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บทคัดย่อ	 โมเลกุลของโมโนโคลนอลแอนติบอดีในยาสำ�เร็จรูปอาจมีหลายแบบเนื่องจากประจุที่แตกต่างกัน (charge 
heterogeneity) หากมีการเปลี่ยนแปลงอาจส่งผลต่อความคงสภาพของยา การออกฤทธิ์ และ/หรือกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
ที่ก่อให้เกิดอันตราย ดังนั้นคุณภาพของยาแต่ละรุ่นต้องมี charge variants ที่สม่ำ�เสมอ จึงได้ทำ�การศึกษาชนิดของ 
charge variants ของยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดสำ�เร็จรูป 14 ชื่อการค้าที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทยด้วยเทคนิค 
Capillary Isoelectric Focusing ผลการศึกษาจากอิเล็กโทรฟิโรแกรมพบว่ายาโมโนโคลนอลแอนติบอดีทุกชนิดมี 
isoforms ทั้ง 3 แบบและตรงตาม isoforms ของสารมาตรฐาน ค่า pI ของ isoforms อยู่ในช่วง 6 - 10 โดย pI ของพีคชนิด 
basic และ acidic พคี อยูใ่นชว่ง 9.48 – 6.70 และ 9.24 - 6.40 ตามลำ�ดบั นอกจากนีพ้บวา่ยาอา้งองิมคีวามคงตวัดกีวา่ยาคลา้ยคลงึ 
จากการเปรียบเทียบ isoforms เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 37°C นาน 5 วัน สรุปได้ว่าตัวอย่างยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ส่งตรวจ 
ประกอบการขึ้นทะเบียนมี charge variants ตรงตามสารมาตรฐานที่จดแจ้ง อย่างไรก็ตามภาครัฐควรพิจารณาแนวทาง 
การติดตามการเฝ้าระวังด้านคุณภาพของยาโมโนโคลนอลแอนติบอดีรุ่นอื่นๆ รวมทั้งความคงสภาพของยาชีววัตถุคล้ายคลึง 
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บทนำ�

โมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody: mAb) ที่ผลิตเป็นยารักษาโรคด้วยเทคโนโลยีชีวภาพ

เป็นยา Biotherapeutic products (BTP) ในการผลิตมีโอกาสได้โมเลกุลของยาที่แตกต่างกัน ความแตกต่างหนึ่งที่

จะพบได้คอืโมเลกลุ mAb ในยาส�ำเรจ็รปูอาจมีประจทุีแ่ตกต่างกนั (charge variants)(1) ซึง่เป็นผลจากการท�ำงานของ

เอนไซม์หรือปฏิกิริยาอื่น (enzymatic และ nonenzymatic modifications) หลายปฏิกิริยา เช่น glycosylation,  

glycation, deamidation, oxidation, disulfide bond formation หรือการปรับแต่งชนิดของกรดอะมิโนท่ี 

ปลายสายโปรตีน (C-/N-terminal amino acids modification) และ peptide bond cleavage เป็นต้น 

ซึง่เป็นความแตกต่างเล็กน้อย (microheterogeneity) โดยอาจเกดิระหว่างขบวนการผลติในเซลล์หรอืเกดิในขบวนการ

ที่อยู่นอกเซลล์ขึ้นอยู่กับชนิดของปฏิกิริยาเหล่าน้ัน รวมถึงเกิดระหว่างการท�ำให้บริสุทธิ์และขณะเก็บรักษาที่ท�ำให้เกิด

การปรับแต่งโมเลกุลโปรตีน(2) 

variants บางชนิดอาจไม่ก่อให้เกิดผลด้านความปลอดภัย บางชนิดอาจกระทบต่อประสิทธิภาพของยา 

เมื่อน�ำไปใช้มากหรือน้อยแล้วแต่ชนิดของโปรตีนนั้น อย่างไรก็ตาม charge variants ของยา mAb มีความส�ำคัญ 

ในแง่ท่ีมีผลต่อความคงตัวและการออกฤทธิ์ทางชีวภาพ การเปลี่ยนแปลงสัดส่วนของชนิดประจุบนโมเลกุลเพียง 

เลก็น้อยสะท้อนถงึโครงสร้างท่ีเปลีย่นแปลงและอาจส่งผลต่อความคงตวัของยาหรอืกระตุน้ภมูคิุม้กนัทีเ่ป็นอนัตราย(3,4) 

ขณะเดียวกันยา mAb มีกระบวนการผลิตที่ซับซ้อน มีโอกาสเบี่ยงเบนจากมาตรฐานหากควบคุมการผลิตไม่ดีก็อาจ 

ได้ยาที่มีคุณภาพไม่ตรงตามที่ออกแบบไว้ ปัจจุบันยา mAb ที่ใช้ในประเทศไทยเป็นยาน�ำเข้าทั้งหมดจากประเทศต่างๆ 

ทัง้จากโรงงานใหญ่ทีจ่�ำหน่ายยาไปท่ัวโลกและโรงงานขนาดเล็กทีผ่ลติยาชีววตัถคุล้ายคลงึ (biosimilars) ทีจ่�ำหน่ายยา 

ในเขตอื่นนอกเหนือจากยุโรปและเมริกา ดังนั้นในการควบคุมคุณภาพผลิตภัณฑ์นี้จึงต้องมีการตรวจวิเคราะห์ด้าน 

charge variants ของยา mAb ร่วมกบัการวิเคราะห์หวัข้ออืน่ๆ หากมกีารเปลีย่นแปลงกระบวนการผลติหรอืเกบ็รกัษา

ยาเป็นเวลานานอาจท�ำให้เกดิการเปลีย่นแปลงโมเลกลุ ซึง่อาจไม่มผีลต่อการเปลีย่นแปลงประจ ุแต่บางชนดิ เช่น การตดั 

กรดอะมโินไลซนีท่ี C - terminal ของ heavy chain ออกอย่างไม่สมบรูณ์จึงท�ำให้มกีารเปลีย่นแปลงประจุ เกิดการจับเป็นวง 

(cyclization) ของ glutamine ที ่N-terminal หรอืมปีฏกิริยิา oxidation เปลีย่น methionine เป็น methionine  

sulfoxide ท�ำให้ได้ basic variants ส่วน acidic variants เกิดจากการเติมน�้ำตาลกรดไซอะลิก (sialic acid) 

ในส่วน Fc และปฏิกิริยา deamidation เช่น จากกรดอะมิโนแอสพาราจีนเป็นกรดแอสปาร์ติก เป็นต้น(5,6) ปัจจุบัน 

ผู้ผลิตและภาครัฐให้ความส�ำคัญกับความสัมพันธ์ของโครงสร้างโมเลกุลกับประสิทธิภาพการออกฤทธิ์ของ mAb 

ซึ่งการเปลี่ยนแปลงประจุอาจไม่กระทบต่อการออกฤทธิ์ของยา แต่เนื่องจากปัจจุบันยังมีข้อมูลด้านนี้จ�ำกัด จึงต้อง 

ติดตามตรวจสอบความสม�่ำเสมอของคุณลักษณะทางประจุ

เทคนคิทีม่ปีระสทิธภิาพในการตรวจวเิคราะห์ด้านประจ ุคอื อเิลก็โทรโฟรซีสีแบบแคปิลลารี(7-9) (capillary 

electrophoresis: CE) ชนิด isoelectric focusing (cIEF) โดยพจิารณาจากค่า isoelectric point (pI) ซึง่แสดงเป็น 

isoforms มทีัง้แบบ acidic variants และ basic variants นอกเหนอื จากโมเลกุลหลกั (main peak) ทีม่ค่ีาประจรุวมเป็น

ศนูย์ในสนามไฟฟ้าและเปรยีบเทียบ isoforms กบัสารมาตรฐานร่วมการวเิคราะห์คุณลกัษณะด้านอ่ืนๆ วตัถุประสงค์ของ 

งานวิจัยนี้เพ่ือศึกษาคุณลักษณะ charge variants ของยา mAb ชนิดต่างๆ ที่น�ำเข้ามาจ�ำหน่ายในประเทศไทย 

ด้วยเทคนิค cIEF เพื่อตรวจสอบยืนยันคุณลักษณะของยาว่าเป็นไปตามที่จดแจ้งในการขึ้นทะเบียนยา และเพื่อศึกษา

เปรียบเทียบคุณลักษณะด้านประจุของยา mAb ชนิดคล้ายคลึงกับยาอ้างอิง เพื่อให้ได้ข้อมูลส�ำหรับการเฝ้าระวัง 

หลังจ�ำหน่ายเพื่อให้ประชาชนได้รับยาที่ดีและปลอดภัย
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วัสดุและวิธีการ

สารเคมี

สารเคมีและสารละลายที่ใช้เป็นชนิด analytical grade ทั้ง Anolyte (200 mM Phosphoric 

Acid), Catholyte (300 mM Sodium Hydroxide), Chemical Mobilizer (350 mM Acetic Acid), 

Cathodic Stabilizer (500 mM Arginine), Anodic Stabilizer (200 mM Iminodiacetic Acid), Urea 

Solution (4.3 M Urea), 3 M Urea-cIEF Gel, Pharmalyte 3 - 10 carrier ampholytes (GE 

Healthcare # 17 - 0456 - 01)

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบแคปิลลารี รุ่น PA 800 Plus Pharmaceutical Analysis System 

(Beckman Coulter, USA) โดยโปรแกรมประมวลผล 32 Karat Software version 9.1 patch และ PA 800 plus 

Software version 1.1 patch ใช้แคปิลลารีแบบ neutral-coated ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 50 μm 

ความยาวทั้งหมด (L) 30.2 cm และเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงชนิด UV 280 nm สารละลาย cIEF gel 

ตัวอย่างและสารมาตรฐาน

ยาชีววัตถุเพื่อการรักษาส�ำเร็จรูปชนิดโมโนโคลนอลแอนติบอดีจ�ำนวน 14 ช่ือการค้า (brands) คือ ชนิด 

A-N ที่ขึ้นทะเบียนเพื่อจ�ำหน่ายในประเทศไทยส�ำหรับการรักษาโรคชนิดต่างๆ เช่น โรคติดเช้ือ มะเร็งเต้านม 

มะเร็งล�ำไส้ใหญ่ มะเร็งเม็ดเลือดขาว โรคข้ออักเสบ โรคกระดูกพรุนและโรคปลอกประสาทอักเสบ เป็นต้น โดย 1 

ชนิดเป็นยาคล้ายคลึง (Biosimilars) และอีก 13 ชนิดเป็นยาต้นแบบ (originators) ซึ่งมี 1 ชนิดเป็นยาอ้างอิง 

(reference product) ของยาคล้ายคลึง ซึ่งได้รับจากผู้ผลิตรวมทั้งสารมาตรฐานของ mAb ทั้ง 14 ชนิด ตัวอย่าง 

ทั้งหมดเป็นทั้งชนิดผงแห้งและน�้ำ เก็บที่ 2 - 8°C 

โปรตีนอ้างอิงมาตรฐาน (cIEF peptide markers: pI 10.0, 9.5, 7.0, 5.5, 4.1 # A58481) จาก 

Beckman Coulter; USA

การเตรียมตัวอย่างและสารมาตรฐาน 

ละลายตัวอย่างและสารมาตรฐานด้วยน�้ำส�ำหรับยาฉีดให้มีความเข้มข้น 10 mg/mL เติม 10 µL ลงใน 

หลอด micro tube ที่มีสารเหล่านี้ในหลอด คือ 3 M urea-cIEF Gel ปริมาตร 200 µL carrier ampholytes 

ปริมาตร 12.0 µL cathodic stabilizer ปริมาตร 20.0 µL anodic stabilizer ปริมาตร 2.0 µL และ pI มาตรฐาน 

2 ชนิด ที่มีค่า pI ใกล้เคียงกับตัวอย่าง ชนิดละ 2.0 µL ผสมให้เข้ากันโดยใช้ vortex mixer ประมาณ 15 วินาที แล้ว

น�ำไปปั่นในเครื่องปั่นเหวี่ยง 6,600 rpm ประมาณ 20 วินาที เพื่อให้ฟองอากาศหายไปก่อนท�ำการทดสอบ 

เตรียมโปรตีนอ้างอิงมาตรฐาน (cIEF peptide markers) โดยปิเปต 3 M urea-cIEF Gel ปริมาตร 

200 µL ใส่ใน micro tube แล้วเติม pharmalyte 3 - 10 carrier ampholytes ปริมาตร 12.0 µL cathodic 

stabilizer ปริมาตร 20.0 µL anodic stabilizer ปริมาตร 2.0 µL จากนั้นเติม pI markers 10.0, 9.5, 7.0, 

5.5 และ 4.1 ชนิดละ 2.0 µL ผสมให้เข้ากัน น�ำไปปั่นในเคร่ืองปั่นเหว่ียงประมาณ 20 วินาที เพื่อให้ฟองอากาศ 

หายไปก่อนน�ำไปทดสอบ
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วิธีการ

วิเคราะห์ตัวอย่างตามสภาวะที่ก�ำหนดดังนี้ ล้างท่อแคปิลลารีด้วย 4.3 M urea solution โดยใช้ความดัน  

50.0 psi นาน 3 นาที และล้างด้วยน�้ำที่ความดัน 50.0 psi นาน 2 นาที แล้วจึงฉีดตัวอย่างที่ความดัน 25.0 psi 

เป็นเวลา 99 วินาที จากนั้นเป็นการแยกสารโดยช่วง focusing step ใช้ความต่างศักย์ 25.0 kV นาน 15 นาที และ 

ขั้นตอน mobilization step ปรับความต่างศักย์เป็น 30.0 kV นาน 30 นาที จึงสิ้นสุดการแยก และล้างแคปิลลารี 

ด้วยน�้ำที่ความดัน 50.0 psi 2 นาที และให้ความต่างศักย์ลดลงเป็น 15.0 kV เพื่อเตรียมการฉีดตัวอย่างครั้งต่อไป

โปรตีนที่มีค่า pI สูงกว่าค่า pH จะมีประจุบวก โปรตีนที่มีค่า pI ต�่ำกว่า pH จะมีประจุลบ เมื่อเคลื่อนที่ 

ไปถึงต�ำแหน่งใดที่ประจุรวมบนโมเลกุลเป็นศูนย์ โปรตีนจะหยุดการเคลื่อน ณ จุดน้ีคือค่า pI แสดงผลอิเล็กโทร- 

ฟีโรแกรมเป็นพคีซ่ึงมีความหมายท้ังต�ำแหน่งซ่ึงบอกเวลาทีใ่ช้ในการเคลือ่นที ่(migration time: MT) ความสูง (peak 

height) และพื้นที่ใต้พีค (peak area) ที่บอกถึงปริมาณพีคที่ขนาดใหญ่หรือสูงที่สุดจะเป็นพีคหลัก (major peak/

main peak) ซึ่งจะเป็นโปรตีนที่มีปริมาณมากที่สุดและมักจะมีพีคอ่ืนประกอบตามชนิดขององค์ประกอบในตัวอย่าง 

ที่วิเคราะห์โดยพีคที่อยู่ด้านขวาของพีคหลักจะมีค่า pH ต�่ำกว่าพีคหลักเรียกเป็น acidic peak และในด้านตรงกันข้าม 

ค่า pH สูงกว่าพีคหลักคือ basic peak ในการตรวจเอกลักษณ์ของโปรตีนจะค�ำนวนหาค่า pI ของตัวอย่างจาก 

MT ซึ่งค่า pI และอิเล็กโทรฟีโรแกรมของตัวอย่างต้องตรงกับสารมาตรฐานชนิดนั้นๆ ซึ่งเป็นไปตามข้อก�ำหนด 

ของยา (product specification) นอกจากนี้ได้ท�ำ forced degradation ของ mAb ของยาชนิดคล้ายคลึง 

โดยการอุ่นในตู้อบที่ 37°C นาน 1 - 5 วัน เพื่อศึกษาเปรียบเทียบกับยาอ้างอิง โดยทุกตัวอย่างท�ำการวิเคราะห์ 2 ซ�้ำ

ผล

ผลการวิเคราะห์ mAb ท้ัง 14 ชนิดด้วย cIEF นาน 30 นาทีได้อิเล็กโทรฟีโรแกรมแสดง isoforms 

ของตัวอย่างแต่ละชนิด ในภาพรวม isoforms มีค่า pI ภาพ รวมอยู่ในช่วง 6 - 10 (ตารางที่ 1) เป็นกลุ่มของพีค

ที่มีความสูง จ�ำนวนพีคและค่า MT แตกต่างกัน (ภาพที่ 1) โดยเริ่มปรากฏพีคแรกที่ประมาณ 20 นาทีเป็นต้นไป 

เช่น ตัวอย่าง mAb ชนิด A  โดยตัวอย่างทุกชนิดมี charge variants ทั้ง 3 รูปแบบ คือชนิด basic และ acidic  

นอกเหนือจากพีคหลักซึ่งเป็นพีคที่สูงที่สุด โดย pI ของพีคชนิด basic และ acidic พีค อยู่ในช่วง 9.48 - 6.70 และ 

9.24 - 6.40 ตามล�ำดบั (ตารางที ่2) เมือ่วเิคราะห์เปรยีบเทยีบกบัสารมาตรฐาน พบว่า mAb ทกุตวัอย่างมอีเิลก็โทรฟีโรแกรม 

ตรงกับสารมาตรฐานของตัวเอง ทั้งลักษณะรูปแบบการกระจายตัว จ�ำนวนพีค และความสูงของพีคที่สอดคล้องกัน 

ซึ่งได้แสดงผลการเปรียบเทียบของ mAb ชนิด I และ C เป็นตัวอย่าง (ภาพที่ 2) ส่วนการศึกษา forced degrada-

tion ของ mAb ชนิด H และ I พบว่าลักษณะของอิเล็กโทรฟีโรแกรมของชนิด I แตกต่างไปจากเดิมคือมีจ�ำนวน 

พีคเพิ่มมากขึ้นจาก (ภาพที่ 3)

ตารางที่ 1	 ค่า pI ของตัวอย่าง mAb 14 ชนิด

        products 	 pI main peak

M 		  6 - 7

C  G  H  I  K L		  7 - 8

B  D  E  N J		  8 - 9

A  F 		  9 - 10
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ภาพที่ 1  อิเล็กโทรฟีโรแกรมของตัวอย่าง mAb ทั้ง 14 ชนิด (ชนิด A-N)

ภาพที่ 2	 ลักษณะของอิเล็กโทรฟีโรแกรมจาก cIEF (A) ของยา mAb ชนิด I และ (B) mAb ชนิด C เมื่อ 

	 เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน

ตารางที่ 2	 ช่วงค่า pI ของ isoforms จากเทคนิค cIEF ของตัวอย่าง ทั้ง 14 ชนิด

		  products		  pI basic peak		  main peak		  pI acidic peak

		  A		  9.41 - 9.34		  9.24		  9.13 - 8.93

		  B		  8.81 - 8.62		  8.48		  8.35 - 7.95

		  C		  7.94		  7.85		  7.63 - 7.4

		  D		  8.69 - 8.50		  8.36 - 8.29		  8.11 - 8.06

		  E		  8.37		  8.18		  8.01 - 7.65

		  F		  9.48 - 9.42		  9.30		  9.24 - 8.99

		  G		  7.76		  7.67		  7.56

		  H		  7.46 - 7.33		  7.19		  7.08 - 7.00

		  I		  7.46 - 7.33		  7.20		  7.14 - 7.01

		  J		  8.11		  8.01 - 7.93		  7.83 - 7.56

		  K		  7.43 - 7.36		  7.30		  7.11 - 6.99

		  L		  6.70		  6.57-6.50		  6.40

		  M		  8.85-8.66		  8.38		  8.23

		  N		  9.04		  8.92		  8.84-8.61

		  range		  9.48-6.70		  9.30-6.50		  9.13-6.40
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วิจารณ์

ตัวอย่างยา mAb จ�ำนวน 14 ชนิด (A-N) ที่น�ำมาศึกษา 13 ชนิดเป็นยาอ้างอิงและหนึ่งชนิดเป็นยา 

คล้ายคลึงที่ขอข้ึนทะเบียนเพ่ือจ�ำหน่ายในประเทศไทยส�ำหรับรักษาโรคชนิดต่างๆ เช่น โรคติดเช้ือ มะเร็งเต้านม 

มะเร็งล�ำไส้ใหญ่ มะเร็งเม็ดเลือดขาว โรคข้ออักเสบ โรคกระดูกพรุน และโรคปลอกประสาทอักเสบ เป็นต้น 

การศึกษาน้ีวิเคราะห์ charge variants ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบแคปิลลารีชนิด cIEF ท่ีได ้

ตรวจสอบความถูกต้องแล้ว(10) และได้ใช้ในการวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb ทุกชนิดด้วยสภาวะเดียวกัน ผลการวิเคราะห์ 

mAb ทุกชนิดได้ charge variants ที่มี isoforms ทั้ง 3 แบบ คือชนิดพีคหลัก ชนิด basic และชนิด acidic 

variants แสดงถึงความหลากหลายของประจุบนโมเลกุลของยา ถือว่าเป็นความแตกต่างเพียงเล็กน้อย (microhet-

erogeneity) ซึ่งพบได้ในโมเลกุลของโปรตีน ในการวิเคราะห์ได้เติม pI markers 2 ชนิด ซึ่งอยู่ในช่วงค่า pI 10.0 

- 5.5 เพื่อการค�ำนวณค่า pI ของ isoforms จากโปรแกรมของเครื่องมือ cIEF ตามที่เหมาะสมกับชนิดตัวอย่าง iso-

forms ที่ได้แสดงให้เห็นว่า mAb เกือบทุกชนิดเป็น basic variants (ตารางที่ 1) คือ มีอิเล็กโทรฟีโรแกรมอยู่ระหว่าง 

pI markers 7.0 - 10.0 (ภาพที่ 1) มี 1 ชนิดที่ pI ของพีคหลักเป็นชนิด acidic variant คือ mAb ชนิด M 

จากการเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานพบว่า mAb ทุกชนิดมีอิเล็กโทรฟีโรแกรมของ isoforms ตรงกับ 

สารมาตรฐานของตัวเอง ซึ่งได้แสดงผลจาก mAb ชนิด I และ C เป็นตัวอย่าง (ภาพที่ 2) แสดงว่าตัวอย่างและ 

สารมาตรฐานมีโครงสร้างท่ีมีเอกลักษณ์ตรงกัน เนื่องจากหากอิเล็กโทรฟีโรแกรมของตัวอย่างเปลี่ยนแปลงจากเดิม 

หรือของยาแต่ละรุ่นแตกต่างกัน หรือแตกต่างจากสารมาตรฐานจะท�ำให้ทราบว่ามีความผิดปกติของโมเลกุล(1) ซึ่ง 

สาเหตุอาจเกิดจากโครงสร้างที่เปลี่ยนแปลงไป เช่น จากล�ำดับกรดอะมิโนที่แตกต่างหรือเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง

เคมีของโมเลกุลหลังการผลิต หรือในระหว่างการเก็บรักษาเป็นเวลานาน ในขณะที่ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์อาจ 

เป็นไปตามเกณฑ์และการตรวจสอบการออกฤทธิ์ของยาอาจไม่พบการเปลี่ยนแปลงนี้

เมื่อเปรียบเทียบการวิเคราะห์ isoforms ของ mAb จากงานวิจัยอื่นด้วยเทคนิค cIEF(11-15) เช่น ตัวอย่าง 

E(12) ซึ่งมีสภาวะ cIEF แตกต่างกัน พบว่ารูปแบบของอิเล็กโทรฟีโรแกรม และความสูงของพีคหลักเหมือนกันและ 

อยู่ในช่วง pI marker 8.4 - 10.0 เช่นเดียวกัน แต่มีความแตกต่างของต�ำแหน่งพีคเล็กน้อย เนื่องจากผลการศึกษา

นี้มีค่า MT ที่เริ่มในช่วงเวลาที่ช้ากว่า และมีจ�ำนวนพีคชนิด acidic variants มากกว่า ซ่ึงเกิดได้จากหลายสาเหตุ 

เช่น จากปฏิกิริยา deamidation ของกรดอะมิโนไลซีนที่ปลายสายโปรตีน (C-terminal) หรือมีการเติมน�้ำตาล 

กรดไซอะลิก รวมทั้งอาจเกิดสลายตัวและการจับตัวกันของโปรตีน (aggregation)(3,15,16) ในโมเลกุลของยารุ่นที่ส่งมา

ตรวจนี้ 

ภาพที่ 3	 ลักษณะอิเล็กโทรฟีโรแกรมของ mAb H ยาอ้างอิง (A) และชนิดคล้ายคลึง mAb I (B) เมื่อเก็บที่ 

	 37 °C นาน 5 วัน
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เนื่องจากประเทศไทยมีประกาศของส�ำนักงานคณะกรรมการอาหารและยาว่าด้วยการข้ึนทะเบียนยา 

คล้ายคลึงในปี 2556(17) ดังนั้นยา mAb ชนิดใดที่ขึ้นทะเบียนก่อนปี 2556 แม้จะเป็นยาคล้ายคลึงก็จะขึ้นทะเบียนเป็น 

ยาใหม่  จงึไม่มข้ีอมูลการศกึษาเปรยีบเทียบความคล้ายคลงึระหว่างยาต้นแบบทีใ่ช้เป็นยาอ้างองิของยาคล้ายคลงึแสดงไว้

ในการขึน้ทะเบยีน ซ่ึงได้แก่ mAb ชนิด I จึงได้ท�ำการศกึษาเปรียบเทยีบความคล้ายคลงึด้านประจุในการทดสอบเดยีวกัน 

(head-to-head comparison) ผลคอืได้อเิลก็โทรฟีโรแกรมตรงตามยาอ้างองิ คอื mAb ชนดิ H แสดงถงึโครงสร้างที่

คล้ายคลึงกนั (ภาพท่ี 1) แต่ท่ีน่าสนใจคอืผลจากการทดลอง forced degradation โดยการอุน่ตวัอย่างในตูอ้บที ่37 °C 

นาน 5 วัน พบว่าอิเล็กโทรฟีโรแกรมของยาอ้างอิงยังคงเดิมส่วนของยาคล้ายคลึงคือ mAb ชนิด I เปลี่ยนแปลง 

ไปจากเดิมอย่างชัดเจนจากจ�ำนวนพีคที่เพิ่มมากขึ้นในส่วนของ acidic variants (ภาพที่ 3) เมื่อพิจารณาสูตรต�ำรับ

ของยาอ้างอิงและยาคล้ายคลึงพบว่าไม่แตกต่างกัน ดังนั้นความคงตัวที่แตกต่างกันนี้อาจเกิดจากกระบวนการผลิต 

ที่แตกต่างกัน เช่น จากปฏิกิริยาทางเคมี deamidation หรือการตัดกรดอะมิโนไลซีนบน C-terminal หรือการเติม

น�้ำตาลกรดไซอะลิกในส่วน Fc เป็นต้น 

สรุป

การรักษาโรคด้วยยาชีววัตถุ Biotherapeutic product ชนิด mAb ต้องการการวิเคราะห์คุณภาพของยา

เพื่อให้มั่นใจในคุณภาพ ประสิทธิภาพและความปลอดภัย แม้ว่าการศึกษานี้จะมีตัวอย่าง mAb แต่ละชื่อการค้าเพียง 

1 รุ่น แต่ผลการศึกษา charge variants ของยา mAb ทั้ง 14 ชื่อการค้าที่ขึ้นทะเบียนในประเทศไทยพบว่ายาทุกชื่อ 

การค้ามคีณุลกัษณะเป็นไปตามมาตรฐานท่ีจดแจ้ง และผลการเปรยีบเทยีบความคล้ายคลงึด้านประจุเป็นประโยชน์ส�ำหรบั

การเฝ้าระวังและตรวจสอบคุณภาพของยาเหล่านี้ในรุ่นต่อ ๆ  ไปที่น�ำมาจ�ำหน่ายในประเทศ ซึ่งภาครัฐจะต้องวางแผน 

การเฝ้าระวังความสม�่ำเสมอของคุณภาพและความคงตัวต่อไป 

กิตติกรรมประกาศ
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ABSTRACT	 Monoclonal antibody molecules of therapeutic finished products could have variations 
due to their charge variants. Changes of charge profile could alter drug stability, bioactivity and/or 
induce harmful immunogenicity. Therefore, each batch should contain a consistent charge variant profile. 
This study was conducted to analyse charge heterogeneity of 14 brands of therapeutic monoclonal 
antibodies registered in Thailand using cIEF technique. The electropherogram results of all products 
showed 3 isoforms and complied with their reference material isoforms. Their pI range was within 7 - 10, 
while pI ranges of basic and acidic variants were 9.48 - 6.70 and 9.24 - 6.40, respectively. In addition, reference  
product showed better stability than its biosimilars when compared to their isoforms after incubation 
at 37 °C for 5 days. In conclusion, the therapeutic monoclonal antibodies registered in Thailand contained 
charge variants according to their reference materials; however, quality monitoring of lots of those 
therapeutic monoclonal antibody drug products should be considered including stability of biosimilars 
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