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บทคัดย่อ  ยา Pegfilgrastim เป็น growth factor ใช้กระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวนเม็ดเลือดขาว ปัจจุบันไม่มีวิธีมาตรฐานส�ำหรับ

วิเคราะห์ความแรงของยาในต�ำรายาสากล จึงพัฒนาวิธีวิเคราะห์โดยการกระตุ้นเซลล์ adapted M-NSF-60 ด้วยยาเจือจาง 

ท่ีความเข้มข้นทีเ่หมาะสม ส่งผลให้มกีารเพิม่จ�ำนวนของเซลล์ และวดัปรมิาณเซลล์ทีเ่พิม่ขึน้โดยใช้สาร luminescence วเิคราะห์

ผลเปรียบเทียบกับสารมาตรฐานด้วยโปรแกรม parallel line analysis ท�ำให้ทราบค่าความแรงของยาได้ เมื่อน�ำวิธีที่ได้ไป

ทดสอบความถูกต้องของวิธี ผลการศึกษาพบว่ายา Pegfilgrastim สามารถกระตุ้นให้เซลล์ adapted M-NSF-60  เกิด 

การแบ่งตวัเพิม่จ�ำนวน และเมือ่ทดสอบความแม่น พบว่ามค่ีา %recovery อยูใ่นเกณฑ์ทีก่�ำหนดระหว่าง 80-125%  ความเทีย่ง

ของวิธีให้ค่า %GCV ของการท�ำซ�้ำและต่างวันวิเคราะห์เท่ากับ 9.70 และ 9.65 มีความเป็นเส้นตรงและช่วงของทดสอบ 

ที่เหมาะสมอยู่ระหว่าง 50-200% ได้กราฟเป็นเส้นตรงตลอดช่วงมีค่า r2 = 0.997 ส่วนความคงทนของวิธีท�ำโดยเปลี่ยน  

passage number ของเซลล์ และเวลาในการบ่ม  พบว่ามีค่า %GCV <25% และไม่มีความแตกต่างกันที่ระดับความเชื่อมั่น 

95% จากข้อมลูทัง้หมดแสดงให้เหน็ว่าวธิทีีพั่ฒนาขึน้มีความเหมาะสมในการน�ำมาใช้ในการควบคมุคณุภาพยา Pegfilgrastim 

3 ยี่ห้อ ที่น�ำมาใช้ในการศึกษาส�ำหรับยายี่ห้ออื่นๆ ต้องตรวจสอบวิธีก่อนน�ำไปใช้

ค�ำส�ำคัญ : Pegfilgrastim, ความแรง, Cell proliferation,  ทดสอบความถูกต้องของวิธี, การพัฒนาวิธี
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บทนำ�

Human granulocyte colony stimulation factor (G-CSF) เป็น glycoprotein ที่ท�ำหน้าที่

ควบคุมการสร้างและปลดปล่อยเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโทรฟิล (neutrophil) ออกจากไขกระดูก (bone marrow) 

Pegfilgrastim เป็นยาท่ีมีการรวมโปรตีน recombinant human G-CSF (r-metHuG-CSF), Filgrastim 

กับโมเลกุลของ polyethylene glycol (PEG) ขนาด 20 กิโลดาลตัน โดยโมเลกุลของ PEGylated G-CSF ถูก

ท�ำให้เสถียรด้วย two disulphide bridges โมเลกุลมีขนาด 38,000 ดาลตัน ขณะที่ Filgrastim มีขนาดประมาณ 

18,800 ดาลตนั ยา Pegfilgrastim ออกฤทธิภ์ายในร่างกายได้นานกว่า Filgrastim เนือ่งจากมขีนาดโมเลกลุใหญ่กว่า 

จึงถูกขับออกทางไตได้น้อยกว่า(1, 2, 3, 4) ซึ่งยา Pegfilgrastim และ Filgrastim มีกลไกการออกฤทธิ์เหมือนกัน คือ  

เพิม่จ�ำนวนนวิโทรฟิล มีข้อบ่งใช้ในการรกัษา คอื ใช้เพือ่ลดระยะเวลาการเกดิภาวะนวิโทรฟิลในเลอืดต�ำ่ (Neutropenia) 

ลดอบุตักิารณ์ของการเกดิ febrile neutropenia และลดอบุตักิารณ์ของการตดิเชือ้จากการเกดิ febrile neutropenia 

ในผู้ป่วยที่ได้รับยาเคมีบ�ำบัดเพื่อรักษาโรคมะเร็ง (ยกเว้น chronic myeloid leukemia และ myelodyplastic 

syndromes)(1, 2, 3, 4)    

ปัจจุบันมีการผลิตยาชีววัตถุคล้ายคลึง (biosimilars) ของยา Pegfilgrastim ในหลายประเทศรวมท้ัง

ประเทศไทย เนื่องจากยาชีววัตถุต้นแบบ (originator หรือ innovator drug) ครบระยะเวลาของสิทธิบัตรแล้ว 

ในปัจจบุนัยาชวีวัตถคุล้ายคลึงน�ำมาใช้เรยีกเฉพาะกบัผลติภณัฑ์ชีววตัถุประเภทโปรตีนทีไ่ด้มาจากกระบวนการเทคโนโลยี

ชีวภาพเท่านั้น เพราะเป็นผลิตภัณฑ์ที่สามารถท�ำให้บริสุทธิ์ได้สูงและสามารถตรวจสอบคุณลักษณะได้เป็นอย่างดี ตาม

หลักการแล้วประโยชน์ที่ได้จากการผลิตยากลุ่มน้ีคือ ท�ำให้ลดต้นทุนการผลิตได้มาก ราคายาจะถูกลงเมื่อเทียบกับยา

ต้นแบบ ท�ำให้มีการเข้าถึงยาได้มากขึ้น(5, 6, 7) การควบคุมคุณภาพของยาชีววัตถุคล้ายคลึงจะท�ำการศึกษาเปรียบเทียบ 

(comparability study) กับยาชีววัตถุต้นแบบ หรือสารมาตรฐานอ้างอิง (reference product) โดยประเมินทั้งด้าน 

คุณภาพ (quality), non-clinical และ clinical(8, 9, 10, 11) ซึ่งยาชีววัตถุคล้ายคลึงจะมีความคล้ายคลึงในแง่คุณภาพ 

ความปลอดภัย และประสิทธิภาพกับยาชีววัตถุต้นแบบ ส�ำหรับการศึกษาเปรียบเทียบด้านคุณภาพ ควรเปรียบเทียบ

ยาชีววัตถุคล้ายคลึงกับสารมาตรฐานอ้างอิงโดยการศึกษาเปรียบเทียบแบบ head-to-head ด้วยวิธีวิเคราะห์เดียวกัน 

โดยวิธีทางชีวภาพ (biological), เคมีกายภาพ (physicochemical) และภูมิคุ้มกันวิทยา (immunological)  

ส่วนการเปรียบเทียบด้าน non-clinic และ clinic จะเปรียบเทียบยาชีววัตถุคล้ายคลึงกับสารมาตรฐานอ้างอิงโดยตรง 

เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพและความปลอดภัย ซึ่งสารมาตรฐานอ้างอิงที่ใช้ควรเป็นรุ่นการผลิตเดียวกันตลอดการ

ศกึษาเปรยีบเทียบ(12) การทดสอบทางชวีภาพท่ีส�ำคญัเพือ่ยนืยนัคณุภาพของยาชวีวตัถเุหล่านี ้คอื การตรวจสอบความแรง 

ของผลิตภัณฑ์เพื่อบ่งบอกว่ายา biosimilars นี้มีความสามารถในการรักษาได้หรือไม่ ซึ่งวิธีทดสอบความแรงของยา 

biosimilars โดยส่วนใหญ่จะวัดโดยชีววิธีในหลอดทดลอง (in vitro bioassay) ซึ่งที่นิยมมี 2 วิธี คือ  

receptor binding assays และ cell-based functional assays หรือ cell proliferation assay(13) เนื่องจาก

ปัจจบุนัยงัไม่มวีธิมีาตรฐานส�ำหรบัทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ในประเทศ คณะผู้วจิยัจงึพฒันาวธิขีึน้ โดย

ดัดแปลงจากวิธีวิเคราะห์ค่าความแรงของยา Filgrastim ใน U.S. pharmacopeia(14) คือ วิธี cell proliferation 

assay โดยจะวัดการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์ที่ตอบสนองต่อ G-CSF โดยท�ำการทดสอบตัวอย่างยาเปรียบเทียบกับสาร

มาตรฐานอ้างองิ ในข้ันตอนการพฒันาวิธีจะต้องหาปรมิาณเซลล์ ระดบัความเข้มข้นของยาทีเ่หมาะสม และวธิกีารอ่านผล

การทดสอบ ซึง่สามารถวัดค่า luminescence หรอื colorimetric หรอื fluorescence ขึน้อยูก่บัสารตัง้ต้น (substrate) 

ทีใ่ช้เป็นชนดิใด(15, 16) จากนัน้ค�ำนวณผลท่ีได้โดยใช้โปรแกรม parallel-line analysis และรายงานผลเป็นค่า %relative 

potency(12) หลงัจากท่ีได้สภาวะท่ีเหมาะสมแล้ว จะทดสอบความถกูต้องของวธิใีนพารามเิตอร์ต่างๆ ได้แก่ ความจ�ำเพาะ 

ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ ความแม่น ความเทีย่ง และความคงทนของวธิี(17) เพือ่ใช้เป็นวธิมีาตรฐานในการหา 

ความแรงของยา Pegfilgrastim ของประเทศต่อไป
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วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน Pegfilgrastim USP reference standard ความเข้มข้น 1,000 ng/ml (lot no. F0M527) 

จาก U.S. Pharmacopeia ส่วนตวัอย่างยา Pegfilgrastim จากบรษิทั (ยีห้่อ) ประกอบด้วย ย่ีห้อ A ขนาด 6 mg/0.6 ml 

ยี่ห้อ B ขนาด 6 mg/0.6 ml และยี่ห้อ C ขนาด 6 mg/0.6 ml ยารุ่นเดียวกันจ�ำนวน 6 ขวดต่อยี่ห้อ

เซลล์เพาะเลี้ยง

เซลล์ Mouse Mus musculus myelogenous leukemia, M-NSF-60 (ATCC® CRL-1838TM) 

ที่ตอบสนองต่อ interleukin 3 (IL-3) และ G-CSF และปรับสภาพเซลล์ให้มีความไวส�ำหรับการทดสอบ 

โดยการกระตุ้นเซลล์ด้วย G-CSF ความเข้มข้น 1 ng/ml

เครื่องมือและอุปกรณ์

	 เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Microplate luminometer) รุ่น Orion L ของ Titertex  

Berthold ประเทศเยอรมนี กล้องจุลทรรศน์แบบอินเวอร์ท (Inverted microscope) รุน่ CK2 ของ Olympus ประเทศ

ญี่ปุ่น ตู้ชีวนิรภัย (Biological Safety Cabinet) ตู้อบเพาะเชื้อแบบใช้ CO
2
 (CO

2
 Incubator) อุณหภูมิ 37 ± 1 oC 

รุน่ Galaxy 170R ของ New Brunswick ประเทศเยอรมน ีไมโครเพลทสขีาวก้นแบน 96 หลมุ มก้ีนเพลทใส ผลติภณัฑ์

ของ Corning ประเทศสหรัฐอเมริกา

สารเคมีและอาหารเลี้ยงเซลล์

RPMI medium 1640 (Cat. No. A10491-01, Gibco) ผลิตภัณฑ์ของ Thermo Fisher Scientific 

ประเทศสหรัฐอเมริกา Heat-inactivated Fetal Bovine Serum (Cat. No. 26140-079, Gibco) ผลิตภัณฑ์

ของ Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 2-Mercaptoethanol (Cat. No. 21985-023, Gibco) 

ผลิตภณัฑ์ของ Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรฐัอเมรกิา CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability 

Assay (Cat. No. G7572) ผลิตภัณฑ์ของ Promega ประเทศสหรัฐอเมริกา

การตรวจสอบความแรงโดยวิธี Cell proliferation 

การตรวจสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ใช้วิธี cell proliferation โดยอาศัยความสามารถของเซลล์ 

M-NSF-60 ท่ีสามารถแบ่งเซลล์เพิ่มจ�ำนวนเมื่อถูกกระตุ้นด้วยยา Pegfilgrastim ซึ่งอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ใช้ในการ

ทดสอบ (assay medium) และสภาวะในการทดสอบเป็นไปตามต�ำรายาสากลส�ำหรับการวิเคราะห์ค่าความแรงยา 

Filgrastim(14)  โดยกระตุ้นเซลล์ adapted M-NSF-60 จ�ำนวน 5 × 103 cells/50 µl/หลุม ในเพลท  96 หลุม 

ด้วยตัวอย่างยาและสารมาตรฐานท่ีความเข้มข้นเริ่มต้น 0.5 ng/ml จากนั้นเจือจางเป็น two folds serial 

dilution (จ�ำนวน 8 dilutions) แล้วดูดใส่ในเพลทที่มีเซลล์ปริมาตร 50 µl/หลุม ความเข้มข้นสุดท้ายของ

ตัวอย่างมีค่าเท่ากับ 0.001953 - 0.25 ng/ml ซึ่งมีความเป็นเส้นตรงช่วงการวิเคราะห์ น�ำเพลทไปบ่มท่ี 37oC 

ในสภาวะท่ีมี CO
2
 5% เป็นเวลา 29 ชัว่โมง โดยมสีารมาตรฐาน Pegfilgrastim ทีค่วามเข้มข้น 10 ng/ml เป็น positive 

control และ assay medium เป็น negative control เมื่อครบเวลาวัด cell proliferation โดยใช้ชุดน�้ำยาทดสอบ

ส�ำเร็จรูป CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega, USA) โดยเติม CellTiter-Glo 

solution ปริมาตร 100 µl/หลุม แล้วน�ำไปวัดค่า luminescence ด้วยเครื่อง Microplate luminometer รุ่น Orion 

L (Titertex Berthold, Germany) วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรม Bioassay Assist โดยใช้ parallel-line 
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model รายงานผลเป็นค่า %relative potency ค�ำนวณค่าเฉลี่ยเรขาคณิต (Geometric Mean, GM), ส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐานเรขาคณติ (Geometric Standard Deviation, GSD) และค่าสมัประสทิธิค์วามแปรปรวน (%Geometric 

Coefficient of Variation, %GCV)

การทดสอบความถูกต้องของวิธี

ท�ำการทดสอบความจ�ำเพาะ ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ ความแม่น ความเที่ยง และความคงทน

ของวิธี

ความจ�ำเพาะ (Specificity) โดยการกระตุ้นเซลล์ adapted M-NSF-60 ด้วยสารมาตรฐาน ยา  

Pegfilgrastim ยี่ห้อต่างๆ และ formulation buffer ของยา Pegfilgrastim แต่ละยี่ห้อ ท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ

ท�ำการวิเคราะห์ต่างวัน โดยมีเกณฑ์การพิจารณา คือ เฉพาะสารมาตรฐานและตัวอย่างยาเท่านั้นที่สามารถกระตุ้นเซลล์ 

adapted M-NSF-60 ให้มีการแบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวน ส่วน formulation buffer ของยาไม่สามารถกระตุ้นให้เซลล์ 

แบ่งตัวเพิ่มจ�ำนวนจึงจะถือว่าวิธีมีความจ�ำเพาะ

 ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ (Linearity and range) ตรวจวเิคราะห์ค่าความแรง Pegfilgrastim 

USP reference standard ที่เตรียมให้มีค่าความเข้มข้นคิดเป็น 50% (0.25 ng/ml), 75% (0.375 ng/ml), 100% 

(0.5 ng/ml), 150% (0.75 ng/ml) และ 200% (1 ng/ml) ท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ เป็นอิสระต่อกัน วิเคราะห์หา

ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ Coefficient of determination; r2) และ %GCV โดยมีเกณฑ์ยอมรับ r2> 0.990 และ 

%GCV น้อยกว่า 25% เกณฑ์การยอมรับได้มาผลการทดสอบจากการท�ำ pre-validation ของวิธีการทดสอบ(18, 19)

ความแม่น (Accuracy) ตรวจสอบค่าร้อยละการคืนกลบั (%recovery) ของค่าความแรงของ Pegfilgrastim 

USP reference standard ที่เตรียมให้มีความเข้มข้นคิดเป็น 50% (0.25 ng/ml), 100% (0.5 ng/ml) และ 200% 

(1 ng/ml) ท�ำการทดสอบ  3 ซ�้ำ ที่เป็นอิสระต่อกัน ค�ำนวณ %recovery ดังนี้ 

%recovery = (ค่าเฉลี่ยของ %relative potency ท่ีวัดได้/%relative potency ท่ีทราบค่า) × 100 

โดยเกณฑ์ยอมรับ %recovery เท่ากับ 80-125%

ความเที่ยง (Precision) ตรวจสอบใน 2 หัวข้อ ได้แก่ การท�ำซ�้ำในวันเดียวกัน (Repeatability) ทดสอบ

ความเที่ยงโดยวิเคราะห์ค่าความแรงของยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A รุ่นการผลิตเดียวกันจ�ำนวน 6 ตัวอย่าง ท�ำการ

วิเคราะห์ในวันและเวลาเดียวกัน โดยผู้วิเคราะห์คนเดียว วิเคราะห์หา %GCV  และการท�ำซ�้ำต่างวัน (Intermediate 

precision) โดยวิเคราะห์ค่าความแรงของยา Pegfilgrastim ยีห้่อ A รุน่การผลติเดยีวกนัจ�ำนวน 3 ซ�ำ้ ท�ำการวเิคราะห์

ต่างวันกัน โดยผู้วิเคราะห์ 2 คน วิเคราะห์หา %GCV โดยมีเกณฑ์ยอมรับ %GCV น้อยกว่า 25% เกณฑ์การยอมรับได้

ผลการทดสอบจากการท�ำ pre-validation ของวิธีการทดสอบ(18, 19)

ความคงทน (Robustness) โดยการเปลี่ยนแปลงสภาวะของการทดสอบที่อาจส่งผลต่อการวิเคราะห์คือ 

เปลี่ยน passage number ของเซลล์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ค่าความแรงยา โดยใช้ passage number 12, 16 และ 19 

ในการทดสอบ นอกจากนี้ได้ท�ำการเปลี่ยนแปลงเวลาที่ใช้ในการบ่ม (incubate) โดยใช้ที่ 27 ชั่วโมง และที่ 29 ชั่วโมง 

และน�ำผลการวิเคราะห์มาค�ำนวณค่า %GCV โดยมีเกณฑ์ยอมรับ %GCV น้อยกว่า 25% เกณฑ์การยอมรับได้มา 

จากการท�ำ pre-validation ของวิธีการทดสอบ(18, 19)  

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

วิเคราะห์และแสดงโดยสถิติเชิงพรรณนา ได้แก่ GM GSD และ %GCV โดยใช้สูตรค�ำนวณต่อไปนี้
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ผล

การทดสอบความถูกต้องของวิธี

ความจ�ำเพาะของวิธี โดยการกระตุ้น adapt M-NSF-60 cell lines ด้วยยา Pegfilgrastim ยี่ห้อต่างๆ 

และ formulation buffer ของยา Pegfilgrastim แต่ละยี่ห้อ ท�ำการทดสอบ 3 ครั้ง ต่างวันกัน พบว่ามีเฉพาะตัวอย่าง

ยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A, B และ C สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์ตามระดับความเข้มข้นที่เพิ่มขึ้นได้ 

โดยมีค่าเฉลี่ยของ %relative potency เท่ากับ 115.3%, 108.1% และ 102.8% ตามล�ำดับ ในขณะที่ formulation 

buffer ของยาทุกยี่ห้อไม่สามารถกระตุ้นให้เกิด cell proliferation ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 	ความจ�ำเพาะของวิธี cell proliferation ในการวิเคราะห์ความแรงของยา Pegfilgrastim และ  

	 formulation buffer โดยทดสอบต่างวัน

ยี่ห้อ ครั้งที่ %relative potency formulation Buffer

A

1 101.2 - *

2 123.1 -

3 122.9 -

GM 115.26

GSD 1.12

%GCV 11.30

B

1 111.4 -

2 123.0 -

3 98.7 -

GM 108.06

GSD 1.16

%GCV 14.78

C

1 103.5 -

2 113.9 -

3 92.1 -

GM 102.78

GSD 1.11

%GCV 10.67

*เซลล์ไม่เกิดการเพิ่มจ�ำนวน
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ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวเิคราะห์ โดยวเิคราะห์ค่าความแรง Pegfilgrastim reference standard ที่

เตรยีมให้มคีวามเข้มข้นเท่ากบั 50% (0.25 ng/ml), 75% (0.375 ng/ml), 100% (0.5 ng/ml), 150% (0.75 ng/ml) 

และ 200% (1 ng/ml) ท�ำการทดสอบ 3 ซ�้ำ เป็นอิสระต่อกัน พบว่าผลการทดสอบแปรผันตามระดับความเข้มข้น  

เมื่อน�ำค่า expected potency และค่า found GM relative potency มาสร้างกราฟและค�ำนวณหาค่าสัมประสิทธิ์

ความสัมพันธ์ พบว่าได้กราฟท่ีเป็นเส้นตรงตลอดช่วงความเข้มข้น 50 - 200% และมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ  

Coefficient of detcrmination; r2) เท่ากับ 0.9967 ซึ่งผ่านเกณฑ์ที่ก�ำหนด (r2≥ 0.990) แสดงให้เห็นว่า range 

ที่ท�ำการทดสอบมีความเหมาะสมจากการค�ำนวณค่า linear regression ได้ค่า r2 เท่ากับ 0.9967 และได้ค่า F-test 

ที่ค�ำนวณได้มีค่ามากกว่า F-test จากตาราง (critical value for the F-test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (α= 

0.05) แสดงว่า กราฟเป็นเส้นตรงตลอดช่วงที่วิเคราะห์ และพบว่าค่าความแรงแปรผันตรงต่อระดับความเข้มข้น และ

ค่า %GCV ของความแม่นย�ำของการท�ำซ�้ำเท่ากับ 3.33, 4.73, 13.09, 15.20 และ 14.05 ตามล�ำดับ มี %recovery 

เท่ากับ 91.6%, 101.6%, 96.0%, 108.3% และ 106.5% ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 2 	ความเป็นเส้นตรงและช่วงการวิเคราะห์ของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของ  

	 Pegfilgrastim USP reference standard

expected relative
potency (%)

ครั้งที่
found relative 
potency (%)

GM %GCV %recovery

50

1 45.1

2 44.8 45.8 3.33 91.6

3 47.6

75

1 78.5

2 78.2 76.2 4.73 101.6

3 72.2

100

1 107.9

2 83.4 96.0 13.09 96.0

3 98.2

150

1 167.3

2 137.8 162.4 15.20 108.3

3 185.6

200

1 249.2

2 190.9 212.9 14.05 106.5

3 202.7
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ความแม่นของวิธี แสดงด้วยค่า %recovery โดยในตัวอย่างที่เตรียมให้มีค่าความแรงของ Pegfilgrastim 

USP reference standard ท่ี  expected relative potency เท่ากบั 50%, 100% และ 200% พบว่าตวัอย่างที ่expected 

relative potency ที่ 50% สามารถตรวจค่าความแรงได้ค่า GM เท่ากับ 45.8% และ %recovery เท่ากับ 91.6% 

ขณะที่ตัวอย่างที่ expected relative potency ที่ 100% สามารถตรวจได้ค่า GM เท่ากับ 96.0% และ %recovery 

เท่ากับ 96.0% และเมื่อตัวอย่างที่ expected relative potency เป็น 200% สามารถตรวจค่าความแรงได้ค่า GM 

เท่ากับ 212.9 และ %recovery เท่ากับ 106.5% รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 3

ตารางที่ 3 	ความแม่นของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของ Pegfilgrastim USP reference  

	 standard

expected relative
potency (%)

ครั้งที่
found relative 
potency (%)

GM %recovery

50

1 45.1

2 44.8 45.8 91.6

3 47.6

100

1 107.9

2 83.4 96.0 96.0

3 98.2

200

1 249.2

2 190.9 212.9 106.5

3 202.7

ความเทีย่งของวธิ ีในหวัข้อ repeatability เมือ่ท�ำการวเิคราะห์ค่าความแรงของยา Pegfilgrastim ยีห้่อ A 

รุ่นการผลิตเดยีวกันจ�ำนวน 6 ตวัอย่าง ท�ำการวเิคราะห์ในวนัและเวลาเดยีวกนั โดยผูว้เิคราะห์คนเดยีว พบว่า %relative 

potency อยู่ในช่วงค่า 89.2 – 120.4%, GM±GSD เท่ากับ 102.06±1.10% และ %GCV เท่ากับ 9.70 ดังแสดง 

ในตารางที่ 4 ส�ำหรับการศึกษา intermediate precision ของผู้วิเคราะห์คนที่ 1 พบว่า %relative potency มีค่า 

อยู่ในช่วง 97.0 – 117.2% GM ± GSD เท่ากับ 104.33 ±  1.11% และ %GCV เท่ากับ 10.20 ผู้วิเคราะห์คนที่ 2 พบ 

%relative potency อยู่ในช่วง 88.2 – 97.2% GM ± GSD เท่ากับ 92.73 ± 1.05% และ %GCV เท่ากับ 4.87 

ดังแสดงในตารางที่ 5

ความความคงทนของวิธี โดยการเปลี่ยนแปลงสภาวะของการทดสอบที่อาจส่งผลต่อการวิเคราะห์ คือ

เปลี่ยน passage number ของเซลล์ที่ใช้ในการวิเคราะห์ค่าความแรงยา A ได้ค่า %GCV เท่ากับ 4.97 นอกจากนี้ 

ได้ท�ำการเปลี่ยนแปลง incubation time จากเดิม 29 เป็น 27 ชั่วโมง ผลการทดสอบได้ค่า %GCV เท่ากับ 10.96 และ 

11.12 ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 6 และตารางที่ 7 และเมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ระหว่าง incubation 

time 27 และ 29 ชั่วโมง โดยใช้สถิติ t-Test: Two-Sample Assuming Equal Variances พบว่าไม่มีความ 

แตกต่างกนัทีร่ะดบัความเชือ่ม่ัน 95% โดยค่า t-Stat (1.56) ทีค่�ำนวณได้มค่ีาน้อยกว่าค่า t Critical one-tail (2.13)
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ตารางที่ 4 	ความเที่ยงของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A โดย 

การทดสอบในวันและเวลาเดียวกัน โดยผู้วิเคราะห์คนเดียวกัน

ครั้งที่ %relative potency

1 100.2

2 89.2

3 104.1

4 120.4

5 101.4

6 99.5

GM 102.06

GSD 1.10

%GCV 9.70

ตารางที่ 5	 ความเที่ยงของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A 

	 โดยการทดสอบต่างวัน โดยผู้วิเคราะห์สองคน

ครั้งที่
%relative potency

ผู้วิเคราะห์คนที่ 1 ผู้วิเคราะห์คนที่ 2

1 117.2 97.2

2 99.9 93.0

3 97.0 88.2

GM 104.33 92.73

GSD 1.11 1.05

%GCV 10.20 4.87

ตารางที่ 6 	ความคงทนของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A เม่ือ 

	 เปลี่ยน passage number ของเซลล์ที่ใช้ในการวิเคราะห์

Cell passage number %relative potency GM GSD %GCV

12 107.8 101.82 1.05 4.97

16 98.5

19 99.4
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ตารางที่ 7	 ความคงทนของวิธี cell proliferation ในการทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim ยี่ห้อ A 

	 เมื่อเปลี่ยนเวลาที่ใช้ใน incubate ที่ 37 ºC จาก 29 ชั่วโมง เป็น 27 ชั่วโมง

Incubation time
(ชั่วโมง)

%relative potency GM GSD %GCV

29

95.3

80.3 90.98 1.12 10.96

98.4

27

98.3

98.3 104.79 1.12 11.12

119.1

วิจารณ์

ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธี พบว่าวิธีที่พัฒนาข้ึนมามีความจ�ำเพาะของวิธี โดยพบว่าเฉพาะตัวอย่าง

ยา Pegfilgrastim ที่น�ำมาใช้เป็นตัวแทนในการทดสอบมีผลกระตุ้นให้จ�ำนวนเซลล์เพิ่มขึ้น ขณะที่ formulation 

buffer ของยาแต่ละชนิดไม่สามารถกระตุ้นได้ แสดงให้เห็นว่าวิธีมีความจ�ำเพาะและ formulation buffer ไม่มีผล

ต่อการทดสอบ นอกจากนี้การทดสอบความถูกต้องของวิธีในพารามิเตอร์อ่ืนๆ ได้แก่ ความเที่ยงของวิธีทั้งแบบท�ำซ�้ำ

ในวนัเดยีวกนั ท�ำซ�ำ้ต่างวนักนั และความแม่นของวธิ ีพบว่าผ่านเกณฑ์ในทกุพารามเิตอร์ การทดสอบความเป็นเส้นตรง 

พบว่ากราฟเป็นเส้นตรงตลอดช่วงค่าร้อยละความเข้มข้น 50 – 200% และมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจเท่ากับ 0.9967  

ความคงทนของวิธีสามารถใช้เซลล์ที่ passage 4 ถึง 20 และ incubation time ที่ 27-29 ชั่วโมง โดยผลการทดสอบ

ไม่มีความแตกต่างกันจากผลการทดสอบ โดยท่ัวไปการควบคุมคุณภาพของยา Pegfilgrastim จะตรวจสอบท้ังด้าน 

physicochemical และ biological activity ของยา(20) ซึ่งการตรวจสอบความแรงของยา Pegfilgrastim จะใช้วิธี   

cell proliferation assay โดยจะวัดการเพิ่มจ�ำนวนของเซลล์ของ adapted M-NSF-60 cells หลังกระตุ้นด้วย 

Pegfilgrastim ซึง่ห้องปฏบิตักิารแต่ละแห่งจะใช้วธิกีารทดสอบ ชนิดของเซลล์ทีใ่ช้ วธิกีารอ่านผลการทดสอบแตกต่าง

กันไป ส่งผลให้ผลการวิเคราะห์มีความแตกต่างกัน(21, 22, 23)  นอกจากนี้ยังมีวิธีการทดสอบความแรงด้วยวิธีอื่นๆ ได้แก่ 

วิธี receptor binding assay โดยใช้เครื่อง flow cytometer ในการวัดปริมาณ Pegfilgrastim ที่จับกับ G-CSF 

receptor และวิธีการวัด binding kinetic โดยวิธี Surface Plasmon Resonance (SPR)(23) จากการศึกษาโดย 

Biotherapeutics Group of NIBSC ซึ่งเป็นผู้ผลิตสารมาตรฐานของ WHO ได้จัดเตรียมสารมาตรฐานและส่งให้ 

ห้องปฏิบัตกิารต่างๆ จ�ำนวน 24 ห้องปฏบัิตกิาร ทกุห้องปฏบิตักิารใช้วธิ ีcell proliferation assay จ�ำนวน 13 ห้องปฏบิตักิาร 

ใช้ M-NSF-60 cell line ซึ่งเป็นเซลล์ชนิดเดียวกับที่ใช้ในการศึกษานี้มีจ�ำนวน 2 ห้องปฏิบัติการ ที่ใช้วิธีการอ่านค่า  

luminescence เหมือนที่ใช้ในการศึกษานี้ จากสรุปผลการทดสอบพบว่าห้องปฏิบัติการที่ใช้เซลล์และวิธีการอ่านผล

การทดสอบเหมือนการศึกษานี้มีค่า %GCV น้อยกว่า 25% และมีค่า %GCV ต�่ำเมื่อเทียบกับห้องปฏิบัติการที่ใช้เซลล์

และวิธีการอ่านผลที่ต่างไป เช่น ใช้การอ่านค่าโดย colorimetric (MTT) นอกจากนี้วิธีการอ่านค่า luminescence 

ระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบสั้นกว่าเมื่อเทียบกับวิธี colorimetric(24) สิ่งที่ต้องค�ำนึงถึงในการทดสอบด้วยวิธีที่พัฒนา

ขึ้นนี้ คือ เซลล์ที่ใช้ในการทดสอบควรมีสภาพของเซลล์ดี ไม่มีการปนเปื้อนแบคทีเรีย เชื้อราและไมโครพลาสมา ควรใช้

เซลล์ที่ผ่านการกระตุ้นด้วย G-CSF เพื่อให้เซลล์มีความไวต่อการกระตุ้นให้เพิ่มจ�ำนวนด้วยยา Pegfilgrastim ควร 

ใช้เซลล์ passage ที่ 4-20 ในการทดสอบ จากผลการศึกษาทั้งหมดนี้เห็นได้ว่าวิธีนี้สามารถใช้ในการตรวจวิเคราะห์

ความแรงของยาได้ทั้ง 3 ยี่ห้อ ที่ใช้ในการศึกษา แต่จะน�ำวิธีนี้ไปพิสูจน์ทดลองใช้กับยี่ห้ออื่นภายหลัง 
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การทดสอบความแรงของยา Pegfilgrastim  โดยวิธี cell proliferation ที่พัฒนาขึ้น เมื่อทดสอบความ

ถูกต้องของวิธี พบว่าวิธีการทดสอบมีความจ�ำเพาะ ความแม่น ความเที่ยง และความคงทนของวิธี โดยมีค่า %relative 

potency อยู่ในช่วง 80-125% ซึ่งสามารถน�ำวิธีนี้ไปใช้เป็นในการควบคุมคุณภาพยา Pegfilgrastim 3 ยี่ห้อ ที่น�ำมา

ใช้ในการศึกษา ส�ำหรับยายี่ห้ออื่นๆ ต้องตรวจสอบวิธีก่อนน�ำไปใช้
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Development of Pegfilgrastim Potency 

Testing by Cell Proliferation

Sompong Sapsutthipas  Jiradej Patchim  Saiwarul Jadoonkittinan 

and Supaporn  Phumiamorn
Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Abstract  Pegfilgrastim is a growth factor that stimulates the growth of white blood cells.  

At present, there is no standard method for determining the potency of this drug in any international 

pharmacopoeia Therefore, a cell proliferation assay was developed by stimulating the adapted M-NSF-60 

with diluted drugs at a suitable concentration. The increasing number of cells was measured by using 

luminescence substrate. The results were analyzed using a parallel line analysis program to determine 

the drug potency. After the method had been validated, the results showed that pegfilgrastim could 

stimulate the adapted M-NSF-60 multiplication.  For the accuracy, the %recovery within the acceptance 

criteria from 80% to 125%. The precision of the method, the %GCV of repeatability and intermediate 

precision were 9.70 and 9.65, respectively, with a linearity and appropriate range between 50–200%.  

The linearity and range exhibited the r2 value of 0.997. The robustness of the method was tested by 

modifying the passage numbers of cells and the incubation time., the %GCV was <25% and there was no 

significant difference at the 95% confidence level. All data show that the newly developed method is 

suitable for use as a method for determining the potency of pegfilgrastim 3 brands used in this study.  

For other brands of drugs must verify the method before applying.
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