การประเมินความถูกตองแสดงคา % recovery 
เทากับ 102 % สําหรับยาอะทีโซลิซูแมบ พบคา LOQ 
ทีค่วามเขมขน 1.00 mg/ml ใหคา S/N เทากบั 16.08 
ผลการวิเคราะหความเที่ยงของคา LOQ จํานวน 6 ซํ้า
ภายในวนัเดยีวกนั พบคา % RSD ของคาเฉล่ีย % peak 

area ของ acidic peaks, main peak และ basic peaks 
เทากับ 1.24, 0.47 และ 2.70 ตามลําดับ โดยมีคา % 
recovery เทากับ 102.33 % สวนยาริทูซิแมบ พบคา 
LOQ ที่ความเขมขน 0.50 mg/ml ใหคา S/N เทากับ 
1.85 ผลการประเมินความเท่ียงของคา LOQ จํานวน 
6 ซํ้าภายในวันเดียวกัน พบคา % RSD ของคาเฉลี่ย 
% peak area ของ acidic peaks, main peak และ 
basic peaks เทากบั 2.63, 0.59 และ 1.93 ตามลาํดบั 
โดยมีคา % recovery เทากับ 97.92 % แสดงวาวิธีนี้
มี LOD เทากับ 0.30 mg/ml และ LOQ เทากับ 
1.0 mg/ml
 ความเปนเสนตรง กราฟมาตรฐานระหวาง
ความเขมขนของสารมาตรฐานโอมาลซูิแมบ อะทโีซลซิแูมบ 
และยาริทูซิแมบ ที่ 0.50 – 8.00 mg/ml และคาเฉล่ีย
พืน้ทีข่อง acidic peaks, main peak และ basic peaks 
พบวาเปนกราฟเสนตรง ดงัแสดงในรปูที ่3 คาสมัประสทิธิ์
การตัดสินใจ (coefficient of determination: R2) 
มีคาใกลเคียง 1 หรือคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ 
(correlation coefficient: r) ≥ 0.999

รูปที่ 3 กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนของสารมาตรฐาน (A) โอมาลิซูแมบ (B) อะทีโซลิซูแมบ และ (C) 
ยาริทูซิแมบ ท่ี 0.50-8.00 mg/ml และคาเฉลี่ยพื้นที่ของ acidic peaks, main peak และ basic peaks
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 ความคงทนของวิธี (Robustness) จาก
การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิของคอลัมนและระยะเวลา
ในการเก็บรักษาเฟสเคลื่อนท่ี A และ B ในการวิเคราะห
ยาโอมาลิซูแมบ ยาอะทโีซลิซแูมบ และยารทิซูแิมบ พบวา
คาเฉลีย่ %peak area ของ main peak ไมแตกตางกนั
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
โดยมีคา p เทากับ 0.64, 0.13 และ 0.29 ตามลําดับ
 เมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ย % peak area 
ของ main peak ภายใตการเปลี่ยนแปลงระยะเวลา

เกบ็รกัษาเฟสเคลือ่นที ่A และ B ในยา mAbs ทัง้ 3 ชนดิ 
โดยเปรียบเทียบระหวางสารละลายเฟสเคลื่อนที่
ที่เตรียมใหมกับเตรียมเสร็จและเก็บ 7 วันกอนนํามา
วเิคราะห ไมพบความแตกตางอยางมนียัสาํคญัทางสถติิ
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p เทากับ 0.18, 0.63 และ 
0.31 ตามลําดับ) ขณะที่การเก็บรักษานาน 14 วัน 
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเช่ือม่ัน 95 % (p เทากับ 0.00006, 2.11*10-5

และ 0.00003 ตามลําดับ) ดังแสดงในตารางที่ 5

อภิปรายผล
 เทคนคิโครมาโทกราฟแบบแลกเปลีย่นประจุ
บวก (CEX) มีความเหมาะสมตอการวิเคราะห mAbs 
ที่มีคา pI อยูในชวง 7.3–9.4 เนื่องจากในชวงดังกลาว
โมเลกุลโปรตีนมีแนวโนมคงสภาพประจุบวก ทําให
สามารถจับกบัคอลมันทีมี่ประจุลบและถกูแยกออกตาม
ลกัษณะของ charge variants ไดอยางมปีระสทิธภิาพ 
ประกอบดวย acidic variants (acidic peaks) ถูกชะ
ออกมากอน ตามดวย main peak และ basic variants 

(basic peaks) ซ่ึงออกมาภายหลัง การแยกขึ้นกับ
การเปลี่ยนแปลงของประจุโปรตีนตามคา pH หรือ
ความเขมขนของเกลอืในเฟสเคลือ่นที2่ เม่ือเปรยีบเทยีบ 
mAbs ทัง้ 7 ชนดิ ไดแก ยาโอมาลซูิแมบ ยาอนิฟลซิิแมบ 
ยาอะทีโซลิซูแมบ ยาอะดาลิมูแมบ ยาเพอรทูซูแมบ 
ยาทราสทูซูแมบ และยาริทูซิแมบ พบวาความแตกตาง
ของรปูแบบโครมาโทแกรมสะทอนถงึความหลากหลาย
ของ isoforms ซึง่สมัพนัธกับคุณสมบตัเิฉพาะของโปรตนี
แตละชนดิ ซึง่ในปจจบัุนวิธวีเิคราะห charge variants 

ตารางที่ 5 คาเฉลี่ย % peak area ของ main peak ในยาโอมาลิซูแมบ ยาอะทีโซลิซูแมบ และยาริทูซิแมบ
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ของ mAbs ยังไมมีการกําหนดเปนวิธีมาตรฐานในตํารา
ยาสากลทั้งอเมริกา (USP) และยุโรป (European 
Pharmacopoeia) การศึกษาน้ีจึงพัฒนาหาสภาวะที่
เหมาะสมโดยใชหลักการแยก charge variants 
ของโมเลกุลโปรตีนตามการเปล่ียนแปลงคาความเปน
กรด-ดาง ของสารละลายเฟสเคล่ือนทีช่นดิ CX-1 buffer 
โดยเฟสเคลื่อนที่ A คือ (10X) CX-1 pH gradient 
buffer A, pH 5.6 และเฟสเคลื่อนที่ B คือ (10X) 
CX-1 pH gradient buffer B, pH 10.2 ซ่ึงสอดคลองกบั
งานวจิยัหลายฉบบั13 เชน Goyon และคณะ ในป ค.ศ. 
2017 ทาํการวเิคราะห charge variants ในยา mAbs 
จํานวน 25 ชนิด ซึ่งครอบคลุมประเภทและชนิดที่
หลากหลายของ immunoglobulin พบวา สภาวะ pH 
gradient (CX-1 pH gradient buffer) มีประสิทธิภาพ
สูงกวา salt-gradient ในการแยกประจุ mAbs แตมี
ขอจาํกดัในการวเิคราะห mAbs ทีม่ปีระจลุบ (pI <7)6 
นอกจากนีผ้ลการศกึษาของ Farrell และคณะ ในป ค.ศ. 
2018 แสดงใหเหน็วา การใช CX-1 buffer สามารถแยก 
charge variants ของยาบีวาซิซูแมบ ยาเซทูซิแมบ 
ยาอนิฟลซิิแมบ และยาทราสทูซแูมบ ไดอยางมีประสทิธภิาพ
มากกวาวิธีเพิ่มความเขมขนของเกลือใน MES buffer 
หรือ phosphate buffer11 ในการศึกษานี้ไดใชคา pI 
ของยาเพือ่คดัเลอืกตัวแทนในการทดสอบใหครอบคลมุ
ชวง 7.3-9.4 โดยเลือกยาโอมาลิซูแมบ (pI 7.3) เปน
ตัวแทนของกลุมคา pI ต่ํา (7.3–7.6) ยาอะทโีซลซิแูมบ 
(pI 8.6) เปนตวัแทนของกลุมคา pI ปานกลาง (8.6–8.9) 
และยารทิซูแิมบ (pI 9.4) เปนตวัแทนของกลุมคา pI สูง 
(9.0–9.4) เมื่อไดสภาวะที่เหมาะสมแลว ไดทําการ
ตรวจสอบความถกูตองของวธิตีาม ICH Q2(R2)14 พบวา
วธิมีคีวามจาํเพาะ โดย mAbs ทัง้ 7 ชนดิใหโครมาโทแกรม
สอดคลองกบัสารมาตรฐานแตละชนดิโดยไมมกีารรบกวน
จากสารอืน่ (formulation buffer) และตวัอยางภายใต
สภาวะ stress ใหโครมาโทแกรมที่แตกตางชัดเจน 
แสดงถงึความจาํเพาะของวธิ ีการตรวจสอบความเทีย่ง 
พบวายาโอมาลซิแูมบ ยาอะทโีซลซิแูมบ และยารทิซูแิมบ 
ที่วิเคราะหซํ้าทั้งในวันเดียวกัน ตางวันและเครื่องมือ 
ตางนกัวเิคราะห ใหผลไมแตกตางอยางมนัียสาํคญัทางสถติ ิ
ยืนยันความเที่ยงสูงของวิธี สวนความแมน พบวาคา 
%recovery อยูในเกณฑ 90 –110 สําหรับคา LOD 

และ LOQ ที่มีความเที่ยงและความแมน มีคาเทากับ 
0.30 mg/ml และความแมน เทากับ 1.00 mg/ml 
ตามลําดับ
 นอกจากนี้มีการศึกษาความคงทนของวิธีโดย
การเปล่ียนแปลงปจจยัตางๆ ท่ีอาจกระทบความถกูตอง
ของการทดสอบ ไดแก การเปลีย่นแปลงระยะเวลาในการ
เกบ็รกัษาเฟสเคลือ่นที ่A และ B พบวา ผลการวเิคราะห
แตกตางกนัอยางมนียัสาํคญัเมือ่มกีารเปลีย่นแปลงระยะ
เวลาในเก็บรักษาเฟสเคลื่อนท่ี A ((10X) CX-1 pH 
gradient buffer A, pH 5.6) และเฟสเคล่ือนที ่B ((10X) 
CX-1 pH gradient buffer B, pH 10.2) นาน 14 วัน 
วดัคาความเปนกรด-ดางของสารละลายเฟสเคลือ่นที ่A 
ในวนัที ่0, 7 และ 14 มคีาเทากบั 5.63, 5.68 และ 5.83 
ตามลําดับ และสารละลายเฟสเคลื่อนที่ B วัดคาความ
เปนกรด-ดางในวันที่ 0, 7 และ 14 มีคาเทากับ 10.24, 
10.29 และ 10.45 ตามลาํดบั ซึง่อยูนอกเกณฑการยอมรับ 
certificate of analysis ของ CX-1 pH gradient buffer A, 
pH 5.6 และ CX-1 pH gradient buffer , pH 10.2 
เทากับ 5.6±0.2 และ 10.2±0.2 ตามลําดับ ในทาง
ตรงกันขามการเก็บรักษาสารละลายเฟสเคลื่อนที่นาน 
7 วนักอนนํามาใชในการวเิคราะห พบวา ใหผลการวเิคราะห
ไมแตกตางกนัอยางมนียัสาํคญัจากการเตรยีมและใชงาน
ทนัท ีดังนัน้สารละลายเฟสเคล่ือนที ่A และ B สามารถ
เก็บไดนานไมเกิน 7 วนั ซึง่การเปล่ียนแปลงคาความเปน
กรด-ดางทีเ่กดิขึน้สอดคลองกบัรายงานทีร่ะบวุาเกดิจาก
การคายแกสคารบอนไดออกไซดในระหวางการเกบ็รกัษา
เฟสเคลือ่นที ่ทําใหความเขมขนของไฮโดรเจนไอออน (H+) 
ลดลงและคาความเปนกรด-ดางเพิม่ขึน้อยางตอเน่ือง17-18 
รวมทัง้การชะลางไอออนโลหะอลัคาไลจากภาชนะแกว
และการเกดิโซเดยีมไฮดรอกไซดในสารละลาย สงผลให
คาความเปนกรด-ดาง ของสารละลายเฟสเคลือ่นทีส่งูขึน้19 
เปนตน การศึกษาความคงทนของวิธีเมื่อเปลี่ยนอุณหภูมิ
ของคอลัมนจาก 30 เปน 25°C และ 35°C พบวา
ผลการวเิคราะหไมแตกตางกนัอยางมนียัสาํคัญทางสถติ ิ
ดังนั้นสามารถกําหนดชวงอุณหภูมิท่ียอมรับไดเทากับ 
30 ±5 °C ซ่ึงสอดคลองกบัทฤษฎทีีร่ะบวุาการเปลีย่นแปลง
อุณหภูมิสงผลตอความสามารถในการจับ (binding 
capacity) ของเรซินในการแลกเปลีย่นไอออนโดยขึน้กับ
คุณสมบัติของสารที่ถูกดูดซับและสารดูดซับไมไดจํากัด
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เฉพาะคณุสมบตัทิางกายภาพของสารละลาย การเปลีย่น
อุณหภูมิอาจทําใหความสามารถในการจับเพิ่มขึ้น
หรือลดลงได ขึ้นกับชนิดของสารและสภาวะท่ีใช20 
ผลการศึกษานี้สอดคลองกับงานของ Rea และคณะ 
ทีร่ายงานวาการเปล่ียนอณุหภมูขิองคอลมันจาก 30 ±1°C 
ไมสงผลตอความคงทนของการวเิคราะห charge variants 
ใน mAbs ที่มีคา pI 7.4 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ21

อยางไรก็ตาม งานวิจัยนี้ใชคอลัมนเพียงยี่หอเดียว 
จึงควรมีการศึกษาคอลัมนจากผูผลิตรายอื่นเพื่อรองรับ
กรณทีีเ่กดิการลาชาในการจดัสงหรือหยุดผลิตในอนาคต 
รวมทัง้เพิม่การศกึษากบั mAbs ชนิดอืน่ เชน IgG2 และ 
IgG4 เพื่อยืนยันความเหมาะสมของสภาวะที่พัฒนาขึ้น
เพื่อใหสามารถใชในการวิเคราะห charge variants 
ดวยโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนประจุไดจํานวน
ชนิดที่ครอบคลุมที่มีจําหนายในประเทศ

สรุปผล
 วธิทีีพ่ฒันาขึน้มคีวามเหมาะสมสาํหรบันาํมาใช
ในการวิเคราะห charge variants ของ mAbs ที่มีคา 
pI 7.3-9.4 โดยมีผลการตรวจสอบความถูกตองของวิธี
เปนไปตามเกณฑท่ีกําหนด และสามารถนํามาใชเปน
วิธีมาตรฐานทางหองปฏิบัติการ เพื่อควบคุมคุณภาพ 
mAbs ที่จําหนายในประเทศได

ขอเสนอแนะ 
 1. การศกึษาตอไปควรพิจารณาการใชคอลมัน
จากผูผลิตหลายราย เพ่ือเพ่ิมทางเลือกในการทดแทน
ในกรณีที่เกิดความลาชาในการจัดสงหรือการหยุดผลิต
จากผูผลิตรายใดรายหนึ่ง 
 2. การศกึษาทีค่รอบคลมุ mAbs ชนดิอืน่ เชน 
IgG2 และ IgG4 จะชวยขยายขอบเขตและเพิม่ศกัยภาพ
ของวิธีในการวิเคราะห charge variants ในยา mAbs 
อื่นๆ ไดมากยิ่งขึ้น
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