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                                                                                       บทที่ 1

 บทนำ
Selegiline ถูกใช้ในการยับยั้ง enzyme monoamine oxidase  แบบไม่ย้อนกลับโดยใช้ร่วมกับ L- dopamine ในการรักษาโรค Parkinson 
มีรายงานหลายฉบับที่ศึกษาถึง metabolism ของ Selegiline ทั้งในร่างกายและนอกร่างกาย Reynold และคณะได้แสดงให้เห็นว่า methamphetamine ,amphetamine ถูกขับออกมาในปัสสาวะของมนุษย์หลังจากได้รับยาเข้าไปโดยการกิน 
Laler,Heinonen และคณะได้พิสูจน์ว่า methamphetamine ,amphetamine และ desmethyl seligiline เป็น metabolites  ที่พบในปัสสาวะมนุษย์และพิสูจน์ได้ว่า p – hydroxyamphetamine และ p – hydroxymetamphetamine เป็น metabolites ที่พบในปัสสาวะหนู 
อย่างไรก็ตามไม่พบ methabolites ที่เกิดจากกระบวนการ p – hydroxylated ในมนุษย์ซึ่งรวมทั้ง unchanged  drug และ (- hydroxylated  metabolites  หลังที่มีการรับเข้าไปทั้งในคนและในหนู
Selegiline มีตำแหน่งของ chiral  center  อยู่บน ( - carbon atom ของ phenylethylamine ไม่มีการศึกษาถึง stereoselective metabolism ของ Selegiline 

Metabolites  10 ชนิด ซึ่งรวมถึง unchanged  drug ทำการพิสูจน์และหาปริมาณจากปัสสาวะของมนุษย์หลังจากที่ได้รับ Selegiline เข้าไป 
 บทที่ 2

สารเคมีและการทดลอง
สารเคมี
(R)- Amphetamine  sulfate ,(S)- amphetamine  sulfate ,(S)- methamphetamine  sulfate และ(1R,2R)- norpscudoephedrine. HCl จากบริษัท Sigma

(1R,2S)-Norephedrine .HCl ,(1S,2R)- norpseudoephedrine. HCl  ,(1R,2S)- ephedrine. HCl, (1S,2R)- ephedrine. HCl และ (1S,2R)- pscudoephedrine จากบริษัท FluKa
ใช้  p – hydroxyamphetamine, p – hydroxymethamphetamine  standard จากบริษัท Tropon

ใช้ p – hydroxynorephedrine และ p – chlorphetermine เป็น internal standard  จากบริษัท Tropon ใช้ Arylsulfatase /(-glucuronidase จากบริษัท serva ส่วนน้ำยาที่ใช้มาจากแหล่งต่างๆกันเช่น chiral derivatising  reagent  MTPA .Cl    จากบริษัท JPS Chinic   และ diethylether  ,methanol  ,acetonitrile  ,TFA ,sodium bicarbonate  และ potassium  carbonate   จากบริษัท Merck  ใช้ MSTFA  ,MTESTFA และ  MATFA จากบริษัท Sigma 

Drug Administration and Sample  Collection 

             โดยใช้ยา Selegiline ที่มีความเข้มข้นดังนี้ 10 ,5 และ 2.5 mg จากบริษัท ASTA  pharma AG ใช้อาสาสมัครเป็นเพศชายสุขภาพดี อายุระหว่าง 25-34 ปี เก็บตัวอย่างจากปัสสาวะที่เวลาต่างๆกัน ทั้งหมด 72 ชั่วโมงและเก็บที่ 4  oC 
Isolation  of  Unconjugated  Metabolites ดังนี้
1. ใช้ปัสสาวะ 3 ml+100 mg ของ sodium  bicarbonate : potassium carbonate (2:1,g/g)+ 50 ng internal standard ( p – chlorphetermine)
2. สกัด metabolites โดยใช้ dimetylether-tert butanol (7:1,v/v) 8 ml

3. หลังจากนั้นดูดชั้น organic ใส่ลงในหลอดแก้วสำหรับปั่นตก+ 0.4 ml ของ 0.06 M hydrochloric acid 
4. นำมาปั่น 5 นาที ,1200 g  และดูดชั้น organic และทำให้แห้งด้วย phosphorus  pentoxide : potassium hydroxide 

Isolation  of  conjugated  Metabolites

1. ใช้ปัสสาวะ 3 ml ปรับ pH ให้ได้ 5.2 โดยใช้ 1 ml ของ 0.2 M sodium acetate buffer 

2. นำมา Incubate  กับ arylsulfatase /(-glucuronidase 50  (l ที่อุณหภูมิ 52 oC ,5 ชั่วโมง
3. หลังจากนั้นทำให้เย็นลง ปรับ pH ให้เป็นกลางโดยใช้ 5M KOH และปรับ pH ให้ได้ 9.6 โดยใช้  200 mg  sodium  bicarbonate : potassium carbonate (2:1,g/g)
4. ใส่ Internal  standard ( p – chlorphetermine)  50  (l                                
5.     กระบวนการสกัด hydrolyzed  metabolites จากปัสสาวะจะเหมือนกับการสกัดUnconjugated  Metabolites

Quantification  of  Selegiline  and  Its  Metabolites

1. หลังจากส่วนที่เหลือแห้งละลายด้วย acetronitrile (ACN) : trifluoroacetic acid (TFA) (60:40,v/v) ซึ่งประกอบด้วย methyl orange 200 ppm
2. ส่วนผสมจะถูกไทเตรตด้วย MSTFA จนกระทั่งส่วนผสมนี้เปลี่ยนจากสีแดงเป็นเหลือง
3. จากนั้นนำส่วนผสมนั้นมา Incubate ที่อุณหภูมิ 60 oC 10  นาที 
4. เมื่อครบเวลาใช้ MSTFA 2 หยด หยดลงในส่วนผสมและ Incubate ต่อที่อุณหภูมิ 60 oC 10  นาที
5. หลังจากนั้นปล่อยให้เย็นลงและใช้ส่วนผสม 2 (l ในการฉีดเข้า GC/MS
     Calibration  curves ของ peak area ซึ่งเป็นอัตราส่วนระหว่างความเข้มข้นของ standard และ internal standard ซึ่งจะผกผันกับความเข้มข้นของ standard  ที่กำหนดไว้ ซึ่งอยู่ในช่วง 1.0-1000 ng/ml ความเข้มข้นของ unknow จะวัดจากการเปรียบเทียบอัตราส่วนระหว่าง peak area และ standard curves
Identification  of the Stereoisomers

1. หลังจากส่วนที่เหลือแห้งนำมาละลายด้วย acetronitrile (ACN) : trifluoroacetric acid    (TFA)(60:40,v/v) ซึ่งประกอบด้วย methyl orange 200 ppm

2. ส่วนผสมจะถูกไทเตรตด้วย MTESTFA จนกระทั่งส่วนผสมนี้เปลี่ยนจากสีแดงเป็นเหลือง
3. จากนั้นนำส่วนผสมนั้นมา Incubate ที่อุณหภูมิ 60 oC 10  นาที 
4. เมื่อครบเวลาใช้ MTPA . Cl 5 ml และนำไป Incubate ต่อที่อุณหภูมิ 60 oC  5 นาที
5. ใช้ 2 ml ในการฉีดเข้า GC/MS

GC/MS

· HP 5890 /5971 A

· HP 9144 disk  drive และ HP Think  Jet  printer

· HP fused  silica  capillaly  column –crossed linked  5% phenylmethylsilicone

· ~ 17 min length ,0.2 mm internal diameter ,0.33 (l film thickness

Parameters ของ GC/MS

· Detecter ,mass selective detector  in scan or SIM mode

· Ionization electron impact  mode  :  ionization potential 70 eV
:  injector  temperature  280 oC

:  interface  temperature  300 oC

:  initial oven temperature  100 oC

:  ramp 15 oC/min

:  final  oven temperature  320 oC,2 min

:  carrier  gas  helium  at a flow  1.0 ml/min 

:  split  ratio 1:8

Ion  m/z ที่มีการทำ derivatives แล้วมีดังนี้ 
· Amphetamine –N- TFA  

                                  140
  m/z

· Methamphetamine-N-TFA
                                  154   m/z
· [image: image1]Norephedrine-N-TFA-O-TMS

· Norpseudoephedrin -N-TFA-O-TMS                             179
  m/z
· Ephedrine-N-TFA-O-TMS

· Pseudoephedrin -N-TFA-O-TMS

· [image: image11.wmf]p – hydroxyamphetamine -N-TFA-O-TMS                   260
  m/z
·  p – hydroxymethamphetamine  -N-TFA-O-TMS

· Demethylselegiline                                                        178
  m/z

· Selegiline
                                                              96    m/z

Full  scan  mass  spectra   40-550    m/z
· GC-NPD

· อุณหภูมิ และ column  conditions  เหมือนกับ GC/MS
                                                                                       บทที่ 3
ผลการทดลอง
Identification  of Metabolites

          ในการตรวจหา Metabolites ของ Selegiline ในปัสสาวะหลังจากได้รับ Selegiline โดยมีการสกัด metabolites ออกจากปัสสาวะและนำมาทดสอบโดย GC-NPD และ GC/MS การพิสูจน์ Metabolites จะนำไปเปรียบเทียบกันระหว่าง EI (electron  ionization) mass spectra และ gas chromatographic retention  time ของ metabolites ของสารตั้งต้น ในการศึกษาครั้งนี้จะทำการพิสูจน์ metabolites ทั้งหมด 9 ชนิด และรวมถึง unchanged  drug
          ผลจาก GC-NPD โดยไม่ได้ทำ derivatization ให้ peak ทั้งหมด 6 peak คือ A1-A6 ดังรูปที่ 1
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          หลังจากนั้นได้มีการทำ derivatization โดยใช้  N – trifluoroacetylation  และ  trimethysilylation โดยให้ peak B1-B10   ดังรูปที่ 2

[image: image3]
โดยที่ peak A1,A2 และA3  ให้ RT ที่ตรงกับ  amphetamine ,metamphetamine และ Desmethylselegiline และ peak B1,B2 และ B3 ให้ RT และ diagnostic  ion  trifluoroacetylated  derivative  ของ amphetamine,   metamphetamine และ desmethylselegiline  ดังรูปที่ 3

[image: image4]
                      จากการทำ GC-NPD และ derivatives  ให้ผลดังนี้  A1 , B1  
         amphetamine  A2 , B2        Methamphetamine , A3 , B3              desmethylselegiline   ส่วน Peak  A4 และ B4 ให้ RT และ  mass spectrum ที่เหมือนกันกับ Selegiline ที่เป็นสารตั้งต้น  โดยที่  Selegiline  ไม่มีหมู่  functional group ใดๆ  ตัวอย่างเช่น amino hydroxyl หรือ  carboxylic group  ดังนั้น RT และ  mass spectra  ก่อนและหลังจากการทำการ  derivatization  ไม่ควรเปลี่ยนแปลง  โดยมี EI  mass spectrum  96 m/z และมี fragment ions 56 ,91 ,65 ,97  และ 115 m/z
                      ส่วน Peak A5 หลังจากที่มีการทำ derivatization  แล้ว มี peak เกิดขึ้น 2  peak  ได้แก่  B5 , B6  ส่วน Peak A6 ก็ให้ 2 Peak  คือ B7 , B8 โดยที่ Peak B6 ให้ RT ที่ยาวกว่า Peak B5 แต่ไม่มีนัยสำคัญที่แตกต่างกันระหว่าง mass spectra ของ 2 peak


EI mass spectra ของ Peak B5 และ B6 แสดง base peak ที่ 179 m/z โดยมี RT และมี diagnostic ions ที่ผ่านการทำ derivatives เหมือนกันซึ่ง metabolites ได้แก่ norpseudoephedrine และ norephedrine ดังรูปที่ 4

ถึงแม้ว่า Peak  B8 จะให้ RT ที่ยาวกว่า Peak B7 แต่ไม่มีนัยสำคัญที่แตกต่างกันระหว่าง mass spectra ของ 2 peak นี้  EI mass spectra ของ peak B7 และ B8 ให้ base peak ที่ 179 m/z โดยมี RT และมี diagnostic ions ที่ผ่านการทำ derivatives เหมือนกัน ซึ่ง metabolites ได้แก่  ephedrine และ pseudoephedrine  ดังรูปที่ 4

Peak B9 ให้  EI mass spectrum โดยมี molecular ion 319 m/z และมี principal  fragment ion 140 , 179  และ 206 m/z  ข้อมูลการวิเคราะห์ ของ B9 พบว่าเป็น p-hydroxyamphetamine ดังรูปที่ 4

Peak  B10 ให้ EI mass spectrum โดยมี  molecular ion  333 m/z และมี diagnostic ions 154 , 179 และ 206 m/z โดยให้ผลเหมือนกันกับ derivative ของ p- hydroxyl methamphetamine  ดังรูปที่ 4 
[image: image5.emf]
              Identification of the Stereoisomers of the Selegiline Metabolites

สำหรับการพิสูจน์โดยใช้วิธี stereoisomers ในการหา metabolites ของ selegiline โดยวิธีของ Shin และ Donike ใช้ได้กับการหาปริมาณของสารที่มี optical isomers น้อยโดยมี  functional group  ที่มีกว่า 1

[image: image6]

รูปที่ 5 แสดงถึง chromatogram ของ N-MTPA , O-TES derivatives ของตัว standard ซึ่งพบว่าแยกกันได้ดี  แต่พบว่ามี derivatives 2 ตัว ที่มีการ overlab กัน ได้แก่ ( 1R,2S) - ephedrine และ (1S , 2S) -pseudoephedrine 


ในการใช้วิธี stereochemical ในการหา metabolites ในปัสสาวะ จะทำการตรวจยืนยันโดยการเปรียบเทียบกัน RT ของ standard โดยวิธี GC


ผลปรากฎว่า metabolites ที่ตรวจพบได้แก่ amphetamine ,methamphetamine ,desmethyl selegiline , p- hydroxyamphetamine และ p- hydroxymethamphetamine


และได้ทำการตรวจ และพบ ( -hydroxylated metabolites 4 ชนิดได้แก่ (1S , 2R) - norephedrine , (1R , 2R)- norpseudoephedrine , (1S, 2R)-ephedrine และ ( 1R , 2R)- pseudoephedrine ซึ่งไม่พบ peak ของ (1R , 2S)- ephedrine หรือ (1S , 2S)- pseudoephedrine ซึ่งจากวิธีนี้ไม่สามารถแยก peak ออกจากกันได้     ข้อเท็จจริงที่พบระหว่าง  metabolism ของ selegiline จะไม่พบ racemic transfomalion ที่ตำแหน่ง ที่ 2 ของ carbon เสมอ
[image: image7.png]@— CH = CH—CHa

N-cHz—c=cH
tHa

Selegiline \N-—desmethylation
@ CHa— I]:H— CHa
N

N~cHga—C=CH

Desmethylselegiline
N-despropynylation jN—despropynylation
Q CHz— K]ZH— CH3
CHz~CH—CHa
A~n ©_ =
CHz NHz
(R) - (~) -Methamphetamine (R) = (~) -Amphetamine

p-hydroxylatio B-hydroxylation

p-hydroxylation |B- hydroxylation

,@- CHa" CH CHg @ CH— CH CHz
UH NH
CH3

Hz
(R) - (-)-p-Hydroxy- (18,2R)-(+)- Ephedru\e
methamphetamine (1R, 2R) - (~) -Pseudoephedrine
Hu‘©>tHz~gH—r:Ha @—?H—[{ZH-—CHQ
NHz OH NHz

(R) - (=) -p-Hydroxy- (1S,2R) -Norephedrine
amphetamine (1R, 2R)-Norpseudoephedrine

FIG. 6. Metabolic pathways of selegiline in humans.





[image: image8]
               Urinary Excretion  of  Metabolites

Metabolites จะถูกขับออกามาทางปัสสาวะ หลังจากที่ได้รับ seligiline .HCI   0-48   ชั่วโมง  ซึ่งสรุป  ดังตารางที่ 1  โดย selegiline จะถูกตรวจพบในรูป free form


ในการทดสอบหา amphetamine ,methamphetamine และ desmethyl selegiline ซึ่งอยู่ในรูปของ trifluoroacetylated forms ในส่วนของ  norephedrine  ,norpseudoephedrine ,ephedrine ,pseudoephedrine  ,

p-hydroxyamphetamine และ p-hydroxymethamphetamine ทำการตรวจโดยใช้ N-trifluoroacetylalion – O- trimethylsilylalion derivatives


จากการศึกษาในครั้งนี้  detection  limit ของ selegiline ~ 0-3 ng /ml ส่วน metabolites อื่น ~ 0.1 ng/ ml โดยความสัมพันธ์ระหว่างจำนวนที่ฉีดเข้าเครื่อง และ การตอบสนองของตัวตรวจวัดโดยมีค่า r =0.999 จำนวนของ conjugated forms คำนวณได้จาก ส่วนต่างของ metabolites ที่อยู่ในปัสสาวะก่อนการสกัด และ หลังจากที่มีการทำ hydrolysis ด้วย β-glucuronidase/arylsulfatase


Metabolites หลักที่พบในปัสสาวะได้แก่ (R)-methamphetamine ~37% ของปริมาณยาที่ได้รับ ส่วน β- hydroxylation และ aromatic hydroxylation เป็น metabolites ที่พบได้น้อย ดังนั้น กระบวนการ dealkylation และ β- hydroxylation  ของ  selegiline  ดีพอๆกันโดยจะขับ unconjugate metabolites ออกมา ซึ่งส่วนใหญ่  metabolites เกิดจากระบวนการ p-hydroxylated โดยจะขับ  conjugate metabolites ออกมา 57.3-77.3%


ผลรวมของจำนวน metabolites ที่เกิดขึ้น 2 วัน คิดเป็น 44-58% ของปริมาณยาที่ได้รับ  โดยไม่ขึ้นอยู่กับปริมาณยาที่ได้รับ  ดังตารางที่ 2

Metaboliter ที่เกิดจากกระบวนการ dealkylated คิดเป็น  48.67-48.88%  ของปริมาณยาที่ได้รับในอาสาสมัครที่เป็นชาวเอเชีย  ซึ่งพบมากกว่า อาสาสมัครที่เป็นชาวยุโรป โดยคิดเป็น 30.78-34.09% ของปริมาณยาที่ได้รับ metabolites ที่เกิดจากกระบวนการ aromatic hydroxylated  คิดเป็น 4.84-8.77% ของปริมาณยาที่ได้รับ ซึ่งพบในอาสาสมัครที่เป็นชาวเอเชีย ซึ่งน้อยกว่าอาสาสมัครที่เป็นชาวยุโรป โดยคิดเป็น 12.42 -17.54% ของปริมาณยาที่ได้รับ

[image: image9]
               กระบวนการของ benzyl hydroxylation สร้าง asymmetric center ขึ้นมาทำให้นำไปสู่ การเกิด metabolites diastereoisomeric 2 รูปแบบ โดย (1S ,2R) -(+) -isomers ของ norephedrine และ ephedrine ซึ่งถูกขับออกมามากกว่า (1R , 2R)-(-)-isomer ของ norpseudoephedrine และ pseudoephedrine ซึ่ง metabolites ที่เกิดขึ้น จากวิธี stereoselectivity

Kinetic Studier
             ได้มีการศึกษาถึงกลไกการหาปริมาณ ความเข้มข้นของ selegiline ในปัสสาวะ และ metaboliter ที่เกิดขึ้น  หลังจากที่ได้รับยา selegiline.HCl 10 mg สำหรับ selegiline ,desmethyl selegiline  ,amphetamine , methamphetamine   ,norpseudoephedrine   ,norephedrine  ,pseudoephedrine  และ ephedrine  metabolites  ที่ขับออกมาจะอยู่ในรูป unconjugated form แต่สำหรับ p-hydroxylated metabolites จะถูกขับออกมาอยู่ในรูป fee form และ conjugated form


Excretion rate ของ selegiline และ metablites จะคำนวนได้จาก จำนวนทั้งหมดของปัสสาวะที่เก็บได้ในแต่ละช่วงเวลา ส่วน excretion curves ของ metabolites แสดงดังรูป  7  โดยที่ selegiline  ,desmethyl selegiline  metabolites ที่เกิดจากกระบวนการ β-hydroxylated ช่วงการขับออกระหว่าง 1-3.5 ชม. ส่วน amphetamine , methamphetamine และ metabolites ที่เกิดจากกระบวนการ p-hydroxylated มีช่วงการขับออกสูงสุดระหว่าง 3.5 – 6 ชม.  ความเข้มข้นสูงสุดของ selegiline และ metabolites จะสั้นมากหลังจากได้รับเข้าไป เนื่องจากว่า selegiline จะถูกดูดซึม , กระจายตัวและกลายเป็น metaboliter ในปัสสาวะได้เร็ว

สิ่งสำคัญไม่เพียงแต่การตรวจพบ  metabolites เท่านั้น สิ่งที่พิเศษกว่านั้นก็คือกลไก ที่แตกต่างกันของ parent drug ในการวิเคราะห์ pharmacokinetic และ pharmacodynamics ของ selegiline มีข้อจำกัด คือ selegiline ถูกดูดซึม , กระจายตัวและกลายเป็น metabolites ได้เร็ว หลังจากที่ได้รับในปริมาณที่ใช้ในการรักษา ดังนั้นความเข้มข้นของ selegiline ในปัสสาวะจึงต่ำไม่สามารถหาวิธีมาวิเคราะห์ได้
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FiG. 7. Excretion of selegiline and its metabolites afier an oral dose of 10 mg of selegiline - HCI.
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