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พยาธสิภาพที เกดิในผูป้ว่ยธาลสัซเีมยีและความผดิปกตใินการทาํงานของอวยัวะต่างๆอนั
เนื องมาจากภาวะเหลก็เกนินั �นอาจ นํามาซึ งภาวะแทรกซอ้นต่างๆเชน่โรคหวัใจและหลอดเลอืด    
โปรปราโนลอล เป็นยากลุ่มกั ]นเบตา้รเีซฟเตอร ์ ใชเ้ป็นยารกัษาโรคของระบบหวัใจหลอดเลอืด มฤีทธิ a
ทางเภสชัวทิยาทาํใหล้ดอตัราการเตน้ของหวัใจ ลดความดนัโลหติ  นอกจากนี]ยายงัมผีลลด free fatty 
acid  และลดการเกาะกลุ่มของ platelet การทีcโปรปราโนลอลถูกทาํลายดว้ยเอนไซมท์ีcตบัก่อนทีcยาจะเขา้
สูก่ระแสเลอืดสงูส่งผลใหร้ะดบัยาในเลอืดมคีวามแตกต่างกนั นําไปสูก่ารไกผ้ลในการรกัษาต่างกนั ยา
สว่นใหญ่ถกูเปลีcยนแปลงทีcตบัผ่านทาง 3 กระบวนการคอื glucuronidation, side chain oxidation และ 
ring oxidation ไดเ้มตาโบไลต์ทีcสาํคญัเชน่ 4-OH propranolol ซึcงยงัคงมฤีทธิ aเหมอืนโปรปราโนลอล 
จากนั ]นเมตาโบไลต์นี]จะถูกเปลีcยนโดยกระบวนการ glucuronidation  ไดเ้ป็น 4-OH propranolol 
glucuronide (HOP-G)  ดงันั ]นกระบวนการ glucuronidation  จงึมบีทบาทสาํคญัในการเปลีcยนแปลงยา
โปรปราโนลอล การศกึษานี]จงึมวีตัถุประสงคเ์พืcอตดิตามดูผลของการหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
เอนไซม ์UGT 1A6 ทีcมบีทบาทสาํคญัในเภสชัจลนศาสตรข์องยา โปรปราโนลอล  อาสาสมคัรจาํนวน 13 
ราย และผูป้ว่ยธาลสัซเีมยีจาํนวน 10 ราย ถกูแบ่งเป็น 3 กลุ่มตาม UGT1A6 genotype คอืกลุ่ม wild 
type (UGT1A6*1/*1), heterozygote (UGT1A6*1/*2) และ homozygote (UGT1A6*2/*2) หลงัจาก
ไดร้บัยา โปรปราโนลอล 40 มลิลกิรมัเพยีงครั ]งเดยีว ไดเ้กบ็ตวัอยา่งเลอืดทีcเวลาต่างๆและ ตวัอยา่ง
ปสัสาวะ 24 ชั cวโมง จากนั ]นวดัระดบัยาโปรปราโนลอลและเมตาโบไลทด์ว้ยเครืcอง high-performance 
liquid chromatography และ gas-chromatography-mass spectrometry พบวา่เมืcอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม 
wild-type ในผูป้่วยและในอาสาสมคัรกลุ่มทีcเป็น heterozygote และ homozygote มรีะดบัยาสงูสดุ
(Cmax)และปรมิาณยาในเลอืดสงู(AUC) ในขณะทีcมกีารกระจายยา(Vd/F)และปรมิาณเลอืดต่อหนึcงหน่วย
เวลาทีcยาถกูขจดัออกลดลง(CL/F) สดัสว่นของเมตาโบไลต(์propranolol-glucuronide) ทั ]งในพลาสมา
และปสัสาวะ ต่อปรมิาณโปรปราโนลอลในเลอืดลดลง และ สดัสว่นของเมตาโบไลต ์ (4-OH-propranolol-
glucuronide ) ในปสัสาวะ ต่อปรมิาณโปรปราโนลอลในเลอืดลดลงเชน่เดยีวกนั ชี]ใหเ้หน็ว่าประสทิธภิาพ
การทาํงานของเอนไซมล์ดลง และเมืcอเปรยีบเทยีบผูป้่วยกบัอาสาสมคัรเฉพาะกลุ่มทีcเป็น wild-type 
เหมอืนกนั พบวา่ในผูป้ว่ยมรีะดบัยาในเลอืดสงูกว่า ณ ทุกจุดเวลา คา่ครึcงชวีติของยา(T1/2) นานขึ]น 
และคา่คงทีcของการขจดัยาลดลง (Ke)จากผลการวจิยัครั ]งนี]ชี]ใหเ้หน็บทบาทสาํคญัของ UGT1A6*2 ทีcเขา้
มากระทบต่อเภสชัจลนศาสตรข์อง propranolol ทั ]งในอาสาสมคัรและผูป้ว่ยธาลสัซเีมยีโดยพบว่า
ประสทิธภิาพของเอนไซมล์ดลงส่งผลใหม้รีะดบัยาในเลอืดสงูกว่า คา่ครึcงชวีติของยานานขึ]นอาจส่งผลให้
ยาออกฤทธิ aนานขึ]น ผลการวจิยันี]อาจใชเ้ป็นประโยชน์ในการปรบัขนาดยาใหเ้หมาะสมกบัผูป้่วยต่อไป 
 
คาํสาํคญั  โปรปราโนลอล, ธาลสัซเีมยี, UGT1A6 
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Abstract 
Pathological changes in patient with thalassemia  which are consequences of chronic 

anemia, requires increased cardiac output and eventually may produce hypoxia, hypertension 
and congestive heart failure. Propranolol is a non selective beta-adrenergic receptor blocking 
drug widely use for the treatment of cardiovascular diseases. The contribution of presystemic 
hepatic metabolism to the highly variable oral bioavailability of propranolol leads to different 
therapeutic effect.The drug was metabolized by oxidation,N-dealkylation and glucuronidation 
pathway. The oxidation product ; active metabolite (4-OH propranolol) was conjugated with 
glucuronide activated by UGT 1A6 to produce 4-OH propranolol-glucuronide. To examine the 
effects of UGT1A6 polymorphisms(UGT1A6*2) on the pharmacokinetics of   propranolol in 
healthy volunteers and thalassemic patients, thirteen healthy volunteers and ten thalassemic 
patients with different UGT1A6   genotype including wild type; UGT1A6*1/*1, heterozygote; 
UGT1A6*1/*2 ; and homozygote; UGT1A6*2/*2  were enrolled the study. UGT1A6 genotypes 
were determined by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism 
analysis. After an overnight fast, the subjects received a single oral dose of 40 mg propranolol. 
Blood samples were collected before and at different time points after dosing. Urine output was 
collected for 24 hour. Propranolol (P) and propranolol–glucuronide (PG) concentrations in 
plasma and urine were determined using a validated high-performance liquid chromatography 
and gas chromatography-mass spectrometry method (GC/MS). 4-OH-propranolol glucuronide 
(HOP-G) in urine samples were also determined by GC/MS.  Compared to wild type group, the 
healthy volunteers and thalassemic patients with heterozygote and homozygote showed the 
statistically significant increase of area under concentration-time curve (AUC0–∞), and maximum 
concentration (Cmax) of propranolol and decrease of Vd/F,and Cl/F. Lower PG/P and HOP-G/P 
plasma and urine ratio were noted. There was higher plasma concentration and longer half-life 
of propranolol in patients with wild-type than in volunteers with wild-type.   These results 
demonstrated that the UGT1A6*2 appeared to exert statistically significant effects on the single-
dose pharmacokinetics of propranolol in both volunteers and thalassemic patients. The 
UGT1A6*2 decreased the enzyme activity resulting in higher plasma concentration and longer 
half-life of propranolol. The result from this study may useful for dose adjustment in the patient . 
Key word : Propranolol, Thalassemia, UGT1A6, Pharmacokinetics 
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เนืUอหางานวิจยั 
บทนํา 
 พยาธสิภาพของโรคธาลสัซเีมยีเชน่ ภาวะเลอืดจาง บลิริบูนิในเลอืดสงู ระดบัคอเลสเตอรอลตํcา 
ภาวะเหลก็เกนิ  (iron overload) นํามาซึcงความผดิปรกตขิองระบบต่างๆในผูป้่วยเชน่ ระบบต่อมไรท้่อ 
และเมตาโบลซิมึ   โรคของระบบหวัใจหลอดเลอืด  ตลอดจนการทาํงานของตบั ไต ซึcงเป็นอวยัวะหลกัใน
การเปลีcยนแปลงและขบัถ่ายยาออกจากร่างกาย พยาธสิภาพทั ]งหมดดงักล่าวนี]อาจสง่ผลกระทบต่อเภสชั
จลนศาสตร ์(pharmacokinetics) ของยาทีcจาํเป็นตอ้งใชใ้นผูป้ว่ยธาลสัซเีมยี 
 โปรปราโนลอล (propranolol) เป็นยากลุ่มกั ]น β-adrenergic receptor ใชเ้ป็นยารกัษาโรคของ
ระบบหวัใจหลอดเลอืด มฤีทธิ aทางเภสชัวทิยาทาํใหล้ดอตัราการเตน้ของหวัใจ ลดความดนัโลหติ  
นอกจากนี]ยายงัมผีลลด free fatty acid  และลดการเกาะกลุ่มของ platelet ยาสว่นใหญ่ถูกเปลีcยนแปลง
ทีcตบัผา่นทาง 3 กระบวนการคอื glucuronidation, side chain oxidation และ ring oxidation ไดเ้มตา
โบไลตท์ีcสาํคญัเชน่ 4-OH propranolol ซึcงยงัคงมฤีทธิ aเหมอืนโปรปราโนลอล จากนั ]นเมตาโบไลตน์ี]จะถกู
เปลีcยนโดยกระบวนการ glucuronidation  ไดเ้ป็น 4-OH propranolol glucuronide (HOP-G)  ดงันั ]น
กระบวนการ glucuronidation  จงึมบีทบาทสาํคญัในการเปลีcยนแปลงยาโปรปราโนลอล 
 ในกระบวนการ glucuronidation  ตอ้งอาศยัเอนไซมท์ีcมบีทบาทสาํคญัคอื UDP-
glucuronosyltrans-ferase   (UGTs) ซึcงมหีลาย isoform เช่น UGT 1A1, 1A2, 1A3, 1A4, 1A5, 1A6 
เป็นตน้ ในแต่ละ isoform จะมคีวามจาํเพาะในการจบักบั substrate ทีcต่างกนั เชน่ substrate ของ
UGT1A6 จะเป็นสารทีcมโีครงสรา้งของ phenol เชน่ยาพาราเซตามอล โปรปราโนลอล เป็นตน้ จาก
การศกึษาพบว่า  เอนไซน์  UGT1A1 มคีวามจาํเพาะกบับลิริบูนิซึcงเป็นผลผลติของการทีcเมด็เลอืดถูก
ทาํลาย หากประสทิธภิาพการทาํงานของเอนไซน์นี]ลดลงอาจเนืcองจากปจัจยัทางพนัธุกรรมหรอืปจัจยัอืcน
กจ็ะสง่ผลกระทบต่อการกาํจดับลิริบูนิในรา่งกาย ตวัอยา่งเช่น ความผดิปกตทิีcบรเิวณ  promoter ของยนี
ของ เอนไซน์  UGT1A1 ซึcงปกตมิกีารซํ]ากนัของ TA จาํนวน 6 ครั ]ง ( A(TA)6TAA  ) เปลีcยนไปเป็นซํ]า
กนั 7 ครั ]ง ( A(TA)7TAA )  หรอืทีcเรยีกว่า Gilbert’s syndrome จะพบวา่ผูป้่วยมรีะดบัของบลิริบูนิใน
เลอืดสงูขึ]น นอกจากนี]ยงัพบวา่ในผูป้ว่ยธาลสัซเีมยีทีcม ี Gilbert’s syndrome รว่มดว้ยจะมรีะดบับริลิูบนิ
ในเลอืดสงูมากขึ]นอกี จากการศกึษาเบื]องตน้ของคณะผูว้จิยัพบวา่ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
ยนีทีcควบคมุการสรา้งเอนไซมด์งักล่าวแบบ heterozygous และ  homozygous ในคนไทยคดิเป็น รอ้ย
ละ 25 และ 2 ตามลาํดบั   

ในประเทศไทยยงัมกีารศกึษาถงึเภสชัจลนศาสตรข์องยาต่างๆทีcใชบ้่อยในผูป้ว่ยธาลสัซเีมยี
อยา่งมรีะบบน้อยมากทาํใหแ้พทยแ์ละบุคคลากรทางการแพทยย์งัคงใชแ้บบแผนการใชย้าในผูป้ว่ยธาลสั
ซเีมยีเชน่เดยีวกบัคนไขอ้ืcนๆทาํใหก้ารรกัษายงัไมเ่กดิประสทิธผิลเทา่ทีcควร ผูว้จิยัและคณะไดเ้ริcม
ทาํการศกึษาวจิยัและพบวา่ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเอนไซม ์UGTs และภาวะบลิริบูนิใน 
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เลอืดสงูมผีลกระทบอยา่งมากต่อเภสชัจลนศาสตรข์องพาราเซตามอลในผูป้่วยธาลสัซเีมยี  อยา่งไรก็
ตามยาโปรปราโนลอลนั ]นมคีวามแตกตา่งหลายอย่างจากพาราเซตามอลทั ]งในดา้นเภสชัจลนศาสตร ์ 
 (pharmacokinetics) และเภสชัพลศาสตร ์ (pharmacodynamics) ดงันั ]นการศกึษาตดิตามดอูทิธพิลของ
การหลากหลายทางพนัธุกรรมของเอนไซม ์UGT 1A (genetic polymorphisms) โดยเฉพาะ UGT1A6 ทีc
มบีทบาทสาํคญัในเภสชัจลนศาสตรข์องยา โปรปราโนลอล ซึcงถอืว่าเป็นยาทีcใชม้าก ในผูป้ว่ยเบตา้ธาลสั
ซเีมยี/ฮโีมโกลบนิอ ี จะนําไปสูก่ารหาตวัชี]วดัทีcสามารถนํามาใชเ้ป็นแนวทางในการบรหิารยานี]ใหม้คีวาม 
เหมาะสมต่อไป 
วิธีวิจยั 
    การวจิยันี]แบ่งออกเป็นสามการทดลองดงันี] 
   1. พฒันาวธิกีารตรวจวดัระดบัยาโปรปราโนลอลดว้ยเครืcอง High Performance Liquid    
        Chromatography  ( HPLC)  และ chromatography-mass spectrometry method (GC/MS) 
   2.คดัเลอืกอาสาสมคัรและผูป้ว่ยธาลสัซเีมยีมาตรวจและวเิคราะหย์นีของเอนไซม ์UGT1A ( genotype 

analysis) 
   3. ศกึษาเภสชัจลนศาสตรข์องยาโปรปราโนลอลทั ]งในอาสาสมคัรสขุภาพดแีละผูป้ว่ยธาลสัซเีมยี 
วิธีดาํเนินการวิจยั 
1. พฒันาวิธีการตรวจวดัระดบัยาโปรปราโนลอลและเมตาโบไลต์จากตวัอยา่งเลือดด้วยเครืZอง 

HPLC  ซึcงดดัแปลงจากวธิขีอง Gurvinder SR,1995 (18) และตวัอยา่งปสัสาวะดว้ยเครืcอง Gas-
chromatography Mass-Spectromethy (GC/MS) โดยหาวธิมีาตรฐานสาํหรบัการทาํ 

- calibration curve 
- Separation และ specificity 
- Linearity 
- Precision 
- Lower limit of quantitation 
- Recovery 

 
**ผลการพฒันาวธิวีเิคราะหโ์ปรปราโนลอลและเมตาโบไลทด์ว้ยเครืcอง HPLC และ GC/MS อยูใ่น
ภาคผนวก 
 
2. คดัเลือกอาสาสมคัรและผู้ป่วยธาลสัซีเมียมาตรวจและวิเคราะห์ยีนของเอนไซม ์UGT1A  
          2.1 คดัเลอืกอาสาสมคัรและผูป้ว่ยประมาณ 15-30 ราย 

      -  อาย ุ18-45 ปี   
      -  นํ]าหนกั   30-70  กโิลกรมั 
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      -  สาํหรบัผูป้่วยเลอืกเฉพาะผูป้่วย intermediate β-thalassemia /Hb E 
      -  การทาํงานของตบั  ไต ปกตหิรอือยูใ่นเกณฑท์ีcใกลก้นัในผูป้ย่ธาลสัซเีมยีซึcง 
         รวมถงึ 
             Aspartate aminotransferase (AST) 
             Alanine aminotransferase   ( ALT) 
             Alkaline phosphate    (ALP) 
             Blood urea nitrogen   (BUN) 
             Creatinine   (Cr) 
             Cholesterol 
             Serum ferritin 

          -   ไมเ่คยไดร้บัเลอืดมาก่อนหรอืไดร้บัเลอืดครั ]งสดุทา้ยมานานกว่า 3 เดอืน 
          -  ไมไ่ดร้บัยาหรอืสารทีcอาจมผีลกระทบต่อเภสชัจลนศาสตรข์องยาโปรปราโน        
              ลอล  ยกเวน้  Folic acid ในผูป้่วยธาลสัซเีมยี 
           - อาสาสมคัรและผูป้่วยหญงิทุกรายจะตอ้งไม่อยูใ่นชว่งตั ]งครรภ ์(ตอ้งไดร้บัการ  
             ตรวจสอบการตั ]งครรภ์กอ่นทุกราย) 

      -  อาสาสมคัรและผูป้ว่ยทุกรายทีcเขา้รว่มวจิยัจะตอ้งเซนตใ์บยนิยอมเขา้รว่ม    
         วจิยัโดยโครงการนี]จะนําเสนอเพืcอการพจิารณาจรยิธรรมจาก 
         คณะอนุกรรมการพจิารณาโครงการวจิยัในมนุษยโ์รงพยาบาลรามาธบิด ี
         ก่อนเริcมโครงการ  

         -  เกบ็ตวัอยา่งเลอืด รายละ 3 มลิลลิติร 
                              -  สกดั DNA ดว้ยวธิ ีsalting out 

2.2 การวเิคราะ ห ์UGT 1A6 gene   
               โดยวเิคราะหใ์นสว่น coding region  ของยนีทีc   codon  7, 181  และ  184   โดยใชเ้ทคนิค  
Restriction  Fragment Length Polymorphism (RFLP)  รายละเอยีดดงันี] 
                     2.2.1 เพิcมจาํนวน DNA  โดย  PCR- technique ซึcงประกอบดว้ย   

- 10   µl  DNA( 10 ng/µl) 
- 0.2 µl dNTP 
- 2 µl 10X buffer 
- 4 µl Q solution 

  - 3.2  µl ddH2O  
  - 0.2  µl Taq polymerase 

                         - 0.4  µl  forward primer (5'CATCAACTGCCAGAGCCTCC 3') 
   และ reverse primer (5' GGAAGTTGGCCACTCGTTGG 3') 
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-  PCR condition 
           Preheat       94 °C    2  min. 
           Denature    94 °C   45 sec. 
           Annealling 64 °C   45 sec. 
           Extension   72°C    45 sec.          (  X 45 cycles) 

                    2.2.2 เตรยีมเอน็ไซม ์NsiI  AvaII และ Fnu4H1 ใน buffer   จนไดค้วามเขม้ขน้   2 uM 
                    2.2.3. ผสม 5 ul PCR product  กบัเอน็ไซมใ์นขอ้ 2.2.2   แลว้ incubate ทีc  37 ° C    
                            24 ชั cวโมง         
                    2.2.4. หยุดปฎกิริยิา ดว้ย 2 µl 0.5M EDTA 
                    2.2.5  นําไปแยกใน   8%   polyacrylamide gel 
                    2.2.6  ยอ้มเจล ดว้ย   Cyber gold      30   นาท ี และป้องกนัจากแสง 
                    2.2.7  นําเจลไป scan  ดว้ย  เครอืง Geldoc 
3. ศึกษาเภสชัจลนศาสตรข์องยาโปรปราโนลอลทั Uงในอาสาสมคัรสุขภาพดีและผู้ป่วยธาลสัซีเมีย 

  3.1. แบ่งกลุ่มอาสาสมคัรและผูป้ว่ยทีcม ีUGT1A genotype ต่างกนั กลุ่มละประมาณ  5 ราย      
       3.2. หลงัจากงดอาหาร 10 ชั cวโมง ผูป้ว่ยจะถูกเจาะเลอืดเป็นระยะๆโดยการคาเขม็พลาสตกิทีcเสน้
เลอืดดาํทีcแขนเพืcอเกบ็เลอืดทีcเวลาก่อนและ 0.15, 30, 60, 90, 150, 210, 330 และ 450 นาทหีลงัไดร้บั
ยาโปรปราโนลอล (Inderal) 40 มลิลกิรมั อาสาสมคัรและผูป้่วยจะรบัประทานอาหารทีcมโีปรตนีตํcา
เหมอืนกนัทุกรายไดห้ลงัจากไดร้บัยาแลว้ 3 ชั cวโมง และงดเครืcองดืcมทีcมแีอลกอฮอลแ์ละกาแฟ 
       3.3. นําตวัอยา่งเลอืดไปป ั cนทีc   1700  rpm     15   นาท ีทีcอณุหภูม ิ4 °C แลว้เกบ็สว่นพลาสมาไว้
ทีc อณุหภูม-ิ20 °C จนกว่าจะนํามาวเิคราะหด์ว้ย HPLC 
       3.4 นําพลาสมา 0.5 ml มาเตมิ Pronethalol hydrochloride (200 ng/ml) ซึcงเป็น internal 
standard และ 1M sodium carbonate buffer  จากนั ]นนําไปสกดัดว้ย 3 ml diethyl ether  โดย vertex 3 
วนิาท ีcentrifuged 760 g  10  นาททีีcอณุหภมู ิ 4 °C   จากนั ]นนําสว่นบนของสารสกดัมา 2 ml แลว้ทาํ
ใหแ้หง้ดว้ย nitrogen  นําสารทีcแหง้มาละลายดว้ย mobile phase   500 µl  เขยา่เบาๆ และนํา
สารละลายนี] 40 µl  ฉีดเขา้ HPLC  column   เพืcอตรวจวดัระดบัยาโปรปราโนลอลและเมตาโบไลต ์
         3.5  วเิคราะหค์า่ทางเภสชัจลนศาสตร์ไดแ้ก ่ AUC0-t, AUC0-inf, Cmax, Tmax, t1/2, Ke, Cl/F และ 
Vd/F ของ โปรปราโนลอล โดยโปรแกรมสาํเรจ็รปู PK solution และใช ้ non-compartment model ใน
การคาํนวณ และวเิคราะหท์างสถติดิงันี] 

A. เปรยีบเทยีบ pharmacokinetic parameters ของผูป้่วยกบัอาสาสมคัรสขุภาพดทีีcม ีUGT1A6  
    genotype ต่างกนัโดยโปรแกรม    SPSS version 12 ดว้ย  one way ANOVA และ กาํหนด                                               
    นยัสาํคญัทางสถติทิีc p< 0.05 ทีc  95 % confidence intervals                    
B. คาํนวณสถติอิืcนๆของ pharmacokinetic parameters ทีcทาํการวเิคราะห์ทั ]งหมดไดแ้ก่ mean,  
     median, minimum, maximum, standard error of mean, standard deviation  
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ผลการทดลอง 
ผลการทดลองแบ่งออกเป็น 2 สว่น 

1. เภสชัจลนศาสตรข์องโปรปราโนลอลในอาสาสมคัรสขุภาพด ี
2. เภสชัจลนศาสตรข์องโปรปราโนลอลในผูป้ว่ยธาลสัซเีมยี 

 
1.เภสชัจลนศาสตรข์องโปรปราโนลอลในอาสาสมคัรสขุภาพดี 

อาสาสมคัรสขุภาพดถีูกแบ่งตาม UGT1A6 genotype เป็น 3 กลุ่มคอืกลุ่ม  wild 
type(UGT1A6*1/*1), heterozygote (UGT1A6*1/*2) และ homozygote (UGT1A6*2/*2) โดยมี
รายละเอยีดตามตารางทีc 1 จากการศกึษาพบว่าอาสาสมคัรทั ]ง 3 กลุ่มม ีclinical characteristics ไม่
แตกต่างกนั ตามตารางทีc 2  

 
ตารางทีc 1 การแบ่งกลุ่มอาสาสมคัรตาม UGT1A6 genotype 

 
อาสาสมคัรทีcม ีUGT1A6 genotype ต่างกนั Single Nucleotide Polymorphism ของ

UGT1A6 
Ser7Ala Thr181Ala Arg184Ser 

Wild-type (UGT1A6*1/*1) T/T A/A A/A 
Heterozygote(UGT1A6*1/*2) T/G A/G A/C 
Homozygote(UGT1A6*2/*2) G/G G/G C/C 

T=thymine,G=guanine,C=cytosine, A=adenine 
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Characteristic UGT1A6*1/*1 UGT1A6*1/*2 UGT1A6*2/*2 

Subject (M/F) 3/2 2/3 2/1 

Ages (years) 31.4±3.4 33.6±3.7 33.7±6.9 

Weight (Kg) 58.2±4.2 61.8±2.2 54.3±0.6 

Hb (12-18 g/dl) 13.9±0.6 14.0±0.5 14.0±1.0 

Hct (30-54%) 40.3±1.6 40.3±1.0 41.1±1.0 

ALP (50-136 U/L) 76.31±0.3 64.3±0.7 53.5±3.5 

AST (15-37 U/L) 17.0±0.8 23.7±2.0 16.5±1.5 

ALT (30-65 U/L) 31.3±4.1 47.7±9.9 25.5±0.5 

Albumin (34-50 g/L) 46.6±2.1 51.6±0.3 48.1±6.9 

TB (0.17.1 µmol/L) 15.7±1.2 16.6±0.8 19.7±0.2 

DB (0-5 µmol/L) 4.4±0.1 4.4±0.1 3.8±0.2 

  Data are given as Mean±SEM  Hb = haemoglobin, HCT = haematocrit, ALP = alkaline phosphatase, AST = aspartate aminotransferase;  

         ALT = alanine aminotransferase, TP = total protein, Cho = cholesterol, TB = total bilirubin, DB = direct bilirubin,  

 
 
 

หลงัจากอาสาสมคัรไดร้บัยาโปรปราโนลอล 40 mg ครั ]งเดยีว  ได ้plasma profile ของ propranolol ดงั
รปูทีc 1 เมืcอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม wild-type กลุ่ม heterozygote และกลุ่ม homozygote มรีะดบัยา 
propranololสงูกว่าในทุกจุดเวลาหลงัจากยาขึ]นถงึจุดสงูสดุแลว้และมพีื]นทีcใตก้ราฟทีcแสดงถงึปรมิาณยา
ในเลอืดสงูกว่า  สว่นเวลาทีcถงึระดบัสงูสดุของ propranolol-glucuronide จะพบหลงัเวลาทีcถงึระดบัสงูสดุ
ของ propranolol แต่ plasma profile ของ propranolol-glucuronide ไมแ่ตกต่างกนัในสามกลุ่ม (รปูทีc 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

     ตารางทีc  2: Clinical characteristics ของ อาสาสมคัรสภุาพด ีแบ่งตาม UGT1A6 genotypes 
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รปูทีc 1: plasma profile ของ propranolol หลงัอาสาสมคัรไดร้บั propranolol 40 mg ครั ]งเดยีว 
 

 
 
 
รปูทีc 2: plasma profile ของ propranolol-glucuronide (PG) หลงัอาสาสมคัรไดร้บั propranolol 40 mg             
         ครั ]งเดยีว 
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เภสชัจลนศาสตรพ์ารามเิตอรข์องกลุ่ม heterozygote และกลุ่ม homozygote มคีวามแตกต่างจากกลุ่ม 
wild-type เกอืบทุกพารามเิตอร ์เชน่  maximum concentration(Cmax),Area under concentration 
time curve(AUC), elimination half-life(T1/2) สงูกว่าขณะทีcม ีclearance ตํcากว่า รอ้ยละของยา
propranolol ทีcถูกขบัออกทางปสัสาวะมคีา่เพิcมขึ]นขณะทีcม ีpropranolol-glucuronide น้อยลง (ตารางทีc 3) 

 

Parameter UGT1A6 *1/*1 UGT1A6 *1/*2 UGT1A6 *2/*2 

Cmax (ng/mL) 32.6±7.3  50.9±13.6*  43.5±11.3 * 

Tmax (min) 126±29.1 96±14.7* 170±22.7 * 

T1/2 (min) 125.2±15.5  145.2±28.3 * 123.5±5.6  

AUC0-∞ (min.ng/mL) 100.3±17.6  177.6±49.5*  189.0±43.3  * 

Ke (1/h) 0.37±0.04 0.30±0.04* 0.33±0.01 

Vd/F (mL/kg) 7.2±1.4 6.3±3.0*  4.7±0.9  * 

CL/F (mL/min/kg) 43.9±10.7  34.8±10.8 * 25.9±4.1 *  

24 h urinary excretion    

       - P (% dose)                   0.16±0.07 0.17±0.02  0.18±0.02  

       - PG (% dose) 0.21±0.04 0.20±0.05  0.17±0.03  

    

          Data are presented as mean ± SEM , *=P<0.05 compared with wild-type,P=propranolol, 

               PG=propranolol-glucuronide 

 
ในการวจิยันี]ไดท้าํการวดั metabolites ของpropranolol ดว้ย  คอื propranolol-glucuronide(PG) และ4-
OH-propranolol-glucuronide (HOP-G )แต่ standard ของ metabolite ทั ]ง 2 ชนดินี]ไม่มขีายจงึใชว้ธิวีดั
โดยเปรยีบเทยีบคา่ Absorbance และ molecular weight แทน และเพืcอศกึษาประสทิธภิาพการทาํงาน
ของเอนไซมโ์ดยพจิารณาจากสารตั ]งตน้ทีcเทา่กนั จงึไดเ้ปรยีบเทยีบสดัสว่นของ AUC ของ PG ทั ]งใน
พลาสมาและปสัสาวะและ HOP-G ในปสัสาวะตอ่ AUC ของ propranolol ในพลาสมา   พบว่ากลุ่ม 
heterozygote และกลุ่ม homozygote มสีดัสว่นตํcากว่ากลุ่ม wild-type อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติซิึcงแสดง
ใหเ้หน็ว่าเมืcอม ีpolymorphism ของ UGT1A6 การทาํงานของเอนไซมล์ดลงอยา่งเหน็ไดช้ดัประมาณ
รอ้ยละ 19-37  (รปูทีc 3) 
 
 
 
 
 

ตารางทีZ   3 : เภสชัจลนศาสตรพ์ารามเิตอรห์ลงัอาสาสมคัรทีcม ี UGT1A6 genotype ต่างกนัเมืcอไดร้บั 
propranolol 40 mg ครั ]งเดยีว 
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รปูทีc 3 สดัสว่นของ metabolites และ propranolol ในเลอืดและในปสัสาวะของอาสาสมคัรทีcม ีUGT1A6  
         genotype ต่างกนั 
 
2.เภสชัจลนศาสตรข์องโปรปราโนลอลในผู้ป่วยธาลสัซีเมีย 
ผูป้ว่ยธาลสัซเีมยีถูกแบ่งตาม UGT1A6 genotype เป็น 3 กลุ่มคอืกลุ่มwild type(UGT1A6*1/*1), 
heterozygote (UGT1A6*1/*2) และ homozygote (UGT1A6*2/*2) ซึcงม ี clinical characteristic 
แตกต่างกนับา้งเชน่คา่  alkaline phosphatase, aspartate aminotransferase,   alanine 
aminotransferase,  total bilirubin, และ direct bilirubin  เป็นตน้ ตามตารางทีc 4  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



                                                                        

10 
 
 

Characteristic UGT1A6*1/*1 UGT1A6*1/*2 UGT1A6*2/*2 

Subject (M/F) 2/1 2/2 1/2 

Ages (years) 42.6±6.1 40.6±4.3 45.0±3.2 

Weight (Kg) 44.6±0.3 46.6±6.1 40.2±5.3 

Hb (12-18 g/dl) 6.0±0.9 6.3±2.0 6.0±1.8 

Hct (30-54%) 20.1±2.6 20.2±5.0 20.3±4.8 

ALP (50-136 U/L) 35.6±3.4 84.3±32.6* 57.8±4.6* 

AST (15-37 U/L) 29.0±4.5 88.3±23.0* 63.5±21.7* 

ALT (30-65 U/L) 78.3±5.6 69.3±23.4 128.5±35.6* 

Albumin (34-50 g/L) 42.5±0.1 38.2±5.0 42.5±6.7 

TB (0.17.1 µmol/L) 2.5±0.5 4.3±1.2* 6.8±3.6* 

DB (0-5 µmol/L) 0.4±0.004 0.6±0.16* 0.8±0.3* 

BUN(     mg/dl) 13.3±0.9 12.0±0.8 15.3±0.9 

Creatinine(    mmol/d) 0.56±0.50 0.60±0.08 0.40±0.05 

  Data are given as Mean±SEM  Hb = haemoglobin, HCT = haematocrit, ALP = alkaline phosphatase, AST = aspartate aminotransferase;  

         ALT = alanine aminotransferase, TP = total protein, Cho = cholesterol, TB = total bilirubin, DB = direct bilirubin, *=P<0.05 compared 

with wild-type 

 
หลงัจากผูป้ว่ยธาลสัซเีมยีไดร้บัยาโปรปราโนลอล 40 mg ครั ]งเดยีวได ้plasma profile ของ propranolol 
ดงัรปูทีc 4 เมืcอเปรยีบเทยีบกบักลุ่ม wild-type กลุ่ม heterozygote และกลุ่ม homozygote มรีะดบัยา 
propranololสงูกว่าในทุกจุดเวลาหลงัจากยาขึ]นถงึจุดสงูสดุแลว้และมพีื]นทีcใตก้ราฟทีcแสดงถงึปรมิาณยา
ในเลอืดสงูกว่า   สว่น plasma profile ของ propranolol-glucuronide(PG) จะเหน็ว่า maximum 
concentration ของ PG เกดิในเวลาใกลเ้คยีงหรอืหลงั maximum concentration ของ propranolol ใน
ทกุกลุ่ม (รปูทีc 5) 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางทีc  4: Clinical characteristics ของ ผูป้ว่ยธาลสัซเีมยี แบ่งตาม UGT1A6 genotypes 
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รปูทีc 4: plasma profile ของ propranolol หลงัผูป้่วยไดร้บั propranolol 40 mg ครั ]งเดยีว 
 

              
 
รปูทีc 5: plasma profile ของ propranolol-glucuronide หลงัผูป้ว่ยไดร้บั propranolol 40 mg ครั ]งเดยีว 
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เภสชัจลนศาสตรพ์ารามเิตอรข์องกลุ่ม heterozygote และกลุ่ม homozygote มคีวามแตกต่างจากกลุ่ม 
wild-type เกอืบทุกพารามเิตอรเ์ช่นเดยีวกบัทีcพบในอาสาสมคัรสขุภาพด ีเชน่ม ี maximum 
concentration(Cmax),Area under concentration time curve(AUC), elimination half-life(T1/2) สงู
กว่าขณะทีcม ีclearance ตํcากว่า รอ้ยละของยาpropranolol ทีcถูกขบัออกทางปสัสาวะมคีา่เพิcมขึ]นขณะทีcม ี
propranolol-glucuronide น้อยลง ผูป้ว่ยในกลุ่มทีcเป็น homozygote ไมส่ะดวกเกบ็ปสัสาวะให ้จงึ
สามารถเกบ็ไดเ้พยีงรายเดยีว (ตารางทีc 5) 
 
 

 

 

Parameter 

 

 

UGT1A6 *1/*1 

 

 

UGT1A6 *1/*2 

 

 

UGT1A6 *2/*2 

 

Cmax (ng/mL) 43.7±9.4 77.1±17.5* 107.0±31.0* 

Tmax (min) 2.2±0.3 2.0±0.3 1.8±0.6 

T1/2 (min) 3.7±0.1 3.4±0.7 2.3±0.4* 

AUC0-∞ (min.µg/mL) 210.0±58.4 564.7±78.3* 422.3±75.0* 

Ke (1/h) 0.19±0.006 0.23±0.04* 0.30±0.05* 

Vd/F (mL/kg) 4.7±1.0 2.2±0.3* 1.4±0.5* 

CL/F (mL/min) 53.4±12.9 27.7±2.9* 22.9±75.9* 

24 h urinary excretion    

       - P (% dose)                   0.011±0.002 0.012±0.003  0.001 # 

       - PG (% dose) 0.20±0.05 0.21±0.04 0.20 # 

    

          Data are presented as mean ± SEM , *=P<0.05 compared with wild type,P=propranolol, 

               PG=propranolol-glucuronide, #= n=1 

 
เมืcอเปรยีบเทยีบสดัสว่นของ AUC ของ propranolol-glucuronide ทั ]งในพลาสมาและปสัสาวะและเมตา
โบไลท ์(4-OH-propranolol-glucuronide; HOP-G) ในปสัสาวะตอ่ AUC ของ propranolol ในพลาสมา
พบวา่กลุ่ม heterozygote และกลุ่ม homozygote มสีดัสว่นตํcากว่ากลุ่ม wild-type อย่างมนียัสาํคญัทาง
สถติซิึcงแสดงใหเ้หน็ว่าเมืcอม ีpolymorphism ของ UGT1A6 การทาํงานของเอนไซมล์ดลงมากกว่าใน
อาสาสมคัรสขุภาพดอียา่งเหน็ไดช้ดัคอืประมาณรอ้ยละ 70-90 (รปูทีc 6) 
 
 

ตารางทีZ   5 : เภสชัจลนศาสตรพ์ารามเิตอรข์องผูป้ว่ยธาลสัซเีมยีทีcม ี UGT1A6 genotype ต่างกนัเมืcอ

ไดร้บั propranolol 40 mg ครั ]งเดยีว 
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รปูทีc 6 สดัสว่นของ metabolites และ propranolol ในเลอืดและในปสัสาวะของผูป้ว่ยทีcม ีUGT1A6  
         genotype ต่างกนั 
เพืcอประเมนิดอูทิธพิลของพยาธสิภาพของผูป้่วยว่ามผีลกระทบต่อเภสชัจลนศาสตร์ของโปรปรา
โนลอลมากน้อยเพยีงใด จงึไดเ้ปรยีบเทยีบเภสชัจลนศาสตรพ์ารามเิตอรใ์นกลุ่มทีcเป็น wild-type ของ
อาสาสมคัรและผูป้ว่ยพบว่าในผูป้่วยมรีะดบัยาในเลอืดสงูกว่าในทุกจุดของเวลา ค่า Cmax, AUC,T1/2 
สงูขึ]นขณะทีc Ke และVd/F ลดลงอยา่งมนียัสาํคญั(ตารางทีc 6 รปู 7) 

 

เภสชัจลนศาสตรพ์ารามเิตอร ์ อาสาสมคัร       ผูป้ว่ย 

Cmax (ng/mL) 32.6±7.3  43.7±9.4* 

Tmax (min) 126±29.1 132±18.0 

T1/2 (min) 125.2±15.5        222±6.0* 

AUC0-∞ (min.µg/mL) 100.3±17.6  210.0±58.4* 

Ke (1/h) 0.37±0.04 0.19±0.006* 

Vd/F (mL/kg) 7.2±1.4 4.7±1.0* 

CL/F (mL/min/kg) 43.9±10.7  53.4±12.9 

24 h urinary excretion   

       - P (% dose)                   0.16±0.07 0.011±0.002* 

       - PG (% dose) 0.21±0.04 0.20±0.05 

   

                          Data are presented as mean ± SEM , *=P<0.05 compared with wild type,P=propranolol, 

                              PG=propranolol-glucuronide 

ตารางทีZ   6 : เภสชัจลนศาสตรพ์ารามเิตอรห์ลงัอาสาสมคัรและผูป้ว่ยทีcเป็น wild-type ของ UGT1A6 
เมืcอไดร้บั propranolol 40 mg ครั ]งเดยีว 
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รปูทีc 7: plasma profile ของ propranolol ของอาสาสมคัรและผูป้ว่ยทีcเป็น wild-type ของ UGT1A6 
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บทวิจารณ์ 
 

ผลการทดลองภายหลงัจากอาสาสมคัรไดร้บั propranolol 40 mg ครั ]งเดยีวพบว่าในกลุ่มอาสาสมคัร
ทีcเป็น heterozygote และ homozygote มคีา่เภสชัจลน์ศาสตร ์พารามเิตอร ์หลายอยา่งทีcแตกต่างไปจาก
กลุ่มทีcเป็น wild-type เชน่ Cmax, AUC ทีcสงูขึ]น ขณะทีc Ke และ Clearance ตํcาลง ทาํใหร้ะดบัยา 
propranolol ยงัคา้งอยูใ่นกระแสเลอืดสงูและนานขึ]นคา่ครึcงชวีติของยาจะนานขึ]น (ตารางทีc 5) โดยทั cวไป 
ปรมิาณของ UGT1A6 expression จะมคีวามแตกต่างกนัในรายบุคคลอนัเนืcองจากหลายปจัจยัเชน่ การ
ไดร้บัสิcงกระตุน้จากสิcงแวดลอ้มทีcต่างกนั ส่งผลใหป้รมิาณเอนไซมต่์างกนัดว้ย (1) แต่เมืcอจดัแบ่งกลุ่ม
ตาม UGT1A6 genotype แลว้ ผลของ UGT1A6 polymorphism (UGT1A6*2) ยงัแสดงใหเ้หน็อยา่ง
ชดัเจนสะทอ้นใหเ้หน็ว่า UGT1A6*2 มบีทบาทสาํคญัต่อ pharmacokinetics ของยา propranolol  

 ในกระบวนการเปลีcยนแปลง propranolol ยาจะถกูเปลีcยนผา่นทางปฎกิริยิา Oxidation ได ้ 4-OH-
propranolol (HOP) ซึcงเป็น active metabolite หลงัจากนั ]นจะถูกทาํใหห้มดฤทธิ aผา่นกระบวนการ 
glucuronidation  ไดเ้ป็น 4-OH-propranolol-glucuronide (HOP-G) ในการวจิยัครั ]งนี]ไมส่ามารถคาํนวณ
คา่ความเขม้ขน้ของ HOP ไดเ้นืcองจากไมม่ ีstandard ขายจงึใชว้ธิกีารวดัค่า absorblance แทน และเพืcอ
ประเมนิประสทิธภิาพของเอนไซมท์ีcสารตั ]งตน้คอื propranolol ทีcถูกดูดซมึเขา้สูก่ระแสเลอืดเทา่กนั จงึได้
วเิคราะหใ์นรปูแบบของสดัสว่นของ HOP-G ต่อ ปรมิาณ propranolol ในเลอืด และพบว่ากลุ่ม 
heterozygote และกลุ่ม homozygote มสีดัสว่นดงักล่าวตํcากว่ากลุ่ม wild-type อยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ
(รปูทีc 3) อนัสะทอ้นใหเ้หน็ว่าอาจม ี HOP อยูใ่นกระแสเลอืดสามารถออกฤทธิ aไดน้านขึ]น และแสดงให้
เหน็ว่าเมืcอม ี UGT1A6*2 การทาํงานของเอนไซมล์ดลงอยา่งเหน็ไดช้ดัซึcงผลทีcไดน้ี]สอดคลอ้งกบั
การศกึษาของ Cuotti et al ในปี 1997ทีcแสดงใหเ้หน็ว่า recombinant UGT1A6*2 allozyme ทาํใหป้ระ
สทิธขิองเอนไซมล์ดลง(2) ในทางตรงขา้มมบีางการศกึษาใน in vitro ไดผ้ลตรงกนัขา้มเช่นงานของ 
Krishnaswamy et al  (3) และ Nagar  et al. (4) พบวา่ UGT1A6*2 ทาํใหเ้อนไซมท์าํงานไดม้ากขึ]น 
อยา่งไรกต็าม Mackenzie et al  ไดเ้สนอความคดิเหน็ว่าเนืcองจาก UGT1A6 เป็น เอนไซมท์ีcฝงัตวัอยูใ่น 
cell membrane เมืcอจบักบั substrate แลว้จะม ี configuration ทีcเหมาะสมจงึจะทาํงานไดเ้ตม็ทีc  
การศกึษาใน in vitro จงึมขีอ้จาํกดัเรืcองนี] ดงันั ]นผลทีcไดจ้ากการศกึษาใน in vitro อาจไม่ไปในทาง
เดยีวกนักบัการศกึษาใน in vivo (5)  
 ในสว่นของผูป้่วยไดผ้ลคลา้ยกบัในอาสาสมคัรคอืเหน็บทบาทของ UGT1A6*2 อยา่งชดัเจนแต่
เมืcอเปรยีบเทยีบคา่เภสชัจลนศาสตร ์ พารามเิตอรใ์นอาสาสมคัรและผูป้่วยทีcเป็น wild-type เหมอืนกนั
แลว้พบว่า ระดบัยาทีcอยูใ่นเลอืดของผูป้่วยจะสงูกว่าในอาสาสมคัรในทุกจุดเวลา (รปูทีc7) สง่ผลใหเ้ภสชั
จลนศาสตร ์ พารามเิตอร ์ หลายอยา่งแตกตา่งไปดว้ยเชน่ คา่ครึcงชวีติทีcยาวขึ]น   ปรมิาณยาในกระแส
เลอืดมมีากขึ]นขณะทีcการขจดัยาลดลง (ตารางทีc 6) ทั ]งนี]อาจเนืcองจากประสทิธภิาพของ UGT1A6 ใน
ผูป้ว่ยลดลงมากกว่าในอาสาสมคัร นอกจากนี]ภาวะซดีเรื]อรงัในผูป้่วยนํามาซึcงกระบวนการชดเชยของ
รา่งกายหลายอยา่งเชน่ม ี cardiac output เพิcมขึ]น ม ี rapid turnover ของการหมนุเวยีนเลอืดทาํใหม้ ี 
blood flow ไปทีcตบัมผีลมาก ซึcงเป็นปจัจยัทีcมผีลกระทบมากต่อการเปลีcยนแปลงยา propranolol  
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อยา่งไรกด็แีมว้่าผูป้่วยธาลสัซเีมยีจะม ี เลอืดไปเลี]ยงทีcตบัมากกว่าเนืcองจากพยาธสิภาพของโรค (6) ซึcง
โอกาสทีcยาจะถกูเปลีcยนแปลงน่าจะมากกว่าดงัเช่นในการทดลองก่อนหน้านี]ทีcพบว่ามกีารขจดัยา 
antipyrine  และ paracetamol เพิcมขึ]นในผูป้ว่ยธาลสัซเีมยี (7,8) ทาํใหค้า่ครึcงชวีติของยาดงักล่าวสั ]นลง 
แต่ในการวจิยัครั ]งนี]กลบัเหน็ว่ายา propranolol ถกูเปลีcยนแปลงไดน้้อยกว่า แสดงวา่ UGT1A6*2 เป็น 
strong modifier ในการเปลีcยนแปลง propranolol ไดม้ากกว่าอทิธพิลของพยาธสิภาพของผูป้ว่ย       
             จากคณุสมบตั ิ ของเอนไซม ์ UGT1A ทีcม ี overlapping substrate พบวา่ propranolol 
นอกจากจะเป็น substrate ของ UGT1A6 แลว้ยงัสามารถเป็น substrate ของ เอนไซม ์ isoform อืcนๆ
เชน่ UGT1A9 ไดอ้กีดว้ย ดงันั ]นบทบาทของ UGT1A9 polymorphism จงึเป็นสิcงทีcน่าจะนํามาพจิารณา
ต่อไป (9)  
              จากผลการวจิยัครั ]งนี]ชี]ใหเ้หน็บทบาทสาํคญัของ UGT1A6*2 ทีcเขา้มากระทบต่อเภสชั
จลนศาสตรข์อง propranolol ทั ]งในอาสาสมคัรและผูป้ว่ยธาลสัซเีมยีโดยผูป้่วยจะมปีระสทิธภิาพของ
เอนไซมล์ดลงมากกว่าในอาสาสมคัรสง่ผลใหม้รีะดบัยาในเลอืดสงูกว่า คา่ครึcงชวีติของยานานขึ]นอาจ
สง่ผลใหย้าออกฤทธิ aนานขึ]น ผลการวจิยันี]อาจใชเ้ป็นประโยชน์ในการปรบัขนาดยาใหเ้หมาะสมกบัผูป้ว่ย
ต่อไป 
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ภาคผนวก   

I. การพฒันาวิธีวดัระดบัยาด้วย HPLC 

1. HPLC condition 
HPLC consisted of a waters 600 pump, fluorescence detector waters 966, and autosampler 

injector waters 717 and Water symmetry C18 column (3.9 nm x150 cm) (Water Corp.,Milford, 
Mass., USA). The excitation wavelength was set at 240 nm and the emission wavelength at 
410 nm. The mobile phase consisted of 100 mM potassium dihydrogen phosphate, pH 3, and 
methanol at the volume ratio of 90:10 buffer to methanol. The flow rate was 1.0 ml/min. Peak 
area were integrated with Millenium 3.2 software (Water Corp.,Milford, Mass., USA). (Waters). 

2. Calibration curves 
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Figure 1 : The calibration curves of propranolol. Values are expressed as mean + SD (n=3). 

 

 

 

 

3.Separation 
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Figure 2 : Chromatograms of (A) blank plasma, (B) 10 µg/mL of standard propranolol and 

internal standard (IS)  
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4. The precision 

 

Table 1 : The precision of propranolol analysis in plasma. 

 

Standard 

concentration 

(ng/mL) 

Intra-day 

assay  

(ng/mL) 

% of 

deviation 

CV 

(%) 

Inter-day 

assay  

(ng/mL) 

% of 

deviation 

CV 

(%) 

1 1.04 + 0.01  4% 1.29 1.07 + 0.01 7% 2.86 

10 10.03 + 0.19  0.3% 1.92 10.17 + 0.25 1.7% 2.46 

20 20.30 + 0.65  1.5% 3.19 19.79 + 0.62 1.1% 3.16 

Values are expressed as mean + SD (n=3) 

 

5.Recovery 

 

Table 2 : Recovery of the analytical procedure for PCM in plasma. 

 

Standard 

concentration 

(ng/mL) 

Peak Hight 

Drug in buffer        Drug in plasma 

% Recovery  

 

0.01   464 + 9.1                406 + 8.9                  87.5 + 8.0 

100 3823 + 4.1               3773+6.1                   98.7 + 5.5 

200 7494 + 1.7               7252 +1.2                    96.8  + 1.94 

Values are expressed as mean + SD (n=3) 

 

II  Gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) 
          2.1. GC/MC condition 
Substance separation was achieved using a HP 6890 gas chromatograph from Agilent 
Technologies (USA). fitted with a 25 m Ultra-1 capillary column from HP from Agilent 
Technologies (USA) with 0.2 mm internal diameter and 0.11 mm film thickness. Helium was 
used as carrier gas at a flow rate of 0.9 mL/min. The initial column temperature was 120 C 
rising by 25 C/min to 320 C for 3 minutes. The injector temperature was 280 C. Electron impact 
mass spectra were recorded with a mass-selective detector (MSD 5973) from Agilent 
Technologies (USA) The temperature of the MSD transfer line was 280_C, and the ionization 



                                                                        

voltage was 70 eV.  For propanolol and 4-OH-P 1 target ion used for quantification and 2 
qualifier ions used to confirm the presence of the compounds were selected for SIM 
measurement. The selection criteria were ion specificity, abundance, and the absence of 
interfering ions of the same m/z ratio in the chromatogram: for propanolol, m/z = 284, 129 and 
427; for 4-OH-P, m/z = 284, 129 and 515,; for penbutolol;the internal standard, m/z = 86 , 348 
and 363. The retention time of propanolol, 4-OH-P and penbutolol were 5.85,6.55 and 5.22 min, 
respectively. 
 
            2.2 Precision and occuracy 

 
 
     2.3 Limit of dection  = 10 ng/ml 
     2.4 Limit of qualification = 15 ng/ml 
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Abstract 

Pathological changes in patient with thalassemia  which are consequences of chronic 
anemia, requires increased cardiac output and eventually may produce hypoxia, hypertension 
and congestive heart failure. Propranolol is a non selective beta-adrenergic receptor blocking 
drug widely use for the treatment of cardiovascular diseases. The contribution of presystemic 
hepatic metabolism to the highly variable oral bioavailability of propranolol leads to different 
therapeutic effect.The drug was metabolized by oxidation,N-dealkylation and glucuronidation 
pathway. The oxidation product ; active metabolite (4-OH propranolol) was conjugated with 
glucuronide activated by UGT 1A6 to produce 4-OH propranolol-glucuronide. To examine the 
effects of UGT1A6*2 on the pharmacokinetics of   propranolol in thalassemic patients, ten 
thalassemic patients with different UGT1A6   genotype determined by polymerase chain 
reaction-restriction fragment length polymorphism analysis including wild type; UGT1A6*1/*1, 
heterozygote; UGT1A6*1/*2 ; and homozygote; UGT1A6*2/*2  were enrolled the study. After an 
overnight fast, the subjects received a single oral dose of 40 mg propranolol. Blood samples 
were collected before and at different time points after dosing. Urine output was collected for 24 
hour. Propranolol (P) and propranolol–glucuronide (PG) concentrations in plasma and urine 
were determined using a validated high-performance liquid chromatography and gas 
chromatography-mass spectrometry method (GC/MS). 4-OH-propranolol glucuronide (HOP-G) 
in urine samples were also determined by GC/MS.  Compared to wild type group, thalassemic 
patients with heterozygote and homozygote showed the statistically significant increase of area 
under concentration-time curve (AUC0–∞), and maximum concentration (Cmax) of propranolol 
and decrease of volume of distribution(Vd/F),and clearance (Cl/F). Lower PG/P and HOP-G/P 
plasma and urine ratio were noted. These results demonstrated that the UGT1A6*2 appeared to 
exert statistically significant effects on the single-dose pharmacokinetics of propranolol in 
thalassemic patients. The UGT1A6*2 decreased the enzyme activity resulting in higher plasma 
concentration and longer half-life of propranolol. The result from this study may useful for dose 
adjustment in the patient . 
Key word : Propranolol, Thalassemia, UGT1A6, Pharmacokinetics 
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Abstract 

Propranolol is a non selective beta-adrenergic receptor blocking drug widely use for the 
treatment of cardiovascular diseases. The contribution of presystemic hepatic metabolism to the 
highly variable oral bioavailability of propranolol leads to different therapeutic effect.The drug 
was metabolized by oxidation,N-dealkylation and glucuronidation pathway. The oxidation 
product ; active metabolite (4-OH propranolol) was conjugated with glucuronide activated by 
UGT 1A6 to produce 4-OH propranolol-glucuronide. To examine the effects of UGT1A6 
polymorphisms(UGT1A6*2) on the pharmacokinetics of   propranolol in healthy volunteers, 
thirteen healthy volunteers with different UGT1A6   genotype determined by polymerase chain 
reaction-restriction fragment length polymorphism analysis including wild type; UGT1A6*1/*1, 
heterozygote; UGT1A6*1/*2 ; and homozygote; UGT1A6*2/*2  were enrolled the study. After an 
overnight fast, the subjects received a single oral dose of 40 mg propranolol. Blood samples 
were collected before and at different time points after dosing. Urine output was collected for 24 
hour. Propranolol (P) and propranolol–glucuronide (PG) concentrations in plasma and urine 
were determined using a validated high-performance liquid chromatography and gas 
chromatography-mass spectrometry method (GC/MS). 4-OH-propranolol glucuronide (HOP-G) 
in urine samples were also determined by GC/MS.  Compared to wild type group, the healthy 
volunteers with heterozygote and homozygote showed the statistically significant increase of 
area under concentration-time curve (AUC0–∞), and maximum concentration (Cmax) of 
propranolol and decrease of volume of distribution(Vd/F),and clearance (Cl/F). Lower PG/P and 
HOP-G/P plasma and urine ratio were observed. In corresponding to the plasma propranolol  
level of heterozygous and homozygous subjects, significant change in blood pressure and pulse 
rate were observed at almost time point after dosing. These results demonstrated that the 
UGT1A6*2 appeared to exert statistically significant effects on the single-dose pharmacokinetics 
of propranolol in healthy volunteers. The UGT1A6*2 decreased the enzyme activity resulting in 
higher plasma concentration and longer half-life of propranolol.  
Key word : Propranolol, Thalassemia, UGT1A6, Pharmacokinetics 

 
 
 




