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บทน�ำ

ปัจจบุนัยาชวีวัตถท่ีุผลติโดยเทคโนโลยชีวีภาพ(1, 2)  มปีรมิาณและคณุภาพสงูขึน้ สามารถน�ำมาใช้ในการรักษา

ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ยาชีววัตถุที่ใช้เพื่อการรักษาโรค (biotherapeutic products) ดังกล่าวมีหลายประเภท ได้แก่ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี  (monoclonal antibody: mAb) โปรตีนชนิดต่างๆ ได้แก่ granulocyte colony  

stimulating factor (G-CSF), blood clotting factor VIII ยาในกลุ่มฮอร์โมน ได้แก่ erythropoietin,  

insulin ยาในกลุม่เอนไซม์ ได้แก่ urate oxidase, glucosidase รวมถงึเปปไทด์ต่างๆ ยาชีววตัถเุหล่านีม้กีระบวนการ

สร้างและผลิตที่ซับซ้อนในเซลล์สิ่งมีชีวิต ตลอดจนต้องผ่านขั้นตอนการเตรียมโปรตีนให้บริสุทธิ์ จึงต้องมีการออกแบบ

และควบคมุการผลิตเป็นอย่างดเีพือ่ให้ม่ันใจว่าจะได้ยาทีม่คีณุภาพตามทีก่�ำหนด การตรวจวเิคราะห์คณุภาพจงึเป็นหวัใจ

ส�ำคญัในการควบคมุคณุภาพ เพ่ือให้เกดิความมัน่ใจในความปลอดภยัและประสทิธภิาพในการน�ำมาใช้เพือ่การรกัษา(3, 4) 

โมเลกลุของแอนตบิอดปีระกอบด้วยโปรตนีสายสัน้ (light chain: LC) 2 สาย และโปรตนีสายยาว (heavy 

chain: HC) 2 สาย เชือ่มกนัเป็นรปูตวัวาย (Y shape) ด้วยพนัธะไดซลัไฟด์ (disulfide bond) และมโีมเลกลุน�ำ้ตาล

ประกอบอยู่บน HC(5)(glycosylated HC) (ภาพที่ 1)(6) ซึ่งเป็นการปรับแต่งโมเลกุลหลังจากการสร้างโปรตีนของ

เซลล์ (post-translational modification)(5, 7, 8) โดยชนิดและรูปแบบการเรียงตัวของหมู่น�้ำตาลในการเกิด  

glycosylation จะมีความแตกต่างกันตามชนิดของเซลล์ โดยเซลล์ที่นิยมน�ำมาใช้เป็นแหล่งผลิต ได้แก่ เซลล์สัตว์เลี้ยง

ลูกด้วยนม และยีสต์ นอกจากนั้นสิ่งแวดล้อมของกระบวนการผลิต วิธีการเลี้ยงเซลล์ และองค์ประกอบของอาหารเลี้ยง

เซลล์ กเ็ป็นปัจจยัส�ำคญัในการผลติแอนตบิอดทีีม่ปีระสทิธภิาพ แอนตบิอดทีีม่กีารออกฤทธิไ์ด้อย่างมปีระสทิธภิาพควร

เป็นโมเลกุลเดี่ยวที่สมบูรณ์ (monomer) แต่เนื่องจากในกระบวนการสร้าง mAb ในเซลล์ กระบวนการเตรียมโปรตีน

ให้บริสุทธิร์วมท้ังในขัน้ตอนการเกบ็รกัษาอาจท�ำให้โมเลกลุของแอนตบิอดเีกดิการเปลีย่นแปลงไปในลกัษณะต่างๆ เช่น 

เกิดการแตกของโมเลกุล (fragmentation) หรือการเกาะกลุ่มกันของโมเลกุลแอนติบอดี (aggregation)(3, 9)  รวม

ทัง้การเกดิโมเลกลุท่ีสภาพไม่สมบรูณ์เน่ืองมาจากไม่มกีารเตมิน�ำ้ตาลที ่HC ซึง่มผีลต่อความคงตวัและการออกฤทธิข์อง

แอนติบอดี และท�ำให้ได้เป็น non-glycosylated heavy chain: NGHC ซึ่งโมเลกุลชนิดนี้จัดเป็นสารปนเปื้อนที่มา

กับตัวยา (product-related impurities) ดังนั้นจึงมีความจ�ำเป็นในการควบคุมปริมาณ NGHC นี้(10, 11) 

ภาพที่ 1 โครงสร้างของแอนติบอดี และหมู่น�้ำตาล บน HC
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การวิเคราะห์เอกลักษณ์จากคุณลักษณะของโมเลกุลโดยเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานและการตรวจสอบ 

ความบริสุทธิ์เป็นส่วนส�ำคัญในการตรวจวิเคราะห์คุณภาพยาชีววัตถุ เนื่องจากสามารถแสดงให้เห็นถึงคุณภาพของยา

และความสม�่ำเสมอของกระบวนการผลิต การเก็บและการขนส่งที่เหมาะสมของยา(12) โดยต�ำรายาสากลแนะน�ำให ้

ตรวจวิเคราะห์คุณลักษณะเอกลักษณ์และความบริสุทธิ์ของยาชีววัตถุเพื่อการรักษาเหล่านี้ด้วยวิธีวิเคราะห์ที่ต่างกัน

มากกว่า 1 วิธี(13) เพื่อให้มั่นใจว่าผลิตภัณฑ์ยาส�ำเร็จรูปมีคุณภาพตามที่ก�ำหนดโดยดูจากผลการวิเคราะห์ว่าเป็นไปตาม

ข้อก�ำหนดและสอดคล้องกัน วิธีการตรวจวิเคราะห์ที่นิยมใช้ได้แก่ เทคนิคโครมาโทกราฟี และอิเล็กโทรโฟรีซิส(13, 14)  

เช่น size exclusion chromatography (SEC-HPLC), reversed-phase chromatography (RP-HPLC), 

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), isoelectric focusing (IEF) 

และ capillary electrophoresis (CE)(15) เป็นต้น

Capillary electrophoresis-sodium dodecyl sulfate (CE-SDS) เป็นเทคนิคการแยกโปรตีนที่ใช้

หลักการเดียวกับ SDS-PAGE แบบเจลโดยพัฒนาให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้นกว่าวิธี SDS-PAGE ซึ่งมีข้อจ�ำกัดในการ

ใช้เวลานานในการเตรียมเจล ความยุ่งยากในการวิเคราะห์รวมทั้งมีการใช้สารเคมีที่อันตราย(16, 17) ปัจจุบัน CE-SDS 

ซึ่งเป็นวิธีวิเคราะห์ที่ระบุไว้ใน European Pharmacopoeia(3) ที่นิยมใช้ในห้องปฏิบัติการวิเคราะห์คุณภาพยาโปรตีน 

ในการควบคุมคุณภาพยาชีววัตถุชนิด mAb ด้านเอกลักษณ์และความบริสุทธิ์โดยการตรวจสอบปริมาณโมเลกุล

แอนติบอดีที่สมบูรณ์และผลรวมของ LC และ HC เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานซึ่งผู้ผลิตจะก�ำหนดเป็นค่าร้อยละ 

ที่เหมาะสมส�ำหรับยาแต่ละชนิด หลักการของ CE-SDS คือ SDS จะจับกับโมเลกุลโปรตีนท�ำให้โปรตีนสูญเสียสภาพ

โครงสร้างแบบทุติยภูมิและตติยภูมิได้เป็นสายของกรดอะมิโน เมื่อผ่านเข้าไปในท่อแคปิลลารีจะเกิดการแยกโปรตีน

ตามขนาดโมเลกุล โดยโมเลกุลขนาดเล็กจะถูกแยกออกมาก่อน ตามด้วยโมเลกุลที่มีขนาดใหญ่กว่า ซึ่งเวลาที่ใช้ในการ

เคลื่อนที่ (migration time: MT) ของแต่ละโมเลกุลจะเป็นค่าเฉพาะ โดยจะปรากฏพีคที่มีความสูงแปรตาม 

ตามจ�ำนวนของโมเลกุลที่แยกได้โดยปริมาณของสารที่แยกได้นี้จะถูกค�ำนวณเป็นร้อยละของพื้นที่ใต้พีค (corrected 

percentage area) ต่อไป โดยวิธีนี้สามารถวิเคราะห์ในสภาวะ non- reducing เพื่อตรวจสอบปริมาณของโมเลกุล

ชนิด monomer หรือวิเคราะห์ในสภาวะ reducing โดยการสลายโครงสร้างของโมเลกุลแอนติบอดี โดยการตัดพันธะ

ไดซัลไฟด์ในโมเลกุลแอนติบอดี ท�ำให้ผลการวิเคราะห์ที่ได้มีพีคของ LC และ HC ที่แยกออกจากกัน จากผลการ

วิเคราะห์จะท�ำให้ทราบว่ายา mAb มีคุณภาพเป็นไปตามเกณฑ์ที่ก�ำหนดหรือไม่ (18, 19) ดังนั้นการศึกษานี้จึงได้ท�ำการ

ตรวจสอบคุณภาพของ CE-SDS เพื่อน�ำมาใช้เป็นวิธีมาตรฐานของประเทศร่วมกับวิธีอ่ืนในการตรวจเอกลักษณ์และ

ความบริสุทธิ์ของยาชีววัตถุเพื่อการรักษาชนิด mAb ต่อไป

วัสดุและวิธีการ

เครื่องมือและอุปกรณ์

เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบแคปิลลารี PA 800 Plus Pharmaceutical Analysis System (Beckman 

Coulter, USA) ประกอบด้วยชุดคอมพิวเตอร์ และโปรแกรมประมวลผล 32 Karat Software version 9.1 patch 

และ PA 800 plus Software version 1.1 patch  มีเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงชนิด photodiode array (PDA)  

และแคปิลลารีแบบ uncoated ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 50 μm ยาว 30.2 cm 

ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป และสารมาตรฐาน

ชุดน�้ำยาส�ำเร็จรูป : SDS-MW analysis kit (Beckman coulter, USA) ประกอบด้วยโปรตีนอ้างอิง

มาตรฐานที่มีขนาดโมเลกุลระหว่าง 10-225 kDa และ internal standard (IS) ขนาด 10 kDa, Gel buffer 

(proprietary formulation, pH 8, 0.2% SDS), sample buffer (100 mM Tris-HCl, pH 9.0, 1% SDS), 
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acidic wash solution (0.1 N HCl), basic wash solution (0.1 N NaOH), 2-mercaptoethanol 

(BIO-RAD, US), DTT (GE, US), iodoacetamide (GE, US), milli-Q water

สารมาตรฐาน : สารมาตรฐาน mAb และ G-CSF จากบริษัทฯ ผู้ผลิตตัวอย่างชนิดนั้นๆ 

ตัวอย่าง 

ตัวอย่างส�ำหรับการทดสอบความถูกต้องของวิธีเป็นยาชีววัตถุเพื่อการรักษา 2 กลุ่ม คือ mAb ชนิด A 

ซึ่งผลิตจากเซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (mammalian cells) และ granulocyte colony stimulating factor 

(G-CSF) ที่ผลิตจาก E. coli จ�ำนวน 1 ชนิด ส�ำหรับการตรวจสอบความถูกต้องของวิธี

ตัวอย่าง mAb ชนิด B และ C ซึ่งเป็นยาชีววัตถุเพื่อการรักษาที่ส่งตรวจเพื่อประกอบการขึ้นทะเบียนยา

การเตรียมตัวอย่าง

เตรียมตัวอย่างและสารมาตรฐานในสภาวะ non-reducing

เจือจางสารมาตรฐานและตัวอย่างให้มีปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วง 0.2-2.0 mg/ml ด้วย sample buffer  

เติม IS ปริมาตร 2 µl และ 250 mM iodoacetamide ปริมาตร 5 µl ลงในตัวอย่างปริมาตร 95 µl น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 

70 ํC นาน 3 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที ก่อนท�ำการทดสอบ 

เตรียมตัวอย่างและสารมาตรฐานในสภาวะ reducing 

เจือจางสารมาตรฐานและตัวอย่างให้มีปริมาณโปรตีนอยู่ในช่วง 0.2-2.0 mg/ml ด้วย sample buffer  

เติม IS ปริมาตร 2 µl และ 2-mercaptoethanol ปริมาตร 5 µl ลงในตัวอย่างปริมาตร 95 µl น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 

100 ํC นาน 3 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้องนาน 5 นาที ก่อนท�ำการทดสอบ

วิธีวิเคราะห์

น�ำสารตัวอย่างและสารมาตรฐานที่เตรียมไว้ ฉีดเข้าเครื่อง CE ขั้นตอนการแยกสารของ CE-SDS ประกอบ

ด้วยการสลายโมเลกุลโปรตีนด้วยความร้อนในสภาพที่มี SDS จากนั้นน�ำไปผ่านแคปิลลารีโดยมีชุดน�้ำยาโปรตีนท่ีมี 

น�้ำหนักมาตรฐานในช่วง 10, 20, 35, 50, 100, 150, และ 225 kDa และ ใช้ IS ขนาดน�้ำหนักโมเลกุล 10 kDa เติม

ในตัวอย่างเพื่อเป็น mobility marker โดยมีสภาวะของเครื่อง (ตารางที่ 1) และวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม 32 

Karat Software version 9.1 patch และ PA 800 plus Software version 1.1 patch

ตารางที่ 1  สภาวะของเครื่อง CE ที่ใช้ส�ำหรับวิเคราะห์ CE-SDS ในขั้นตอนการท�ำงานขั้นตอนต่างๆ

	 step#	 event	 value	 duration	 comments

	 1	 rinse-pressure	 70.0 psi	 3.00	 min	 0.1 N NaOH rinse 
	 2	 rinse-pressure	 70.0 psi	 1.00	 min	 0.1 N HCl rinse 
	 3	 rinse-pressure	 70.0 psi	 1.00	 min	 H2O rinse 
	 4	 rinse-pressure	 70.0 psi	 10.00	 min	 SDS gel rinse 
	 5	 wait		  0.00	 min	 H2O dip 
	 6	 wait 		  0.00	 min	 H2O dip 
	 7	 inject -voltage	 5.0 kV	 20.0	 sec	 sample injection
	 8	 wait 		  0.00	 min	 H2O dip 
		  9	 separate -voltage	 15.0 kV	 30.00	 min	 separation 
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การหาความเข้มข้นของโปรตีนและปริมาตรสารที่เหมาะสมส�ำหรับการวิเคราะห์  

ก่อนการทดสอบความถกูต้องของวิธไีด้ศกึษาปรมิาณความเข้มข้นของโปรตนีและปรมิาตรสารตวัอย่างต่างๆ 

ที่เหมาะสมส�ำหรับการวิเคราะห์ โดยวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb A ที่มีความเข้มข้นของโปรตีนที่  0.01, 0.05, 0.10, 0.50, 

1.00, 1.50, 2.00 และ 2.50 mg/ml และหาปริมาตรสารตัวอย่างที่เหมาะสมในการฉีดเข้าเครื่อง CE โดยใช้ mAb A 

และตั้งค่าปริมาตรฉีดที่ 5, 10, 20, 40 และ 80 วินาที ตามล�ำดับ

การทดสอบความถูกต้องของวิธี (Method of Validation)

1.	 การทดสอบความจ�ำเพาะของวิธี  (Specificity)

1.1	 วิเคราะห์ blank, blank ที่เติม IS, โปรตีนอ้างอิงมาตรฐาน และโปรตีนอ้างอิงมาตรฐานที่เติม IS แล้ว

เปรียบเทียบผลที่ได้ เพื่อดูความสามารถในการแยกของสภาวะที่ก�ำหนด 

1.2 วิเคราะห์ตัวอย่าง mAb และ G-CSF ที่มีปริมาณโปรตีนประมาณ 1  mg/ml และสารมาตรฐานของ

ตัวอย่างนั้นๆ ที่เตรียมโดยใช้สภาวะ non-reducing และ reducing แล้วเปรียบเทียบผลที่ได้

2.	 การทดสอบความเที่ยง  (Precision)

2.1	การวิเคราะห์ซ�้ำในวันเดียวกัน (Repeatability)

	 System precision วิเคราะห์ตัวอย่าง mAb โดยทดสอบตัวอย่างละ 6 ซ�้ำ โดยทดสอบภายในวันและ

สภาวะเดียวกัน ค�ำนวณค่า MT และ corrected percentage area ที่ต�ำแหน่ง LC, NGHC และ HC และค�ำนวณ 

%RSD ของแต่ละค่าที่ได้ ซึ่งต้องมีค่าไม่มากกว่า 3

	  Method precision วิเคราะห์ตัวอย่าง mAb ที่เตรียมจ�ำนวน 6 หลอด ทดสอบหลอดละ 1 ครั้ง ในวัน

และสภาวะเดียวกัน ค�ำนวณค่า MT และ corrected percentage area ที่ต�ำแหน่ง LC, NGHC และHC และค�ำนวณ 

%RSD ของแต่ละค่าที่ได้ ซึ่งต้องมีค่าไม่มากกว่า 3

2.2	การวิเคราะห์ซ�้ำต่างวัน (Intermediate precision)

	 วิเคราะห์ตัวอย่าง mAb จ�ำนวน 6 ซ�้ำ โดยทดสอบต่างวันเป็นเวลา 3 วัน และเปลี่ยนนักวิเคราะห์จ�ำนวน 

2 คน ค�ำนวณค่า MT และ corrected percentage area ที่ต�ำแหน่ง LC, NGHC และ HC ทั้ง 3 วัน และค�ำนวณ 

%RSD ของแต่ละค่าที่ได้ ซึ่งต้องมีค่าไม่มากกว่า 3

3.	 การทดสอบความคงทนของวิธี (Robustness) 

3.1	ศึกษาผลกระทบของวิธีเมื่อเปลี่ยน SDS-MW analysis kit โดยวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb จ�ำนวน 

6 ซ�้ำ โดยใช้ SDS MW analysis kit จ�ำนวน 2 รุ่น ค�ำนวณค่า MT และ corrected percentage area ที่ต�ำแหน่ง 

LC, NGHC และ HC แล้วเปรียบเทียบผลที่ได้จากการใช้ kit ทั้งสองชุด

3.2	ศึกษาผลกระทบของวิธีเมื่อเปลี่ยนท่อแคปิลลารี โดยวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb จ�ำนวน 6 ซ�้ำ กับ 

แคปิลลารีจ�ำนวน 2 ท่อ  ค�ำนวณค่า MT และ corrected percentage area ที่ต�ำแหน่ง LC, NGHC และ HC แล้ว

เปรียบเทียบผลที่ได้จากการใช้แคปิลลารีทั้งสองท่อ

การทดสอบตัวอย่างยา mAb 

วิเคราะห์เอกลักษณ์และความบริสุทธิ์ของตัวอย่างยา mAb ชนิด B และ C ที่ส่งตรวจเพื่อประกอบ 

การขึ้นทะเบียน
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ผล

การหาความเข้มข้นของโปรตีนและปริมาตรสารที่เหมาะสมส�ำหรับการวิเคราะห์  

จากการเตรียมตัวอย่างให้มีปริมาณโปรตีน 0.01-2.50 mg/ml พบว่าสามารถตรวจพบทั้ง LC, HC และ 

NGHC ได้ชัดเจนตั้งแต่ความเข้มข้น 0.1 mg/ml ขึ้นไป (ภาพที่ 2) และเมื่อปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นความสูงของพีค 

เพิ่มขึ้นตามล�ำดับ ส่วนปริมาตร mAb ที่ฉีดเข้าเครื่องจาก 5 ถึง 80 วินาที พบว่ามีความสูงของพีคเพิ่มขึ้นตามล�ำดับ 

เช่นกัน (ภาพที่ 3) แต่ปรากฏพีคของ NGHC ได้ตั้งแต่การฉีดสาร 20 วินาทีขึ้นไป 

ภาพที่ 2	 Electropherogram ของตวัอย่าง mAb ชนดิ A ในสภาวะ reducing ทีม่ปีรมิาณโปรตนี 0.01, 0.05, 0.10, 0.50, 
1.00, 1.50, 2.00 และ 2.50 mg/ml ตามล�ำดับ

ภาพที่ 3	Electropherogram ของตวัอย่าง mAb ชนดิ A ในสภาวะ reducing ทีก่�ำหนดปรมิาตรฉดีเป็น 5, 10, 20, 40 
และ 80 วินาที ตามล�ำดับ
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1.	 ความจ�ำเพาะของวิธี CE-SDS

	 จากการวเิคราะห์ blank พบว่าไม่มพีคีอืน่ปรากฏนอกจากพคีของสารละลาย buffer และ blank ทีเ่ตมิ 

IS พบพีคของ IS ปรากฏชัดเจน และตรงกับโปรตีนอ้างอิงมาตรฐานที่ 10 kDa ซึ่งเป็นน�้ำหนักโมเลกุลของ IS  

(ภาพที่ 4 ก ข และ ค) ส�ำหรับกรณีเติม IS ลงในโปรตีนอ้างอิงมาตรฐาน พบว่าความสูงของพีคที่ต�ำแหน่ง 10 kDa 

สูงกว่ากรณีไม่เติม IS (ภาพที่ 4ง) 

	 ในการวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb ชนิด A ที่เตรียมในสภาวะ reducing ปรากฏพีคของ LC และ HC  

แยกออกจากกนัอย่างชดัเจน (ภาพที ่4ฉ) และในสภาวะ non-reducing ปรากฏพคีของ intact molecule ของ mAb  

ชนิด A (ภาพที่ 4จ) โดยไม่มีพีคอื่นปรากฏเป็นไปตามเกณฑ์ก�ำหนด และเมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน พบพีค 

ปรากฏที่ MT เดียวกัน 

ภาพที่ 4 Electropherogram ของ blank (ก) เปรียบเทียบกับ blank ที่เติม IS (ข) โปรตีนอ้างอิงมาตรฐานที่ 
ไม่เติม IS (ค) และเติม IS (ง) ตัวอย่าง mAb ชนิด A ในสภาวะ non-reducing (จ) และในสภาวะ reducing (ฉ) 

เมื่อวิเคราะห์ mAb ชนิด A  และ G-CSF ในสภาวะ reducing โดยเทียบกับสารมาตรฐาน พบว่ามี MT 

ตรงกับสารมาตรฐานเช่นเดียวกันทั้ง 2 ชนิด (ภาพที่ 5 และ 6) ตามล�ำดับ และในกรณีเติม IS ลงในตัวอย่าง จะพบพีค

ของ IS ที่ต�ำแหน่ง 10 kDa ทุกครั้ง และไม่รบกวนพีคของสารตัวอย่าง

ภาพที่ 5	 Electropherogram การศึกษาความจ�ำเพาะของวิธีจากตัวอย่าง mAb ชนิด A ในสภาวะ reducing 
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2.	 ความเที่ยง

	 ผลการวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb ชนิด A จ�ำนวน 6 ซ�้ำ ในแต่ละหัวข้อการทดสอบ คือ ความเที่ยงในวัน

เดียวกันได้ electropherogram ที่ต�ำแหน่งตรงกันของทั้ง 6 ครั้ง (ภาพที่ 7 และ 8) และค�ำนวณปริมาณ LC, HC 

และ NGHC ของ mAb ชนดิ A รวมทัง้ผลของความเทีย่งระหว่างวนั เป็นเวลา 3 วนั และความแม่นย�ำจากการวเิคราะห์

โดยนักวิเคราะห์ 2 คน (ตารางที่ 2) โดยที่ค่า % RSD น้อยกว่า 3

ภาพที่ 6  Electropherogram การศึกษาความจ�ำเพาะของวิธีจากตัวอย่าง G-CSF ในสภาวะ reducing 

ภาพที่ 7	Electropherogram ในสภาวะ reducing ของ Repeatability (system precision) จาก mAb ชนิด A

ภาพที่ 8	Electropherogram ในสภาวะ reducing ของ Repeatability (method precision) จาก mAb ชนิด A
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3.	 ความคงทนของวิธีวิเคราะห์ 

เมื่อตรวจสอบความคงทนของวิธีโดยการเปลี่ยนแปลง analysis kit รุ่นใหม่ พบว่าผลการวิเคราะห์ตัวอย่าง

ของ analysis kit อยู่ในเกณฑ์ที่ดี (ตารางที่ 3) มีค่า %RSD ของทั้ง MT และ corrected percentage area 

น้อยกว่า 3

ผลของการตรวจสอบความคงทนของวิธีเมื่อเปล่ียนท่อแคปิลลารีใหม่เปรียบเทียบกับท่อเดิม พบว่าพีคของ 

HC และ LC มีค่า %RSD น้อยกว่า 4 ทั้ง MT และ corrected percentage area (ตารางที่ 3)

ตารางที่ 2  การทดสอบความเที่ยงด้วย mAb ชนิด A และการวิเคราะห์จากนักวิเคราะห์ 2 คน

repeatability (system precision) 	 Average	 14.35	 17.66	 18.11	 34.07	 0.44	 65.49
	 N = 6	 % RSD	 0.14	 0.12	 0.13	 0.05	 1.97	 0.03
repeatability (method precision) 	 Average	 14.29	 17.62	 18.13	 34.56	 0.44	 65.01
	 N = 6	 % RSD	 0.27	 0.27	 0.29	 0.05	 1.99	 0.03
intermediate precision, 	 Average	 14.61	 17.99	 18.49	 34.18	 0.44	 65.38
between-days 3 days   N = 18	 % RSD	 2.41	 2.45	 2.54	 0.36	 2.96	 0.20
intermediate precision, 2 analysts	 Average	 14.46	 17.80	 18.28	 34.19	 0.44	 65.37
		  % RSD	 0.86	 0.87	 1.01	 0.39	 2.27	 0.21

			            corrected	
	 parameters	                   migration time (min)
			               percentage area (%)

			   LC	 NGHC	 HC	 LC	 NGHC	 HC

ตารางที่ 3  การทดสอบความคงทนของ analysis kit และแคปิลลารี จากการวิเคราะห์ mAb ชนิด A

robustness ต่าง analysis kit 	 Average	 14.72	 18.13	 18.62	 34.11	 0.44	 65.45
	 %RSD		  2.65	 2.71	 2.87	 0.18	 1.83	 0.10
robustness ต่าง capillaries	 Average	 14.76	 18.19	 18.68	 34.32	 0.44	 65.24
	 %RSD		  2.92	 3.05	 3.22	 0.79	 2.82	 0.41

			              corrected	
	 parameters	                      migration time (min)
			               percentage area (%)

		  LC	 NGHC	 HC	 LC	 NGHC	 HC

เมื่อวิเคราะห์ตัวอย่างจริงทั้ง mAb ชนิด B และ C ตามสภาวะของวิธี CE-SDS ที่ได้ตรวจสอบแล้วนี้  

ทัง้ 2 ชนดิ ให้ electropherogram ตรงกบัต�ำแหน่งของสารมาตรฐาน (ภาพที ่9 และ 10)  และสามารถค�ำนวณปรมิาณ 

LC และ HC (ตารางที่ 4) 
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ภาพที่ 9  Electropherogram ของตัวอย่าง mAb ชนิด B เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน ในสภาวะ non-reducing  
และ reducing 

ภาพที่ 10 Electropherogram ของตัวอย่าง mAb ชนิด C เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานในสภาวะ non-reducing  
และ reducing 

ตารางที่ 4  ผลการตรวจสอบในตัวอย่าง mAb ชนิด B และ C

	 migration time (min)	 corrected percentage area (%)
	 ตัวอย่าง	 non-reducing	 reducing	 non-reducing	       reducing
		  condition	 condition	 condition	       condition

	 IgG	 LC	 HC 	 IgG	 LC	 HC	 LC+HC

mAb ชนิด B	 27.10	 15.16	 19.09	 97.45	 31.47	 67.46	 98.93
SD	 0.03	 0.04	 0.05	 0.29	 0.05	 0.04	 0.01
% RSD	 0.10	 0.23	 0.26	 0.30	 0.16	 0.06	 0.01
mAb ชนิด C	 27.61	 14.91	 18.81	 91.69	 33.44	 66.21	 99.64
SD	 0.02	 0.00	 0.01	 0.13	 0.36	 0.36	 0.00
% RSD	 0.08	 0.00	 0.04	 0.15	 1.08	 0.54	 0.00
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วิจารณ์ 

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ CE-SDS นี้ ได้ทดลองใช้สภาวะของวิธีตามที่บริษัทผู้ผลิต 

เครื่องมือได้ตรวจสอบความถูกต้องแล้ว(16) (ตารางที่ 1) รวมทั้งความยาวของแคปิลลารี คือ 30.2 cm และอุณหภูมิ

ส�ำหรับการเชื่อม SDS กับโมเลกุลโปรตีนที่ 70˚C นาน 3 นาที(17) ผลที่ได้ให้ค่าต่างๆ ทางสถิติเหมาะสม จึงได้ก�ำหนด

เป็นสภาวะจริงเพื่อใช้ในการศึกษาครั้งนี้ และใช้ IS ซึ่งเป็นโปรตีนมาตรฐานขนาด 10 kDa เป็นตัวบ่งชี้การเคลื่อนที่ 

(mobility marker) เพื่อความถูกต้องของการอ่านค่าน�้ำหนักโมเลกุลของตัวอย่าง

จากทดลองหาปริมาณโปรตีนที่เหมาะสมเพื่อเตรียมตัวอย่างในการวิเคราะห์ พบว่าพีคของ NGHC ซ่ึงมี

ปริมาณน้อยจะปรากฏให้เห็นเมื่อใช้ความเข้มข้นของโปรตีนตัวอย่างตั้งแต่ 0.1 mg/ml (ภาพที่ 2) ดังนั้นจึงเป็นค่า

ความเข้มข้นต�่ำที่สุดที่เหมาะสมในการเตรียมตัวอย่างและเมื่อพิจารณาค่า log ของความเข้มข้นของโปรตีนที่ศึกษา 

พบว่าค่าความเข้มข้นโปรตีนระหว่าง 0.1-2.0 mg/ml มีกราฟเป็นเส้นตรง (ภาพที่ 2 ในกรอบ) แสดงให้เห็นว่าความ

เข้มข้นในช่วงค่าน้ีเหมาะสมส�ำหรบัการเตรยีมตวัอย่างเพือ่การวเิคราะห์(19) และจากการทดลองหาปรมิาตรสารทีเ่หมาะสม

ส�ำหรับการวิเคราะห์โดยทดลองฉีดตัวอย่าง mAb เข้าเครื่อง CE-SDS เป็นช่วงเวลา 5-80 วินาทีนั้น พบว่าความสูง

ของพีคเพิ่มขึ้นตามล�ำดับ (ภาพที่ 3) ปริมาตรที่น้อยที่สุดและปรากฏพีคของ NGHC ที่สามารถมองเห็นคือ ที่การฉีด 

20 วินาที ดังนั้นจึงก�ำหนดความเข้มข้นโปรตีนที่ 0.2 mg/ml และปริมาตรการฉีดสาร 20 วินาที ในการตรวจสอบความ

ถูกต้องของวิธี CE-SDS นี้

ผลการทดสอบสภาวะของวธิทีีก่�ำหนดน้ีให้ผลทัง้ความจ�ำเพาะ ความเทีย่ง และความคงทนของวิธอีย่างเหมาะสม 

สามารถแยกโปรตีนมาตรฐานที่มีขนาดโมเลกุลในช่วง 10-225 kDa ได้ดี เมื่อวิเคราะห์ตัวอย่าง mAb (ภาพที่ 4 จ-ฉ) 

ในสภาวะ non-reducing เพื่อดูโมเลกุลชนิด monomer ของแอนติบอดีและในสภาวะ reducing ซึ่งมีการตัด 

ไดซัลไฟด์บอนด์ในโมเลกุลแอนติบอดีเพื่อแยก LC และ HC พบว่ามีการแยกของโมเลกุลทั้ง 2 ชนิดในต�ำแหน่งท่ี

ชดัเจนรวมทัง้สามารถแยก NGHC ได้ (ภาพท่ี 5) เมือ่วเิคราะห์โดยใช้ G-CSF ซึง่เป็นโปรตนีสายเดีย่วน�ำ้หนกัโมเลกลุ

ประมาณ 18.8 kDa และไม่มีน�้ำตาลเป็นส่วนประกอบ ในสภาวะ reducing พบว่าแสดงผลเป็นโมเลกุลโปรตีน 

สายเดี่ยวที่สมบูรณ์ (ภาพที่ 6) ผลการทดสอบความเที่ยงในวันเดียวกันและระหว่างวัน (ภาพที่ 7-8) และผลจาก 

นักวิเคราะห์ 2 คนได้ % RSD ของ MT และ corrected percentage area น้อยกว่า 3% ตามที่ก�ำหนด(20) 

ปัจจัยอื่นที่อาจมีผลกระทบต่อวิธี คือ analytical kit เนื่องจากการวิเคราะห์แต่ละครั้งต้องเติมเจล (0.2% 

SDS gel buffer) ดังนั้นคุณภาพของเจลแต่ละรุ่นแม้จะแตกต่างกันเล็กน้อย แต่อาจมีผลกระทบต่อความถูกต้องของ

ผลวิเคราะห์ นอกจากน้ีคุณภาพของแคปิลลารีก็มีความส�ำคัญต่อการแยกสารในการเกิดประจุที่สม�่ำเสมอบนผนัง 

ด้านในของท่อ เม่ือทดลองเปลีย่นเจลและท่อแคปิลลารพีบว่าสภาวะของวธิ ี CE-SDS นี ้ มคีวามคงทน (ตารางที ่ 3)  

ได้ค่า % RSD ของ MT และ corrected percentage area น้อยกว่า 3 โดยพบค่า MT ของ HC และ NGHC 

เมื่อเปลี่ยนแคปิลลารีจะให้ค่า  % RSD มากกว่า 3 เพียงเล็กน้อย

เมื่อทดลองใช้สภาวะที่ศึกษานี้มาทดสอบตัวอย่างยา mAb ชนิด B และ C ซึ่งเป็น IgG1 มีน�้ำหนักโมเลกุล

อยู่ในช่วง 140-155 kDa และมีน�้ำตาลบนโมเลกุล HC (ภาพที่ 9-10) ผลการตรวจเอกลักษณ์โดยใช้สภาวะ  

non-reducing ได้ MT ตรงกบัต�ำแหน่งของสารมาตรฐาน และไม่พบ aggregates ใดๆ เมือ่ท�ำการวเิคราะห์ในสภาวะ  

reducing สามารถแยก HC ในรูป glycosylated HC ออกจาก NGHC ได้ ซึ่งมี MT ของ HC และ LC ตรงกับ

ต�ำแหน่งของสารมาตรฐาน จากการค�ำนวณปริมาณโมเลกุล monomer ของแอนติบอดี และผลรวมปริมาณ LC และ 

HC ของตัวอย่างทั้ง 2 พบว่ามีค่ามากกว่า 92% และ 95% ตามล�ำดับ (ตารางที่ 4) ซึ่งเป็นไปตามข้อก�ำหนดของยา 

ทั้ง 2 ชนิด (specification) ที่ผู้ผลิตก�ำหนดไว้ในการขอขึ้นทะเบียนยา วิธี CE-SDS ที่ก�ำหนดขึ้นนี้เป็นวิธีที่ใช้กับ

เครื่องอัตโนมัติ จึงมีความรวดเร็วสามารถวิเคราะห์โมเลกุลแอนติบอดีและตรวจสอบสารปนเปื้อนได้ภายในเวลา 

30 นาที สามารถท�ำซ�้ำได้มาก มีความผิดพลาดน้อย ตลอดจนประหยัดเวลาและแรงงานในการวิเคราะห์ นอกจาก 
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สามารถน�ำมาใช้ในการวิเคราะห์ความบรสุิทธิแ์ละตรวจหา NGHC แล้ว ยงัสามารถน�ำมาใช้ในการตรวจสอบยาคล้ายคลงึ 

(biosimilar) เพื่อเปรียบเทียบความเหมือนกับยาต้นแบบได้อีกด้วย(21) 

สรุป 

วิธี CE-SDS ที่พัฒนาขึ้นนี้มีความจ�ำเพาะ ความเที่ยง และความคงทนของวิธีที่เหมาะสม มีประสิทธิภาพ 

การแยกสงู เหมาะส�ำหรบัน�ำมาใช้เป็นวิธมีาตรฐานในการควบคมุคณุภาพด้านเอกลกัษณ์และความบรสิทุธิข์องยา mAb 

ที่ใช้ในประเทศ
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ABSTRACT  Capillary electrophoresis–sodium dodecyl sulfate (CE-SDS) is a qualitative  technique for 
protein analysis and is widely use for separation of protein by molecular size. This technique is increasingly 
applied to analysis of biotherapeutic products derived from biotechnology including monoclonal antibodies 
(mAbs). This study, validation of CE-SDS technique for identity and purity analysis of biotherapeutic 
products was performed by using Beckman PA 800, capillary bare-fused silica, SDS-MW Gel buffer with 
photodiode array (PDA) detector at wavelength 220 nm. The results showed that it has high resolution 
for detection of product – related impurity such as non-glycosylated heavy chain: NGHC. The obtained 
data has specificity and precision related to standard criteria as shown that the %RSD of migration time 
(MT) and corrected percentage area of light chain: LC, heavy chain: HC and NGHC were less than 3.  
The robustness was also determined by using new lot of SDS gel buffer and capillary in analysis. It’s 
found that only %RSD of MT of HC and NGHC were slightly exceed 3 when using new capillary.  This 
method was used to analyze 2 mAb samples, the results were correlated with results of standard  
material supported that CE-SDS is suitable technique for using as standard method for identity and 
purity analysis for quality control of marketed mAbs in Thailand.

Keywords: CE-SDS, monoclonal antibody, biotherapeutic products




