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บทคดัย่อ  Monoclonal antibody ชนิด rituximab ใช้รักษาโรคมะเรง็ต่อมน�า้เหลืองชนิด non-Hodgkin และโรคอื่นๆ 

ปัจจุบนัยังไม่มข้ีอก�าหนดเฉพาะ (monograph) ในต�ารายาสากล และผู้ผลิตใช้วิธวิีเคราะห์ความแรงที่แตกต่างกนั    

ผู้วิจัยจึงได้พัฒนาวิธกีารตรวจความแรงของยาที่สามารถตรวจยาจากหลายผู้ผลิต โดยเลือกใช้เทคนิค complement 

dependent cytotoxicity ที่อาศยัหลักการเกดิปฏกิริิยาของยากบัเซลล์ WIL2-S ที่ผวิเซลล์มแีอนตเิจนชนิด CD-20 

เมื่อเตมิซีร่ัม complement จะส่งผลให้เซลล์หยุดการเจริญเตบิโตและตาย (cytotoxicity) แล้วค�านวณหาค่าความแรง

สมัพัทธข์องยาเทยีบกบัยาอ้างองิด้วยสมการ 4-parameter logistic เมื่อทดสอบความใช้ได้ของวิธ ีพบว่าเฉพาะ rit-

uximab เทา่น้ันที่ท�าให้เซลล์ WIL2-S เกดิ cytotoxicity ตามความเข้มข้นของยา มค่ีาร้อยละการคืนกลับอยู่ในเกณฑ์

ร้อยละ 80.0-125.0 ค่าร้อยละสมัประสทิธิ์ความแปรปรวนเรขาคณติ (%GCV) ของการท�าซ�า้และต่างนักวิเคราะห์

เทา่กบั 8.2 และ 5.8 ความเป็นเส้นตรงและช่วงการทดสอบความแรงอยู่ที่ร้อยละ 50.0-150.0 มค่ีาสมัประสทิธิ์การ

ตดัสนิใจเทา่กบั 0.998 และเมื่อเปล่ียน passage number ของเซลล์ เวลาในการบ่ม จ�านวนเซลล์ และเคร่ืองมือวัด 

พบว่าทุกการทดสอบมค่ีา %GCV น้อยกว่า 25.0 และเมื่อน�าวิธมีาตรวจตวัอย่าง rituximab จ�านวน 5 ย่ีห้อ พบว่าให้

ค่าความแรงไม่ต่างจากวิธขีองผู้ผลิต จึงสรปุได้ว่าวิธน้ีีมคีวามเหมาะสมในการน�ามาใช้เป็นวิธมีาตรฐานเพ่ือการควบคุม 

คุณภาพความแรงยา rituximab ของหน่วยงาน

ค�ำส�ำคัญ: วิธี complement dependent cytotoxicity; ตรวจสอบความใชไ้ดข้องวิธี; ความแรง; ยา Rituximab
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และโรคอื่นๆ โดยยาออกฤทธิ์เลียนแบบการท�างานของ

ระบบภมูคุ้ิมกนัในร่างกาย มฤีทธิ์การท�างานแบบจ�าเพาะ

เจาะจงต่อแอนติเจนชนิด ซีดี-20 (CD-20)(1-3) ที่อยู่

บนผวิเซลล์ ซ่ึงพบมากในผู้ป่วยมะเรง็ต่อมน�า้เหลืองชนิด 

non-Hodgkin ท�าหน้าที่ในการก�าหนดวงจรการแบ่งเซลล์ 

บทน�า
Monoclonal antibody ชนิด rituximab เป็นยาชีววัตถุ

ที่ใช้ในการรักษามะเรง็ต่อมน�า้เหลืองชนิด non-Hodgkin 

(NHL; Non-Hodgkin’s lymphomas) มะเรง็เมด็เลือด

ขาวชนิดเร้ือรัง โรคข้อรมูาตอยด ์(rheumatoid arthritis) 
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(cell cycle) เมื่อ rituximab จับกบั CD-20 จะกระตุ้น

ระบบภมูิคุ้มกนัชนิด complement ส่งผลให้เซลล์มะเรง็

หยุดการเจริญเตบิโตและตายลง (cytotoxicity) ลดการ

แพร่กระจายของเซลล์มะเร็งในร่างกายได้ เป็นวงจรที่

เรียกว่า Complement Dependent Cytotoxicity (CDC)

ปัจจุบนัยาต้นแบบ (originator/innovator) คือ Rit-

uxan ในสหภาพยุโรป และ MabThera ในประเทศ

สหรัฐอเมริกา ได้หมดสทิธบิตัรลง ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2556 

และปี พ.ศ. 2559(4) ตามล�าดบั ท�าให้ผู้ผลิตสามารถผลิต 

rituximab ออกจ�าหน่ายทัง้ในรปูแบบยาใหม่ และยาคล้าย-

คลึง (biosimilar) เพ่ิมสูงขึ้ น เน่ืองจาก monoclonal 

antibody มศีกัยภาพในการรักษาและบรรเทาโรคได้ด ีแต่

ด้วยยากลุ่มน้ีเป็นยาโปรตนี มโีครงสร้างและกระบวนการ

ผลิตที่ซับซ้อน ต้องอาศัยเทคโนโลยีระดับสงูและใช้สาร

ตั้งต้นจากสิง่มชีีวิตในกระบวนการผลิต ดงัน้ันส�านักงาน-

คณะกรรมการอาหารและยาของประเทศไทย จึงได้มี

แนวทางควบคุมก�ากบัยาชนิดน้ีอย่างเหมาะสม โดยเฉพาะ

ยาคล้ายคลึงซ่ึงได้ก�าหนดหลักเกณฑก์ารขึ้นทะเบยีนต�ารับ

ยาชีววัตถุคล้ายคลึง(5) ที่ต้องมีการยืนยันข้อมูลจาก           

ผู้เช่ียวชาญ ทั้งการพิจารณาข้อมูลเอกสารของผู้ผลิตที่ขอ

ขึ้นทะเบยีน และผลวิเคราะห์ทางห้องปฏบิตักิารจากกรม-

วิทยาศาสตร์การแพทย์ เพ่ือแสดงให้เห็นว่ายาที่ขอขึ้ น

ทะเบียนมีความคล้ายคลึงด้านคุณภาพ ความปลอดภัย 

และประสทิธผิลกบัยาต้นแบบหรือยาอ้างองิ(6, 7) ซ่ึงผล

การวิเคราะห์ค่าความแรงเป็นข้อมูลหน่ึงทางห้องปฏบิตั-ิ

การที่มีความส�าคัญ สามารถยืนยันคุณสมบัติของยาว่ามี

ประสทิธภิาพและคุณภาพในการน�ามารักษาโรค ดังน้ัน

สถาบนัชีววัตถุจึงได้มกีารพัฒนาศกัยภาพห้องปฏบิตักิาร

ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์ความแรง เพ่ือน�ามาใช้ร่วมกบั

การทดสอบอื่นๆ ในการควบคุมคุณภาพยา rituximab ใน

ประเทศ

การศึกษาประสิทธิภาพของ rituximab โดยการ

ทดสอบหาค่าความแรงทางห้องปฏบิตักิาร มหีลายวิธตีาม

กลไกการออกฤทธิ์ ได้แก่ complement dependent cyto-

toxicity (CDC), antibody-dependent cellular cyto-

toxicity (ADCC), cell-based antibody binding และ 

apoptosis(8,9) ปัจจุบนัยังไม่มกีารระบุวิธทีดสอบความแรง

ทีเ่ป็นมาตรฐานในต�ารายาสากล ดงัน้ัน ผู้ผลิตแต่ละบริษัท

จึงมีการพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะห์ขึ้ นมาเพ่ือใช้ในการ

ทดสอบยาของตนเอง ท�าให้การวิเคราะห์มีความจ�าเพาะ

ส�าหรับยาของบริษัทน้ันๆ ซ่ึงวิธีที่ ผู้ผลิตพัฒนาขึ้ นก็

เป็นการจ�าลองกลไกการออกฤทธิ์ภายในร่างกายโดยการ

ใช้เคร่ืองมอืทีม่คีวามซับซ้อน หรือใช้เซลล์เป้าหมายทีแ่ตก

ต่างกนั ทั้งน้ีขึ้นกบัศกัยภาพของผู้ผลิต ซ่ึงทุกวิธสีามารถ

วิเคราะห์ความแรงของ rituximab ได้ 

สถาบันชีววัตถุในฐานะหน่วยงานควบคุมก�ากบัด้าน

คุณภาพทางห้องปฏบิัติการมีหน้าที่ในการวิเคราะห์เพ่ือ

ประเมนิประสทิธภิาพและคุณภาพของยาก่อนจ�าหน่ายใน

ประเทศ จึงได้พัฒนาวิธีวิเคราะห์ค่าความแรงที่มีความ

สามารถในการตรวจวิเคราะห์ได้อย่างถูกต้องและแม่นย�า 

และสามารถใช้ได้ครอบคลุมทุกๆ ผลิตภัณฑ ์ โดยใช้วิธ ี

CDC เน่ืองจากกลไกการออกฤทธิ์แบบ CDC เป็นลักษณะ

เด่นและมีความจ�าเพาะในการออกฤทธิ์เพ่ือท�าลายเซลล์

ที่ผดิปกตหิรือเซลล์มะเรง็ที่มกีารแสดงออกของ CD-20 

มากกว่าปกติได้โดยตรง(10) ซ่ึงการจ�าลองกลไกดังกล่าว

ในหลอดทดลอง (in vitro) จะท�าได้ง่ายไม่ต้องอาศยัเซลล์

หลายชนิดหรือเคร่ืองมือวิเคราะห์ที่ซับซ้อนเหมือนการ

ทดสอบด้วยกลไกอื่นๆ เมื่อเทียบกับวิธี ADCC หรือ 

apoptosis คณะผู้วิจัยได้พัฒนาโดยเร่ิมจากการหาสภาวะ

ที่เหมาะสมในการเจือจางระดบัความเข้มข้นยา ชนิดของ

เซลล์เป้าหมาย ชนิดและความเข้มข้นของซีร่ัม comple-

ment เพ่ือท�าปฏกิริิยากบัเซลล์เป้าหมาย(3) แล้ววัดปริมาณ

เซลล์มีชีวิตที่คงเหลือด้วยการวัดค่า absorbance, fluo-

rescence หรือ luminescence ตามชนิดของสารตั้งต้น 

(substrates)(11) วิเคราะห์ค่าความแรงเทียบกับสาร

มาตรฐานหรือยาอ้างอิง การวิเคราะห์ความสัมพันธ์

ระหว่างความเข้มข้นของยาและค่าสญัญาณของเซลล์ที่มี

ชีวิต ที่มคีวามสมัพันธเ์ป็น sigmoidal curve ท�าโดยการ

ใช้ Parallel line analysis: 4-parameter logistic regres-

sion(12) เมื่อได้วิธทีี่เหมาะสมแล้ว จึงตรวจสอบความใช้ได้
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ของวิธตีามระบบคุณภาพ(13,14) เพ่ือประเมนิว่าวิธมีคีวาม

เหมาะสม น่าเช่ือถอื ส�าหรับน�ามาเป็นวิธมีาตรฐานในการ

วิเคราะห์ค่าความแรงของยา rituximab ที่ใช้ในประเทศ 

วิธีการศึกษา
สารมาตรฐานและตวัอย่าง

สารมาตรฐานเป็น in-house reference standard ความ

เข้มข้น 10.1 มลิลิกรัมต่อมลิลิลิตร จากบริษัทผู้ผลิต A

ตัวอย่าง monoclonal antibody ชนิด rituximab 

จ�านวน 5 ย่ีห้อจากผู้ผลิตต่างๆ คือ ย่ีห้อ A ขนาด 500 mg 

ย่ีห้อ B ขนาด 500 mg และขนาด 100 mg ย่ีห้อ C ขนาด 

500 mg และขนาด 100 mg ย่ีห้อ D ขนาด 500 mg และ 

ย่ีห้อ E ขนาด 1,000 IU (0.1 mg) และตวัอย่าง mono-

clonal antibody ชนิด trastuzumab ขนาด 150 mg จ�านวน 

1 ย่ีห้อ

เครือ่งมือและอุปกรณ์

เคร่ือง microplate reader รุ่น ELx808IU (BioTek®, 

USA) ที่มโีปรแกรมวิเคราะห์ผล Gen5 version 1.11.5 

เคร่ือง microplate reader รุ่น SpectraMax iD5 (Mo-

lecular devices®, USA) ที่มโีปรแกรมวิเคราะห์ผล Soft-

Max Pro version 7.1 ตู้อบเพาะเช้ือแบบใช้คาร์บอน-   

ไดออกไซดอ์ณุหภมู ิ37±1 oC รุ่น Galaxy® 170R (New 

Brunswick, USA) ตู้ ชีวนิรภัย (Biological Safety     

Cabinet) รุ่น NU-430-600E (NUAIRE, USA) 

กล้องจุลทรรศน์แบบอินเวอร์ทรุ่น CK2 (Olympus,     

Japan) เพลทเพาะเล้ียงเซลล์ชนิด 96 หลุม (96-wells 

flat tissue culture plate, Corning, USA)

เซลลเ์พาะล้ียง

เซลล์ WIL2-S คือเซลล์ Spleen suspension สายพันธุ ์

Human (Homo sapiens) เป็นเซลล์เพาะเล้ียงแบบ con-

tinuous cell line ประเภท B lymphoblast (ATCC® 

CRL-8885™) เป็นเซลล์เป้าหมายเน่ืองจากผิวเซลล์มี

แอนตเิจนชนิด CD-20 และเซลล์ Mouse, Mus mus-

culus myelogenous leukemia, M-NFS-60 (ATCC® 

CRL-1838™)

อาหารเล้ียงเซลลแ์ละสารเคมี

RPMI 1640 (ATCC modification) medium (Cat. 

No. A10491-01, GIBCO, USA) Heat-inactivated 

fetal bovine serum (Cat. No. 26140-079, GIBCO, 

USA) 1M HEPES (Cat. No. H-6147, Sigma) Pen-

icillin-Streptomycin (10,000 unit/ml) (Cat. No. 

15140-122, GIBCO) 2% Triton™ X-100 (Cat. 

No. X100, Sigma) 0.4% Trypan Blue solution (Cat. 

No. T8154, Sigma) Baby rabbit complement (Cat. 

No. C12CA, RIO-RAD) Cell Counting Kit-8 (CCK-

8) Reagent (Cat. No. HY-K0301, MCE®; MedChem 

Express, USA)

วิธีวิเคราะหค์วามแรง

การพัฒนาการวิเคราะห์ความแรงของ monoclonal 

antibody ชนิด rituximab ด้วยวิธี CDC อาศัยความ

สามารถในการท�าลายเซลล์ WIL2-S ของ rituximab 

เปรียบเทยีบกับยาอ้างอิงโดยยาจะเข้าจับกับแอนติเจน

ชนิด CD-20 บริเวณผวิของเซลล์ เมื่อเตมิ Baby rabbit 

complement จะมผีลให้เซลล์หยุดการแบ่งตวัและตายลง 

(cytotoxicity) ซ่ึงสามารถวัดอตัราการลดลงของเซลล์ที่

มีชีวิตตามระดับความเข้มข้นของโปรตีนยา วิธวิีเคราะห์

ท�าโดยบ่มเซลล์ WIL2-S ในเพลท 96 หลุม จ�านวน 5 x 

105 เซลล์ต่อมลิลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร/หลุม 

กบัตัวอย่างยา/ยาอ้างองิปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม 

ที่ความเข้มข้นสทุธ ิคือ 10 ถงึ 0.001024 ไมโครกรัมต่อ

มลิลิลิตร และ baby rabbit complement ความเข้มข้นที่

เหมาะสม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/หลุม น�าเพลทบ่มที่

อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซียส ที่มคีาร์บอนไดออกไซด ์5% 

เป็นเวลา 120 นาท ี แล้วจึงเติม cell counting kit-8 

(CCK-8) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร/หลุม ซ่ึง CCK-8 

เป็นสารที่ท�าปฏกิริิยากบัเซลล์ที่มีชีวิต บ่มต่อที่อณุหภมู ิ

37 องศาเซลเซียส ที่มคีาร์บอนไดออกไซด ์5% เป็นเวลา 

18 ช่ัวโมง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 นาโมเมตร และ

ความยาวคล่ืนอ้างองิที่ 630 นาโมเมตร โดยค่าดูดกลืน

แสงที่วัดได้จะแสดงถงึปริมาณเซลล์คงเหลือที่มชีีวิตซ่ึงจะ
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มค่ีาผกผนักบัค่าความแรงของยา ซ่ึงสามารถแสดงความ

สมัพันธ์ระหว่างความเข้มข้นยา กับค่าดูดกลืนแสงเป็น 

sigmoidal curve (non-linear) น�าค่าที่วัดได้มาวิเคราะห์

ด้วยสมการ 4-parameter logistic regression และ ค�านวณ

ค่าความแรง (relative potency) ของยาด้วย parallel line 

analysis ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ รายงานผลเป็นค่า %rel-

ative potency

การตรวจสอบความใชไ้ดข้องวิธี (Method valida-

tion)

การทดสอบความจ�าเพาะของวิธี (specificity)

ทดสอบโดยใช้ตวัอย่าง rituximab และ trastuzumab 

ท�าการทดสอบจ�านวน 3 คร้ัง ต่างวันกัน โดยใช้เซลล์ 

WIL2-S เป็นเซลล์เป้าหมาย เพ่ือศกึษาความจ�าเพาะใน

การเข้าจับและท�าลายเซลล์เป้าหมาย

ทดสอบโดยใช้ตวัอย่าง rituximab และ trastuzumab 

ท�าการทดสอบจ�านวน 3 คร้ัง ต่างวันกัน โดยใช้เซลล์ 

M-NSF-60 เพ่ือศกึษาความจ�าเพาะในการออกฤทธิ์ เมื่อ

เปล่ียนชนิดของเซลล์

ทดสอบโดยใช้ตวัอย่าง rituximab ย่ีห้อ/รุ่นการผลิต

ต่างๆ ท�าการทดสอบจ�านวน 3 คร้ัง/ผลิตภัณฑ ์ โดยใช้

เซลล์ WIL2-S เพ่ือศกึษาความใช้ได้ของวิธ ีเมื่อทดสอบ

กบัยาย่ีห้อต่างๆ

การทดสอบความถูกตอ้ง (accuracy)

วิเคราะห์ค่าร้อยละการคืนกลับ (%recovery) ของ

ความแรงสมัพัทธย์า rituximab ที่เจือจางให้มีความเข้ม

ข้นสทุธขิองโปรตนียาเทา่กบัร้อยละ 50.0 (5.0 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร) 100.0 (10.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

และ 150.0 (15.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ท�าการ

ทดสอบความเข้มข้นละ 3 การทดสอบ โดยค่าร้อยละการ

คืนกลับค�านวณจาก %recovery = (%found mean rel-

ative potency/%expected relative potency) x 100 

เกณฑก์ารตดัสนิคือ %recovery อยู่ในช่วงร้อยละ 80.0-

125.0

การทดสอบความเทีย่ง (precision)

วิเคราะห์ซ�้าในวันเดียวกัน (repeatability) โดย

วิเคราะห์ความแรง rituximab ย่ีห้อ A จ�านวน 6 การ

ทดสอบ ภายในวันเดียวกัน โดยนักวิเคราะห์คนเดียว 

เกณฑก์ารตดัสนิคือ ค่าร้อยละสมัประสทิธิ์ความแปรปรวน

เรขาคณติ (%GCV) ไม่เกนิร้อยละ 25.0

วิเคราะห์ต่างนักวิเคราะห์ (intermediate precision) 

โดยวิเคราะห์ความแรง rituximab ย่ีห้อ A จ�านวน 3 การ

ทดสอบ ด้วยนักวิเคราะห์ 2 คน ต่างวันกนั เกณฑก์าร

ตดัสนิคือ ค่า %GCV ไม่เกนิร้อยละ 25.0

การทดสอบความเป็นเสน้ตรงและช่วงการทดสอบ 

(linearity and range)

วิเคราะห์ความแรงสมัพัทธข์อง rituximab ที่เจือจาง

ให้มคีวามเข้มข้นสทุธขิองโปรตนียาเทา่กบั ร้อยละ 50.0 

(5.0 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร) 75.0 (7.5 ไมโครกรัมต่อ

มลิลิลิตร) 100.0 (10.0 ไมโครกรัมต่อมลิลิลิตร) 125.0 

(12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) และ 150.0 (15.0 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ท�าการทดสอบความเข้มข้นละ 

3 การทดสอบ พิจารณาความสมัพันธเ์ชิงเส้นระหว่างค่า 

%expected relative potency กบั %found mean relative 

potency โดยเกณฑก์ารตดัสนิคือ ค่าสมัประสทิธิ์แสดงการ

ตดัสนิใจ (coefficient of determination: R2) มากกว่า 

0.95 และ %GCV ไม่เกนิร้อยละ 25.0

การทดสอบความคงทนของวิธี (robustness)

ศกึษาผลกระทบเมื่อเปล่ียนแปลง passage number 

ของเซลล์ WIL2-S โดยวิเคราะห์ความแรง rituximab 

โดยใช้เซลล์ WIL2-S ที่ม ีpassage number ต่างกนัอย่าง

น้อย 5 passage เกณฑก์ารตดัสนิคือ ค่า %GCV ไม่เกนิ

ร้อยละ 25.0

ศกึษาผลกระทบเมื่อเปล่ียนแปลงเวลาในการบ่ม โดย

วิเคราะห์ความแรง rituximab ก่อนเตมิ CCK-8 ที่ระยะ

เวลา 105, 120 และ 135 นาท ี และทดสอบหลังเตมิ 

CCK-8 ที่ระยะเวลา 16, 18 และ 20 ช่ัวโมง โดยเกณฑ์

การตดัสนิคือ ค่า %GCV ไม่เกนิร้อยละ 25.0 และไม่มี

ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 

95% โดยใช้สถติ ิANOVA: Single factor

ศึกษาผลกระทบเมื่ อเปล่ียนแปลงปริมาณเซลล์ 
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WIL2-S โดยวิเคราะห์ความแรง rituximab โดยใช้เซลล์ 

WIL2-S ที่มปีริมาณเซลล์ 4.5 x 105, 5.0 x 105 และ 

5.5 x 105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยเกณฑก์ารตดัสนิคือ ค่า 

%GCV ไม่เกนิร้อยละ 25.0 และไม่มคีวามแตกต่างกนั

อย่างมีนัยส�าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 95% โดยใช้สถติ ิ

ANOVA: Single factor

ศกึษาผลกระทบเมื่อเปล่ียนเคร่ือง microplate read-

er และโปรแกรมวิเคราะห์ผล โดยวิเคราะห์ความแรง 

rituximab โดยใช้เคร่ือง microplate reader รุ่น ELx-

808IU (BioTek®, USA) ที่มีโปรแกรมวิเคราะห์ผล 

Gen5 version 1.11.5 และเคร่ือง microplate reader รุ่น 

SpectraMax iD5 (Molecular devices®, USA) ที่มี

โปรแกรมวิเคราะห์ผล SoftMax Pro version 7.1 เกณฑ์

การตดัสนิคือ ค่า %GCV ไม่เกนิร้อยละ 25.0 และไม่มี

ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญที่ระดับความเช่ือมั่น 

95% โดยใช้สถติ ิt-Test: Paired Two Sample for Means

การวิเคราะหข์อ้มูลทางสถติิ

1. วิเคราะห์ความแรงโดยใช้โปรแกรมส�าเรจ็รปู ตาม

สมการ 4-parameter logistic regression ดงัน้ี

2. วิเคราะห์ค่าเฉล่ียเรขาคณิต (geometric mean; 

GM) โดยใช้สตูรดงัน้ี

3. วิเคราะห์ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานเรขาคณิต 

(geometric standard deviation; GSD) โดยใช้สตูรดงัน้ี

4. วิเคราะห์ค่าสมัประสทิธิ์ความแปรปรวนเรขาคณติ 

(geometric coefficient of variation; GCV) โดยใช้สตูร

ดงัน้ี

ผลการศึกษา
การทดสอบความจ�าเพาะของวิธ ี

การทดสอบตวัอย่าง rituximab A และ trastuzumab 

ใช้เซลล์ WIL2-S เป็นเซลล์เป้าหมาย พบว่า มีเฉพาะ 

rituximab ที่ท�าให้เกดิ cytotoxicity ต่อเซลล์ WIL2-S 

คือ สามารถวัดสัญญาณของเซลล์ที่มีชีวิตที่ลดลงตาม

ระดับความเข้มข้นของยาที่สูงขึ้ น (10-0.001024 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) โดยแสดงลักษณะกราฟเป็น 

sigmoidal curve มีค่า %relative potency เฉล่ียเทา่กบั

ร้อยละ 105.4 แต่ไม่พบปฏิกิริยาดังกล่าวในตัวอย่าง 

trastuzumab ดงัแสดงในภาพที่ 1 

การทดสอบตวัอย่าง rituximab A และ trastuzumab 

โดยใช้เซลล์ M-NSF-60 เป็นเซลล์เป้าหมาย พบว่า ทั้ง

ตวัอย่าง rituximab และ trastuzumab ไม่ท�าให้เกดิ cy-

totoxicity ต่อเซลล์ M-NSF-60 โดยไม่สามารถวิเคราะห์

ค่าสญัญาณของเซลล์ที่มชีีวิตต่อระดบัความเข้มข้นของยา

เป็นลักษณะ sigmoidal curve ได้ แสดงว่า เซลล์ 

M-NSF-60 ไม่ใช่เซลล์เป้าหมายในการออกฤทธิ์ของยา 

ดงัแสดงในภาพที่ 2

การทดสอบเพ่ิมเติมในตัวอย่าง rituximab ย่ีห้อ/    

รุ่นการผลิตต่างๆ พบว่า ตัวอย่าง rituximab ทุกย่ีห้อ/  

รุ่นการผลิตต่างกนั สามารถหาค่าความแรงด้วยวิธ ีCDC 

ได้ โดยมีค่า %relative potency อยู่ในช่วงร้อยละ 80.0-

125.0 ผ่านเกณฑก์�าหนดทุกการทดสอบ ตามตารางที่ 1

การทดสอบความถูกตอ้ง

ทดสอบหาค่าความแรงของ rituximab A ที่ความเข้ม

ข้นสุทธิของโปรตีนยา (expected relative potency) 

เทา่กบัร้อยละ 50.0, 100.0 และ 150.0 จ�านวน 3 การ

ทดสอบ พบว่า มีค่า %Recovery เฉล่ีย เท่ากบัร้อยละ 

92.2, 94.7 และ 98.2 ตามล�าดบั ดงัแสดงในตารางที ่2

การทดสอบความเทีย่ง

การวิเคราะห์ซ�า้ในวันเดียวกนั (repeatability) โดย

วิเคราะห์ความแรง rituximab ย่ีห้อ A จ�านวน 6 การ

ทดสอบ พบว่า %relative potency มีค่า GM เท่ากบั    

ร้อยละ 91.1 และค่า %GCV เทา่กบั 8.2 ซ่ึงเป็นไปตาม
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ภาพที ่1 การเกิด cytotoxicity ต่อเซลล ์WIL2-S ตามระดบัความเขม้ขน้ของ rituximab และ trastuzumab

Standard / Sample 1 / Sample 2
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ภาพที ่2 การเกิด cytotoxicity ต่อเซลล ์M-NSF-60 ตามระดบัความเขม้ขน้ของ rituximab และ trastuzumab
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(%GCV <25.0) ตามตารางที่ 4

การทดสอบความเป็นเสน้ตรงและช่วงการทดสอบ 

ผลวิเคราะห์ความแรงสมัพัทธข์อง rituximab ที่เจือ-

จางให้มีความเข้มข้นสุทธิของโปรตีนยาเท่ากับร้อยละ 

50.0, 75.0, 100.0, 125.0 และ 150.0 ท�าการทดสอบ

ความเข้มข้นละ 3 การทดสอบ พบว่า มีค่าความแรง

เกณฑท์ี่ก�าหนด (%GCV <25.0) ตามตารางที่ 3

การวิเคราะห์ต่างนักวิเคราะห์ (intermediate preci-

sion) โดยวิเคราะห์ความแรง rituximab ย่ีห้อ A จ�านวน 

3 การทดสอบ โดยนักวิเคราะห์ 2 คน ต่างวันกนั พบว่า 

%relative potency มค่ีา GM เทา่กบั ร้อยละ 105.4 และ

ค่า %GCV เท่ากบั 5.8 ซ่ึงเป็นไปตามเกณฑท์ี่ก�าหนด 
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ตารางที ่1 ผลการทดสอบหาค่าความแรงของผลิตภณัฑ ์rituximab ยีห่อ้/รุ่นการผลิตต่างๆ

    ตวัอย่าง         ขนาด       คร้ังที่   % Relative potency  Geometric mean   Geometric standard     % Geometric coefficient

                                                                                 (GM)          deviation  (GSD)         of variation (GCV)

A  1 111.0 105.4 1.1 8.2

 500 mg 2 96.0   

  3 110.0   

B  1 100.0 94.1 1.1 9.7

 500 mg 2 84.2  

  3 99.0   

  1 99.1 94.7 1.1 8.7

 100 mg 2 100.0   

  3 85.6   

C  1 112.0 105.9 1.1 7.5

 500 mg 2 109.0   

  3 97.3   

  1 102.0 108.6 1.1 5.5

 100 mg 2 111.0   

  3 113.0   

D   1 93.6 99.2 1.7 6.3

 500 mg 2 106.0   

  3 98.3   

E 1,000 IU 1 116.0 110.9 1.1 5.1

 (0.1 mg) 2 105.0   

  3 112.0

ตารางที ่2 ผลการวิเคราะหค์วามแรง rituximab ทีค่วามเขม้ขน้สุทธิของโปรตีนยาเท่ากบัรอ้ยละ 50, 100 และ 150 

                 คร้ังที่                                       Expected relative potency (%)

                                                       50                     100            150

 1 43.7 93.1 130.0 

 2 46.3 91.3 178.0

 3 48.5 100.0 138.0

 GM 46.1 94.7 147.3

 GSD 1.1 1.1 1.2

 %GCV 5.2 4.8 16.8

 % Recovery 92.2 94.7 98.2
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ตารางที ่3  ผลการวิเคราะหค์วามแรง rituximab A จ�านวน 6 ซ�้ า ภายในวนัเดียวกนั โดยนกัวิเคราะหค์นเดียวกนั (repeatability)

                                         คร้ังที่                                             % Relative potency

  1 85.8

  2 81.9

  3 99.2

  4 91.3

  5 88.8

  6 101.0

  GM 91.1

  GSD 1.1

  %GCV 8.2

ตารางที ่ 4 ผลการวิเคราะหค์วามแรง rituximab A โดยนกัวิเคราะห ์2 คน คนละ 3 การทดสอบต่างวนักนั (intermediate 

precision)

        นักวิเคราะห์         คร้ังที่        % relative potency  Geometric mean   Geometric standard      % Geometric coefficient

                                                                                 (GM)          deviation  (GSD)         of variation (GCV)

 คนที่ 1 1 111.0 105.4 1.1 8.2

  2 96.0   

  3 110.0   

 คนที่ 2 1 110.0 105.3 1.0 4.3

  2 101.0   

  3 105.0   

GM (n=6)  105.4

GSD (n=6)  1.1

%GCV (n=6)  5.8

การทดสอบความคงทนของวิธี

ทดสอบความคงทนของวิธ ีเมื่อใช้ passage number 

ของเซลล์ WIL2-S ที่ #6, #11, #16 และ #21 พบว่า

สามารถวิเคราะห์ความแรงได้อยู่ในช่วงร้อยละ 80.0-

125.0 โดยมีค่า GM เท่ากบัร้อยละ 103.8 และมีค่า 

%GCV เทา่กบั 7.0 ส�าหรับการเปล่ียนระยะเวลาในการ

บ่มก่อนเตมิ CCK-8 ที่ระยะเวลา 105, 120 และ 135 

นาท ีพบว่า มค่ีา GM เท่ากบัร้อยละ 101.7, 101.8 และ 

99.7 ตามล�าดบั มค่ีา %GCV เทา่กบั 5.0 ไม่มคีวามแตก

สมัพัทธแ์ปรผนัตามระดบัความเข้มข้นของโปรตนียาโดย

มค่ีา %GCV เทา่กบั 5.2, 3.0, 4.8, 13.9 และ 16.8 

ตามล�าดับ และมีค่า %recovery เท่ากบัร้อยละ 92.2, 

89.7, 94.7, 98.3 และ 98.2 ตามล�าดบั ตามตารางที ่5 

เมื่อวิเคราะห์ความสมัพันธ ์ เชิงเส้นตรงของค่า expected 

relative potency และค่า found mean relative potency 

พบว่า มคีวามเป็นเส้นตรงตลอดช่วงร้อยละ 50.0-150.0 

โดยมค่ีาสมัประสทิธิ์แสดงการตดัสนิใจ เทา่กบั 0.998 ซ่ึง

ผ่านเกณฑท์ี่ก�าหนด (R2>0.95) ดงัภาพที่ 3
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ต่างกนัอย่างมนัียส�าคัญทางสถติทิี่ระดบัความเช่ือมั่นร้อย

ละ 95.0 (p=0.898) มค่ีา F (0.110) ที่ค�านวณได้ น้อย

กว่า F-Critical (5.143) เมื่อทดสอบโดยใช้สถติ ิANO-

VA: Single factor และการเปล่ียนระยะเวลาในการบ่ม

หลังเตมิ CCK-8 ที่ระยะเวลา 16, 18 และ 20 ช่ัวโมง 

พบว่า มีค่า GM เท่ากบั ร้อยละ 106.3, 106.2 และ 

105.9 โดยมค่ีา %GCV เทา่กบั 7.7 ไม่มคีวามแตกต่าง

กนัอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติที่ระดับความเช่ือมั่น 95% 

(p=0.999) มีค่า F (0.001) ที่ค�านวณได้ น้อยกว่า 

F-Critical (5.143) การเปล่ียนปริมาณเซลล์ WIL2-S 

ที่ 4.5x105, 5.0x105 และ 5.5x105 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 

พบว่า สามารถทดสอบหาความแรงได้อยู่ในช่วงร้อยละ 

80.0-125.0 โดยมค่ีา GM เทา่กบัร้อยละ 105.5, 106.5 

และ 107.8 ตามล�าดบั และมค่ีา %GCV เทา่กบั 8.1 ไม่มี

ความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส�าคัญทางสถติิที่ระดับความ

เช่ือมั่น 95% (p=0.966) มีค่า F (0.035) ที่ค�านวณได้ 

น้อยกว่า F-Critical (5.143) นอกจากน้ีได้วิเคราะห์

ความแรงเปรียบเทยีบ ระหว่างเคร่ือง microplate reader 

รุ่น ELx808IU (BioTek®, USA) ที่มโีปรแกรมวิเคราะห์

ผล Gen5 version 1.11.5 กบัเคร่ือง microplate reader 

ตารางที ่5  ผลการวิเคราะหค่์าความแรงของ rituximab A ทีค่วามเขม้ขน้เท่ากบัรอ้ยละ 50.0, 75.0, 100.0, 125.0 และ 

150.0 ท�าการทดสอบ 3 ซ�้ าเป็นอิสระต่อกนั

                    คร้ังที่                                       Expected relative potency (%)

                                        50.0           75.0            100.0           125.0          150.0

 1 43.7  65.8  93.1  115.0 130.0

 2 46.3  66.5  91.3  112.0 178.0

 3 48.5 69.6 100.0 144.0 138.0

 GM 46.1 67.3 94.7 122.9 147.3

 GSD 1.1 1.0 1.1 1.2 1.2

 %GCV 5.2 3.0 4.8 13.9 16.8

 %Recovery 92.2 89.7 94.7 98.3 98.2

ภาพที ่3 ความสมัพนัธร์ะหว่าง expected relative potency (%) และค่า found mean relative potency (%)

50.0            100.0         150.0           200.0

200.0

150.0

100.0

50.0

0.0
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รุ่น SpectraMax iD5 (Molecular devices®, USA) ที่มี

โปรแกรมวิเคราะห์ผล SoftMax Pro version 7.1 พบว่า

ค่า GM (n=15) เท่ากบัร้อยละ 103.5 และ 102.6 ตาม

ล�าดบั และมค่ีา %GCV เทา่กบั 9.1 ซ่ึงอยู่ในเกณฑ ์ไม่

เกนิร้อยละ 25.0 และ ไม่มีความแตกต่างกนัอย่างมนัีย

ส�าคัญทางสถติทิี่ระดบัความเช่ือมั่น 95% (p=0.213) มี

ค่า t-Stat (1.306) ที่ค�านวณได้ น้อยกว่า t critical two-

tail (2.145) 

วิจารณ์
การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ความแรง 

rituximab ด้วยวิธี CDC ที่พัฒนาขึ้ นพบว่าวิธีมีความ

สามารถในการตรวจวิเคราะห์ความแรงผลิตภณัฑ ์ritux-

imab ได้ โดยมค่ีา %relative potency เปรียบเทยีบกบัยา

อ้างอิงอยู่ในช่วงร้อยละ 80.0-125.0 ตามเกณฑ์การ

ยอมรับส�าหรับค่าความแรงในผลิตภัณฑย์าชีววัตถุ(7) มี

ความจ�าเพาะต่อยาโดยมเีซลล์ WIL2-S เป็นเซลล์เป้า-

หมาย ส�าหรับการตรวจสอบความใช้ได้ในพารามิเตอร์

อื่นๆ ได้แก่ ความถูกต้อง ความเที่ยง ความเป็นเส้นตรง

และช่วงการทดสอบ พบว่าสามารถวิเคราะห์ได้อย่างถูก

ต้องตามระดบัความเข้มข้นของโปรตนียา สามารถแสดง

ความสมัพันธเ์ชิงเส้นเป็นเส้นตรงตลอดช่วงค่าความเข้ม

ข้นร้อยละ 50.0-150.0 และมค่ีา R2 เทา่กบั 0.998 มี

ความเที่ยงของวิธทีั้งการท�าซ�า้ภายในวันเดยีวกนั หรือต่าง

นักวิเคราะห์ นอกจากน้ียังมีความคงทนของวิธ ี ส�าหรับ

ปัจจัยที่อาจส่งผลกระทบต่อความถูกต้องของผลการ

ทดสอบ เช่น passage number ของเซลล์ที่แตกต่างกนั 

ระยะเวลาในการบ่มก่อนและหลังเติม CCK-8 ปริมาณ

เซลล์ที่ใช้ในการทดสอบหรือแม้แต่เคร่ือง microplate 

reader ที่มีโปรแกรมค�านวณ parallel line analysis ที่  

แตกต่างกนั จากการศกึษาพบว่าค่า %GCV มค่ีาน้อยกว่า 

25.0(14) และการเปรียบเทยีบผลทางสถติิพบไม่มีความ

แตกต่างกนัอย่างมนัียส�าคัญทางสถติทิี่ระดบัความเช่ือมั่น 

95% แสดงว่าสภาวะและวิธดีังกล่าวมีความคงทน และ

จากการใช้วิธน้ีีในการตรวจผลิตภัณฑย์า rituximab ย่ีห้อ

หรือรุ่นการผลิตต่างๆ จ�านวน 5 ผลิตภัณฑ ์พบว่า ทุก

ผลิตภณัฑม์ค่ีาความแรงของตวัอย่างเทยีบกบัยาอ้างองิให้

ค่า %relative potency อยู่ในช่วงร้อยละ 80.0-125.0 

เป็นไปตามเกณฑท์ี่เหมาะสม และสอดคล้องกบัเกณฑท์ี่

บริษัทผู้ผลิตก�าหนดไว้ ปัจจุบนัหน่วยงาน The National 

Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) 

ซ่ึงเป็นผู้ผลิตสารมาตรฐานให้กบั World Health Orga-

nization (WHO) ได้จัดเตรียมสารมาตรฐานสากลส�าหรับ 

rituximab โดยมีห้องปฏบิัติการจ�านวน 16 ห้องปฏบิัติ

การจากทั่วโลก ร่วมกนัทดสอบเพ่ือก�าหนดค่าความแรง

ของสารมาตรฐานสากลโดยแต่ละห้องปฏิบัติการใช้วิธี

วิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นภายในห้องปฏบิตักิาร ได้แก่ CDC, 

ADCC, Binding และ Apoptosis ตามกลไกการออกฤทธิ์

ของยา rituximab ซ่ึงวิธทีดสอบที่แต่ห้องปฏบิตักิารใช้น้ัน 

แม้จะเป็นวิธีเดียวกัน แต่มีการใช้เซลล์เพาะเล้ียง หรือ

สารวัดปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตแตกต่างกนั(9) โดย NIBSC 

ได้วิเคราะห์ผลทั้งหมดและประกาศค่าความแรงร่วมกนั

ในหน่วย International Unit (IU) แยกตามแต่ละวิธี

ทดสอบ แต่ด้วยข้อจ�ากัดเกี่ยวกับปริมาณที่ได้รับการ

จัดสรรไม่เพียงพอ ท�าให้การศึกษาคร้ังน้ีไม่สามารถน�า

สารมาตรฐานสากลมาเป็นสารมาตรฐานหลักในการตรวจ

สอบความใช้ได้ของวิธไีด้ จึงได้ทดสอบค่าความแรงของ

สารมาตรฐานสากล (ตวัอย่าง E) กบั in-house reference 

standard ด้วยวิธ ีCDC พบว่า มค่ีา %relative potency 

อยู่ในช่วงร้อยละ 80.0-125.0 สอดคล้องกับผลการ

ทดสอบกับ 16 ห้องปฏบิัติการ(9) แสดงให้เหน็ว่า วิธี

วิเคราะห์ความแรงที่พัฒนาขึ้นที่ผ่านการตรวจสอบความ

ใช้ได้ของวิธมีีความเหมาะสมส�าหรับใช้เป็นวิธมีาตรฐาน

ในการวิเคราะห์ความแรงของผลิตภัณฑย์า monoclonal 

antibody ชนิด rituximab ที่ใช้ในประเทศ เพ่ือประเมนิ

ประสิทธิภาพและคุณภาพด้านชีวภาพส�าหรับควบคุม

คุณภาพผลิตภัณฑย์า rituximab ควบคู่กบัการควบคุม

คุณภาพด้านเคมี-ฟิสิกส์(2) เพ่ือให้ประชาชนที่ได้รับ

ผลิตภณัฑ ์rituximab ทีม่คุีณภาพ ประสทิธภิาพ และความ

ปลอดภัย ทั้งน้ีในอนาคตห้องปฏิบัติการจะน�าสาร
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มาตรฐานสากลที่ จัดเตรียมโดย WHO มาเป็นสาร

มาตรฐานในการวิเคราะห์เปรียบเทียบความแรงของ

ผลิตภัณฑย์า rituximab ทุกๆ ย่ีห้อ เพ่ือเป็นมาตรฐาน

เดียวกันในการตัดสินประเมินคุณภาพทางชีวภาพของ

ผลิตภณัฑ ์นอกจากน้ีองค์ความรู้ในการพัฒนาวิธวิีเคราะห์ 

การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธใีห้เป็นไปตามมาตรฐาน

ของระบบคุณภาพน้ัน สามารถเผยแพร่หรือให้ค�าแนะน�า

แก่ผู้ผลิตในประเทศไทย ที่มีแนวโน้มจะพัฒนาการผลิต

ยาชีววัตถุมากขึ้นในปัจจุบนั ตามแนวทางส่งเสริมผู้ผลิต

ในประเทศเพ่ือสร้างความย่ังยืนด้านการแพทย์และ

สาธารณสขุตามแนวนโยบายของประเทศ Thailand 4.0 

ต่อไป

สรุป

การวิเคราะห์ความแรงของยา rituximab ด้วยวิธ ีCDC 

โดยใช้เซลล์ WIL2-S เป็นเซลล์เป้าหมาย เมื่อทดสอบ

ความใช้ได้ของวิธแีละได้ทดสอบในผลิตภัณฑ ์rituximab 

ต่างผู้ผลิต พบว่าวิธมีคีวามจ�าเพาะ ความถูกต้อง ความ-

เที่ยง ความคงทนของวิธ ี และมคีวามเป็นเส้นตรงตลอด

ช่วงการทดสอบ มค่ีา %relative potency อยู่ในช่วงร้อย-

ละ 80.0-125.0 จึงสรปุได้ว่าวิธน้ีีมคีวามเหมาะสมน�ามา

ใช้เป็นวิธีมาตรฐานทางห้องปฏิบัติการเพ่ือการควบคุม

คุณภาพความแรงยา rituximab ได้

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคุณสถาบันชีววตัถุ ทีใ่หก้ารสนับสนุนการ
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Abstract:  Method Validation for Potency Testing of Rituximab Monoclonal Antibody by Complement Dependent 

Cytotoxicity Assay 

Jiradej Patchim, B.Sc.; Sompong Sapsutthipas, B.Sc., M.Sc., Ph.D.; Saiwarul Jadoonkittinan, B.Sc., 

M.Sc.; Supaporn Phumiamorn, B.Sc., M.Sc., Ph.D. 

Institute of Biological Products, Department of Medical Sciences, Ministry of Public Health, Thailand

Journal of Health Science 2022;31(1):183-94.

Rituximab is monoclonal antibody used for the treatment of B-Cell Non-Hodgkin’s Lymphoma 

and other diseases. At present, there is no monograph for potency assay in the pharmacopeias therefore 

the manufacturers used various methods for estimating the potency of rituximab. In this study, we de-

veloped a potency assay by using complement dependent cytotoxicity (CDC) which could be applied for 

difference rituximab products. Basically, this method is based on activity of rituximab binding to CD-20 

receptors on the surface of WIL2-S cells that activates complement system in serum and leads to cytotox-

icity response to concentration of rituximab. The relative potency of rituximab was calculated against its 

reference drug using 4-parameter logistic equation. The results showed the specificity of the CDC assay 

to rituximab and WIL2-S cells. The method presented %recovery between 80.0-125.0. Repeatability 

and intermediate precision of the method showed a geometric coefficient of variation (GCV) values of 

8.2 and 5.8% respectively. The relative potency curve had linearity at a range between 50.0-150.0% 

with a coefficient of determination of 0.998. The data obtained from changing of passage numbers of 

cells, incubation time, the density of cells and equipment presented that %GCV was less than 25.0. 

Furthermore, 5 rituximab products were tested by this method, all results were comparable to those of 

the manufacturers. Taken together, we concluded that the potency test by CDC assay could be used as a 

standard method for quality control of rituximab.
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