
 
 

 
 

โครงงานวิจัยทางเภสัชศาสตร์ 
 

เร่ือง 

การออกแบบยาต้านมะเร็งชนิดใหม่ที่ออกฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์Cyclooxygenase-2 

โดยใช้เทคนิค molecular docking 

Design of new Cyclooxygenase-2 inhibitor as new anticancer drug by using 

molecular docking technique 

  

  

โดย 

นสภ. วรีวรรณ จิตต์การุณย์ รหัส 55210078 

        นสภ. อัญชิตา  นวลวิลัย         รหัส 55210090 

 

 

 

 

โครงงานวิจัยทางเภสัชศาสตร์ฉบับนีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตาม

หลักสูตร 

ปริญญาบัณฑิต 

ปีการศึกษา 2559 

คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

 

 



 
 

 

 

 

โครงงานวิจัยทางเภสัชศาสตร์ 
 

เร่ือง 

การออกแบบยาต้านมะเร็งชนิดใหม่ที่ออกฤทธ์ิยับยัง้เอนไซม์Cyclooxygenase-2 

โดยใช้เทคนิค molecular docking 

Design of new Cyclooxygenase-2 inhibitor as new anticancer drug by using 

molecular docking technique 

  

  

โดย 

นสภ. วรีวรรณ จิตต์การุณย์ รหัส 55210078 

        นสภ. อัญชิตา  นวลวิลัย         รหัส 55210090 

 

 

 

 

โครงงานวิจัยทางเภสัชศาสตร์ฉบับนีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตาม

หลักสูตร 

ปริญญาบัณฑิต 

ปีการศึกษา 2559 

คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา 

 

 

 

 



ข 
 

 

ค าน า 

 

           โรคมะเร็งนบัว่าเป็นปัญหาสาธารณสขุท่ีส าคญัยิ่ง ถึงแม้วา่ยาท่ีใช้ในการรักษาโรคมะเร็ง

จะมีอยา่งแพร่หลาย แตย่าเหลา่นีม้กัมีพิษคอ่นข้างสงูและมีผลข้างเคียงท่ีไมพ่งึประสงค์ หลงัจาก

ใช้ยาไปแล้วระยะหนึง่เซลล์มกัจะเกิดการดือ้ยาท่ีใช้รักษาและดือ้ตอ่ยาอีกหลายชนิด ดงันัน้จงึต้อง

มีความจ าเป็นในการเร่งค้นหาสารใหมท่ี่มีฤทธ์ิต้านมะเร็ง ซึง่ข้อมลูการทดลองทางคลินิกมีการ

ค้นพบฤทธ์ิในการต้านมะเร็งท่ีได้จากสารสกดัทางทะเลแตย่งัมีไมม่ากนกั 

              Aeroplysinin-1 เป็นสารธรรมชาติทางทะเลและมีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาหลายอยา่งรวมถึง

ฤทธ์ิในการต้านมะเร็ง คณะผู้ วิจยัจงึมีความสนใจท่ีจะพฒันาและศกึษาฤทธ์ิของสารใหมท่ี่ได้จาก

การออกแบบโครงสร้าง Aeroplysinin-1 ท่ีได้จากฟองน า้ทะเล Aplisina aerophoba และ

โครงสร้างอนพุนัธ์ให้มีฤทธ์ิจ าเพาะตอ่การต้านมะเร็งมากขึน้ โดยทางคณะผู้ วิจยัคาดหวงัวา่

โครงงานวิจยันีจ้ะเป็นประโยชน์หรือสามารถน าไปพฒันายาต้านมะเร็งได้ตอ่ไป 
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การวิจยัในครัง้นี ้คณะผู้วิจยัมีวตัถปุระสงค์เพ่ือท าการออกแบบและพฒันา
โครงสร้างของสารเพ่ือให้มีฤทธ์ิเป็นยาต้านมะเร็ง โดยคดัเลือก Lead compounds ได้แก่ 
อนพุนัธ์ของ Aeroplysinin-1 มาเป็นสารต้นแบบ เพ่ือออกแบบสารใหมใ่ห้ออกฤทธ์ิโดย
การยบัยัง้เอนไซม์  Cyclooxygenase-2 (COX-2)  โดยใช้กระบวนการทางคอมพิวเตอร์
ชว่ย (Computer-Aided Drug Design, CADD) และใช้การออกแบบสารใหม ่เพ่ือศกึษา
สว่นส าคญัของโครงสร้างท่ีเก่ียวข้องกบัการออกฤทธ์ิ (Identify of the Active Part หรือ 
Pharmacophore) ด้วยวิธีการ Structure Modification ได้สารท่ีออกแบบใหมคื่อ PY6  
ซึง่สามารถสงัเคราะห์ได้จากปฏิกิริยา Amidation แบบ One-step synthesis ผลจาก 
NMR spectrum ของสาร  PY6 พบวา่ไมป่รากฏ peak ท่ี 10 ppm ซึง่เป็นต าแหนง่ของ H 
ของหมู ่aldehyde และพบ peaks ท่ีเป็นของหมู่ methoxy และ aniline ใน spectrum 
ด้วยเชน่กนั ซึง่ยืนยนัได้ว่า สารท่ีสงัเคราะห์ขึน้มานี ้มีโครงสร้างเป็นสาร  PY6 ดงัท่ีได้
ออกแบบไว้ 
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ABSTRACT 

  
This research aims to design and synthesis of the new compound  as 

potential anticancer drug.  Aeroplysinin-1 derivatives are selected as Lead 
compounds for design of Cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitors.  With Computer-
Aided Drug Design(CADD) step, the new compounds are designed in order to 
investigate the pharmacophore of active drug.  Using structure modification 
method, the new compound,  PY6 was designed and  was able to synthesize by 
amidation reaction in one-step synthesis. The NMR spectrum of this new 
compound shows no aldehyde-H peak at 10 ppm. Together with the methoxy 
and aniline peaks in this spectrum, it was confirmed that the newly synthesized 
compound is the designed PY6. 
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บทที่ 1 

บทน า 

  
1.1. ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 

โรคมะเร็งนบัวา่เป็นปัญหาสาธารณสขุท่ีส าคญัอย่างยิ่ง จากสถิตโิรคมะเร็งเป็นสาเหตขุอง

การเสียชีวิตล าดบัต้นๆของประชากรทัว่โลกและเป็นโรคส าคญัท่ีก่อให้เกิดปัญหาแก่สาธารณสุข

ของประชาชนในหลายประเทศแม้จะมีการพฒันาความก้าวหน้าทางการแพทย์และเทคโนโลยีแล้ว 

(1, 2) องค์การอนามยัโลกมีการรายงานเก่ียวกับอุบตัิการณ์ของประชากรทัว่โลกท่ีเป็นโรคมะเร็ง

ประมาณ 6 ล้านคนตอ่ปี ในปี ค.ศ. 2012 โรคมะเร็งเป็นสาเหตใุนการเสียชีวิตของประชากรทัว่โลก

คิดเป็น 8.2 ล้านคนและมีอุบัติการณ์การเกิดโรคมะเร็งถึง 14 ล้านคน โดยองค์การอนามัยโลก

คาดการณ์ในปี ค.ศ. 2030 ว่าจะมีผู้ ป่วยมะเร็งเพิ่มขึน้เป็น  21.4 ล้านคนและคาดวา่จะมีผู้ เสียชีวิต

ประมาณ 30 ล้านคน (3) ส าหรับประเทศไทยโรคมะเร็งจดัเป็นสาเหตกุารเสียชีวิตอนัดบัหนึ่งของ

ประเทศนบัตัง้แตปี่ พ.ศ. 2542 จนถึงปัจจบุนัและเป็นปัญหาสาธารณสขุท่ีส าคญัของประเทศไทย

ซึ่งมีแนวโน้มเพิ่มมากขึน้เร่ือยๆ จากข้อมูลในปี พ .ศ. 2555 มีผู้ เสียชีวิตด้วยโรคมะเร็งประมาณ 

63,272 คน ชนิดของมะเร็งท่ีเป็นปัญหาส าคญั 5 อนัดบัแรกของประเทศไทย คือ มะเร็งตบั, มะเร็ง

ปอด, มะเร็งเต้านม, มะเร็งปากมดลกูและมะเร็งล าไส้ใหญ่ คิดเป็นคา่ใช้จ่ายในการรักษาพยาบาล

เฉล่ียไม่น้อยกว่าหนึ่งแสนบาทต่อราย ส่งผลให้ประเทศชาติต้องสูญเสียงบประมาณในการ

รักษาพยาบาลจ านวนมาก (4) 

มะเร็งสามารถเกิดได้จากหลายปัจจยัซึ่งกระบวนการอกัเสบ (Inflammation) เป็นหนึ่งใน

สาเหตขุองการเกิดมะเร็ง เน่ืองจากกระบวนการอกัเสบ (Inflammation) เป็นกระบวนการท่ีร่างกาย

ตอบสนองเม่ือร่างกายเกิดการบาดเจ็บขึน้จากปัจจัยกระตุ้น เช่น การได้รับสารเคมี การติดเชือ้

ไวรัสหรือแบคทีเรีย เป็นต้น (5) 
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ถึงแม้ว่ายาท่ีใช้ในการรักษาโรคมะเร็งจะมีอย่างแพร่หลาย แตย่าเหล่านีม้กัมีพิษคอ่นข้างสงูและมี

ผลข้างเคียงท่ีไม่พึงประสงค์และมีโอกาสเกิดการดือ้ต่อยาท่ีใช้รักษา (6) จากปัญหาข้างต้นจึงมี

ความจ าเป็นในการเร่งค้นหาสารใหมท่ี่มีฤทธ์ิต้านมะเร็งท่ีจ าเพาะตอ่เซลล์มะเร็งมากขึน้ 

และมีความเป็นพิษลดลง เป็นต้น ปัจจบุนัได้มีการศกึษาเก่ียวกบัสารธรรมชาตทิางทะเล พบวา่สาร

สกัดจากทะเลมีฤทธ์ิในการต้านมะเร็ง ดงันัน้การหาแนวทางการรักษามะเร็งโดยใช้สารธรรมชาติ

จากทะเลจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีน่าสนใจ ซึ่งในเขตพืน้ท่ีทะเลของประเทศไทย มีการส ารวจพบ

ฟองน า้ทะเลตระกลู Verongida ท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพอย่างหลากหลาย เช่น ฤทธ์ิต้านอกัเสบ, ฤทธ์ิ

ต้านไวรัส, ฤทธ์ิต้านมะเร็ง เป็นต้น (7-11) จากการศึกษาโดยการน าโครงสร้างทางเคมีของสารท่ี

พบในฟองน า้ทะเล Aplisina aerophoba คือ Aeroplysinin-1 ไปพฒันาพบว่ามีความแรงของฤทธ์ิ

ในการต้านมะเร็งมากขึน้ (12) แต่ฤทธ์ิท่ีได้ยังไม่สามารถน าไปใช้ในทางการแพทย์ได้ ทาง

คณะผู้ วิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะพัฒนาและศึกษาฤทธ์ิของสารใหม่ท่ีได้จากการออกแบบจาก

โครงสร้าง Aeroplysinin-1 และโครงสร้างท่ีเป็นอนพุนัธ์ให้มีฤทธ์ิจ าเพาะตอ่การต้านมะเร็งมากขึน้ 

จากรายงานการศกึษาฤทธ์ิของสาร Aeroplysinin-1 ในเย่ือบเุซลล์มนษุย์เพ่ือดผูลยบัยัง้

การสร้างหลอดเลือดใหม ่(angiogenesis) พบวา่ Aeroplysinin-1สามารถยบัยัง้การเจริญเตบิโต

ของเซลล์มะเร็งได้โดยผ่านกลไกการยบัยัง้เอนไซม์ Cyclooxygenase-2 (13) ซึง่ยามะเร็งใน

ปัจจบุนัท่ีสามารถต้านมะเร็งโดยผ่านกลไกการยบัยัง้ Cyclooxygenase-2 นัน้ยงัมีไมม่าก ดงันัน้ 

คณะผู้วิจยัจงึมีความสนใจท่ีจะพฒันาสาร Aeroplysinin-1 และโครงสร้างท่ีเป็นอนพุนัธ์ให้มีฤทธ์ิ

จ าเพาะในการต้านมะเร็งมากขึน้โดยผา่นกลไกการยบัยัง้ Cyclooxygenase-2 โดยใช้โปรแกรม 

คอมพิวเตอร์ชว่ยในการจ าลองโครงสร้างและออกแบบโครงสร้างท่ีคาดวา่จะมีฤทธ์ิในการยบัยัง้

การเติบโตของเซลล์มะเร็งได้ในอนาคต
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1.2. วัตถุประสงค์ 

 

1. เพ่ือออกแบบ พฒันาและสงัเคราะห์โครงสร้างท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ Cyclooxygenase-2 

 

1.3. สมมตฐิาน 

 

1.   สารท่ีออกแบบและพฒันาสามารถจบักบัเอนไซม์ Cyclooxygenase-2 

2.   สารท่ีสงัเคราะห์มีโครงสร้างเหมือนกบัสารท่ีออกแบบในคอมพิวเตอร์ 

3.   ได้เรียนรู้ระเบียบและหลกัการของวิธีวิจยั (Research methodology) 

1.4.ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 

1. ได้เรียนรู้ระเบียบและหลกัการของวิธีวิจยั (Research methodology) 

2. ได้เรียนรู้กระบวนการออกแบบโดยใช้คอมพิวเตอร์ (Computer-aided drug design) 

3. สามารถออกแบบและพฒันาโครงสร้างสาร Aeroplysinin-1 เป็น lead compound เพ่ือ

น าไปออกแบบและพฒันาเป็นยาท่ีมีฤทธ์ิต้านมะเร็งได้ 

4. สามารถน าความรู้ท่ีได้ไปเป็นข้อมลูในการปรับเปล่ียนโครงสร้างเคมีของสารให้เหมาะสม

เพ่ือให้ได้มาซึง่คณุสมบตัใินการออกฤทธ์ิท่ีดีย่ิงขึน้ 

5.  สามารถน าองค์ความรู้ใหม่ๆไปประยกุต์ใช้ในด้านการแพทย์และด้านเทคโนโลยีชีวภาพ

ได้ 

6. เพ่ือแสดงให้เห็นถึงศกัยภาพของสารสกดัจากทะเลในการน ามาเป็นยาใหม่ รวมถึงมีส่วน

ช่วยในการกระตุ้ นให้ เห็นถึงคุณค่าและตระหนักถึงความจ าเป็นในการอนุ รักษ์

ทรัพยากรธรรมชาตจิากทะเล เพ่ือน าไปใช้ให้เกิดประโยชน์ตอ่ไป 
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บทที่2 

ทบทวนวรรณกรรม 

  
2.1. โรคมะเร็งและการรักษา 

2.1.1.โรคมะเร็ง 

 

โรคมะเร็ง เป็นโรคท่ีมีความรุนแรงและเป็นปัญหาทางสาธารณสขุท่ีส าคญั โดยสาเหตขุอง

การเกิดมะเร็งอาจเกิดจากการอกัเสบเรือ้รัง หรือพนัธุกรรม เป็นส่วนใหญ่ ซึ่งขัน้ตอนการด าเนินไป

ของโรคมะเร็งมกัใช้เวลานานโดยทัว่ไปการพฒันาของมะเร็งมี 3 ระยะหลกั คือ ระยะ Initiation ยีน

กลายพันธ์เกิดเป็นเซลล์มะเร็ง, ระยะ Promotion ยีนกลายพันธ์มีการแบ่งเซลล์เพิ่มมากขึน้ เกิด

เป็นเนือ้งอก และระยะ Progression เซลล์ปกตกิลายเป็นเซลล์มะเร็งโดยสมบรูณ์แบบ (5) 

เม่ือมีการพฒันาเป็นเซลล์มะเร็งแล้วจะมีการลดลงของกระบวนการควบคมุการแบง่เซลล์ 

ท าให้เกิดการเพิ่มขึน้ของ Growth factor และยังเพิ่มการยับยัง้ต่อกระบวนการ program cell 

death ของเซลล์ ส่งผลให้เกิดการเจริญเติบโตและเพิ่มจ านวนเซลล์ท่ีมากกว่าเซลล์ปกติ และอีก

กระบวนการท่ีส าคัญต่อการอยู่รอดของเซลล์มะเร็งคือ กระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม ่

(Angiogenesis) เพ่ือให้เลือดมาหล่อเลีย้งเซลล์มะเร็ง น าสารอาหาร ออกซีเจนมาเลีย้งเซลล์ 

รวมถึงก าจดัของเสียและคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งการเพิ่มขึน้ของกระบวนการดงักล่าวจะส่งผลเพิ่ม

การรุกรานของเซลล์มะเร็งอยา่งรวดเร็ว (14, 15) 

  
2.1.2.การรักษา 

 

การรักษาโรคมะเร็งจะมีพิจารณาการรักษาท่ีแตกต่างกนัในแตล่ะบคุคล โดยการรักษาท่ีนิยม

คือ การผ่าตดั, เคมีบ าบดั, การฉายแสง (16) โดยยาเคมีบ าบดัปัจจุบนัมีด้วยกันหลายกลุ่ม โดย

แบง่ได้จาก กลไกการออกฤทธ์ิ เชน่ 
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2.1.2.1      Antimetabolite เป็นกลุ่มท่ีมีกลไกท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการต่างๆท่ีส าคัญ

ของการเกิดมะเร็งหรือการไปรบกวนการสงัเคราะห์ DNA, RNA ด้วยกลไกท่ีหลากหลาย 

ทัง้การยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ท่ีส าคญัในการสงัเคราะห์สารทางพนัธุกรรม หรือเข้า

แทนท่ี nucleic acid จงึมีผลในการยบัยัง้การสร้าง DNA 

2.1.2.2.     DNA interactive agent เป็นกลุ่มท่ีใหญ่ท่ีสดุ และถึงเป็นกลุ่มท่ีมีความส าคญั

ท่ีสดุในกลุม่ยาต้านมะเร็งโดย จะมีการออกฤทธ์ิ ท่ีหลากหลาย 

- Alkylating agent จะมีผลในปฏิกิริยาแทนท่ีของหมู่ alkyl หรือ alkylation ของ 

DNA base เชน่ dacarbazine, procarbazine, temozolomide 

- cross-linking agent ออกฤทธ์ิโดยจับกับ DNA และมีผลท าต่อ intra-stand 

หรือ Inter-stand cross-linking ของสายDNA โดยยาท่ี มี  platinum เป็นตัว ท่ี ไปเกิด 

complex เช่ น  cisplatin, carboplatin, oxaliplatin อี ก ทั ้ง ยั ง มี ย า ใน ก ลุ่ ม  nitrogen 

mustard เช่น cyclophosphamide, ifosfamide โดยทัง้สองกลุ่มเป็นสองกลุ่มหลกัท่ีออก

ฤทธ์ิเป็น crosslink agent 

- Intercalating agent ออกฤทธ์ิโดยจับบริเวณ base pairs โดยยาในลุ่มนีคื้อยา

ในกลุ่ม  anthracyclines เช่น doxorubicin, epirubicin และยาในกลุ่ม  mitoxantrone, 

actinomycin-D 

- Topoisomerase inhibitor กลไกการออกฤท ธ์ิจะยับยั ง้ เอนไซม์ ท่ี ในการ

สงัเคราะห์สารพนัธุกรรมเพื่อการแบง่เซลล์ เชน่ยา irinotecan, etoposide 

- DNA-cleaving agent ท่ีจะออกฤทธ์ิตอ่การสงัเคราะห์ DNA  เชน่ bleomycin 

2.1.2.3.      Antitubulin agent ท่ีจะออกฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของ microtubule เช่น การ

สร้างหรือท าให้ไม่เกิดการรวมตวักนั ยบัยัง้การแยกของ nucleus และท าให้เกิดเซลล์ตาย 

โดยยาในกลุม่นีคื้อ taxanes และ vinca alkaloid (17, 18) 

 

กลุ่มยาท่ีเป็น cytotoxic agent ท่ีกล่าวมาข้างต้น จะมียับยัง้การท างานหรือการแบ่งตัว

ของเซลล์อย่างไม่จ าเพาะเจาะจง โดยท าให้เกิดผลข้างเคียงต่อเซลล์ปกติ เช่น การกดไขกระดกู , 

ผมร่วง, เป็นแผลในกระเพาะอาหารหรือคล่ืนไส้อาเจียนได้  ท าให้ความร่วมมือในการใช้ยาของ
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ผู้ ป่วยลดลง (16) รวมถึงการใช้ยามะเร็งบางชนิด อาจเกิดการไม่ตอบสนองต่อยา เช่น เกิด

กระบวนการเปล่ียนแปลงของพนัธุกรรม การขบัยาออกจากเซลล์ เป็นต้น (6) ในศตวรรษท่ีผ่านมา

จงึได้มีแนวคดิในการพฒันายาให้มีความจ าเพาะเจาะจงตอ่เซลล์มะเร็งมากขึน้ (molecular-target 

drug) (รูปท่ี 1) รวมถึงมีความจ าเพาะเจาะจงตอ่ชนิดของเซลล์มะเร็ง สง่ผลให้เกิดประสิทธิภาพใน

การรักษา และลดความรุนแรงในการเกิดผลข้างเคียงได้ โดยตวัอย่างของยาท่ีได้พัฒนามาจาก

แนวคดิดงักลา่ว เชน่ 

-   Imatinib mesylate (Gleevec1, Novartis) โดยตวัยาจะเป็นโมเลกลุขนาดเล็กท่ียบัยัง้ 

tyrosine kinase enzyme อยา่งจ าเพาะ โดยเหมาะส าหรับใช้ใน gastrointestinal stomal tumor 

และ chronic myeloid leukemia. 

-   Gefitinib (Iressa1, AstraZeneca & Teva) เป็นโมเลกลุขนาดเล็กท่ียบัยัง้ epidermal 

growth factor receptor’s (EGFR, or erbB1) tyrosine kinase domain โดยจะใช้ใน non-small-

cell lung cancer 

-   Bortezomib (Velcade1, Millenium Pharmaceuticals) เป็นโมเลกลุขนาดเล็กท่ีมี

กลไก proteasome inhibitor สง่ผลให้เกิดการ apoptosis ของเซลล์ โดยใช้ในกรณี multiple 

myeloma ท่ีดือ้ตอ่การรักษารูปแบบอ่ืน (19, 20) เป็นต้น 
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รูปท่ี 1 กลุม่ยาท่ีออกฤทธ์ิกระบวนการท่ีส าคญัตา่งๆของเซลล์มะเร็ง (21) 

 

2.2. เอนไซม์ Cyclooxygenase (COX) และการเกดิมะเร็ง 
 

จากการท่ีอกัเสบเรือ้รังเป็นสาเหตหุนึ่งในการเกิดมะเร็ง โดยกระบวนการเพิ่มการหลัง่ของ 

Reactive oxygen species สง่ผลให้ DNA เกิดความเสียหายเกิดการกลายพนัธ์ของยีนมากขึน้อีก

ทัง้ยงัมีการกระตุ้นให้เกิดการหลัง่ของ growth factor ได้แก่ epithelial growth factors (EGF) และ 

fibroblast growth factors (FGF) ท าให้ เซลล์ เกิดการแบ่งตัวเพิ่ มจ านวนท่ีผิดปกติจนอาจ

กลายเป็นเซลล์เนือ้งอกได้นัน่เอง (22) 

 

 2.2.1.เอนไซม์ Cyclooxygenase 

 

โดยเอนไซม์ Cyclooxygenase หรือ Prostaglandin H syntheses เป็นเอนไซม์ท่ี

ส า คั ญ ใ น ก ร ะ บ ว น ก า ร เป ล่ี ย น  arachidonic acid เ ป็ น  Prostaglandin โด ย 

Cyclooxygenase (COX) จ ะ มี  3 isoforms คื อ  Cyclooxygenase-1(COX-1), 

Cyclooxygenase-2(COX-2) และCyclooxygenase-3(COX-3) แต่มีเพียง COX-1 และ 
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COX-2 ท่ี เก่ียวข้องกับยาต้านอัก เสบชนิด ไม่ ใช่ส เตียรอย ด์  (non-steroidal anti-

inflammatory drug : NSAID) โดย 

-       เอนไซม์ COX-1 จะพบในสภาวะปกต ิโดยจะมีมีบทบาทเก่ียวกบัการผลิต cytoprotective 

prostaglandin ในระบบทางเดินอาหาร, ควบคุมการท างานของเกร็ดเลือดและควบคุม

การไหลเวียนเลือดท่ีไต 

-       เอนไซม์ COX-2 จะพบมากในภาวะท่ีร่างกายได้รับบาดเจ็บหรือเม่ือมีตัวกระตุ้ นท่ี

เก่ียวข้องกับการอกัเสบ แต่สามารถพบได้ในภาวะปกติของร่างกายเช่นกัน เช่น ท่ีสมอง , 

ไต, ไขกระดกู เป็นต้น 

-       เอนไซม์ COX-3 จะพบน้อย พบหลกัๆท่ีสมองและไขสนัหลงั ซึ่งยงัไม่ทราบกลไกการออก

ฤทธ์ิท่ีแนช่ดั (22, 23) 

การพัฒนายา NSAID ให้มีความจ าเพาะต่อเอนไซม์ COX-2 เพิ่มมากขึน้เพ่ือลด

ผลข้างเคียงของยา NSAID กลุ่มเก่าเก่ียวกับ GI side effect  จึงได้มีการพัฒนาเป็นยาใน

กลุ่ม COXIBs (rofecoxib, celecoxib, valdecoxib เป็นต้น) แต่ภายหลังพบว่าได้มีการ

ถอนออกจากตลาดเน่ืองจากเกิดผลข้างเคียงเก่ียวกับ cardiovascular นักวิจัยจึงได้มีการ

เบนความสนใจเก่ียวไปในฤทธ์ิของการป้องกันมะเร็งและโรคทางระบบประสาทเช่น 

Parkinson และ Alzheimer ท่ีได้มีการศกึษาหาโครงสร้างท่ีสมัพนัธ์ตอ่การออกฤทธ์ิเพิ่มมาก

ขึน้ (23) อีกทัง้ได้มีการรายงานว่า การเพิ่มขึน้ของเอนไซม์ COX-2 และมีความสมัพนัธ์ต่อ

การเกิดของมะเร็งไม่ว่าจะเป็นมะเร็งล าไส้ใหญ่ , มะเร็งกระเพาะอาหาร, มะเร็งเต้านม, 

มะเร็งปอด, มะเร็งตับอ่อน, มะเร็งหลอดอาหาร, มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ , มะเร็งต่อม

ลูกหมาก และมะเร็งหูคอจมูก (22) จะพบมากท่ีมะเร็งปอด (70%), มะเร็งเต้านม (37%), 

และมะเร็งล าไส้ใหญ่ (90%) (24, 25) 

  
2.2.2. ความสัมพันธ์ของเอนไซม์ Cyclooxygenase-2 กับมะเร็ง 

 

เอนไซม์ COX-2 จะมีผลกับการสังเคราะห์ Prostaglandin โดยมีสารตัง้ต้นเป็น 

membrane phospholipid จะถูก phospholipase A2 เปล่ียนแปลงไปเป็น Arachidonic 
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acid และ arachidonic acid จะถูกเอนไซม์ COX-1 หรือ COX-2 เปล่ียนแปลงไปเป็น 

Prostaglandin(PG) G2 ,PGH2 และถูกเอนไซม์ isomerase ท่ีจ าเพาะเจาะจงกับแต่ละ

ขัน้ตอนท่ีจะเปล่ียนเป็น PG isoform อ่ืนๆหรือ thromboxane (TX) A2 ตามล าดับ ซึ่ง

เอนไซม์ COX-1 จะเป็น constitutive enzyme หรือเอนไซม์ท่ีมีอยู่แล้วในร่างกาย แต ่

COX-2 จะเป็นแบบ inducible enzyme ,rate limiting enzyme(22)หรือเอนไซม์ท่ีต้องมี

การเหน่ียวน าจึงจะมีการเพิ่มขึน้ โดยจะถกูกระตุ้นได้จากหลายทางไมว่่าจะเป็น mitogen, 

cytokine, growth factor หรือ tumor promoter (24, 26) โดยเม่ือมีการเปล่ียนแปลงยีน, 

growth factor หรือ tumor promoter จะเกิดการกระตุ้นของ RAS หรือ protein kinase C 

(PKC) signaling เพิ่มขึน้และจะส่งผลให้เกิดการเพิ่มขึน้ของ mitogen-activated protein 

kinase (MAPK) มีผลท าให้เกิดการเพิ่มการสร้างเอนไซม์ COX-2 ท่ีเพิ่มขึน้ (รูปท่ี 2) 

การเพิ่ ม ขึ น้ ของเอน ไซ ม์  COX-2 ท่ี ม ากกว่าปกติ จะ มีผล เพิ่ มการส ร้าง 

Prostaglandin E2 โดย PGE2 เป็น prostanoid ท่ีพบมากใน epithelial malignancies 

เน่ืองจาก PGE2 สามารถกระตุ้ นการเจริญของเนือ้งอกรวมถึงมีผลเก่ียวข้องกับการ

ตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนัและ angiogenesis (26, 27) 
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รูปท่ี 2 กระบวนการกระตุ้นการเพิ่มขึน้ของเอนไซม์ COX-2 ในเซลล์มะเร็ง (26) 

  
2.2.3. ฤทธ์ิ Anti-angiogenesis 

 

ความสามารถในการสร้างหลอดเลือดใหม่หรือ angiogenesis เป็นกระบวนการ

ส าคญัในการเจริญเติบโตและเเพร่กระจายของมะเร็ง โดย Vascular endothelial growth 

factor A (VEGF) เป็นตัวกระตุ้ นให้ เกิดการ angiogenesis เม่ือมีการจับกับ  VEGF 

receptor (VEGFR) บนเซลล์เย่ือบุหลอดเลือด ซึ่งในศตวรรษท่ีผ่านมาได้มีความสนใจใน

การพัฒนายาท่ีออกฤทธ์ิผ่านกระบวนการนี ้เช่น ยา bevacizumab และต่อมาได้มีการ

พัฒ นายาท่ีออกฤท ธ์ิยับยั ง้  tyrosine kinase  เช่น  anxitinib, sunitinib ซึ่ งพบว่า มี

ประสิทธิภาพในการรักษามะเร็ง แตย่งัคงมีการเกิด angiogenesis ได้อยู่ถึงแม้จะมีให้ใช้

ยาท่ียับยัง้ VEGFR   ซึ่งยังไม่ทราบถึงกระบวนการท่ีแน่ชัด แต่พบว่าการเพิ่มขึน้ของ 

PGE2 มีผลสัมพันธ์กับการเกิด VEGFR-independent angiogenesis ในเซลล์มะเร็ง

ล าไส้และมะเร็งเต้านม ดงันัน้การยบัยัง้การเพิ่มขึน้หรือการยบัยัง้การออกฤทธ์ิของ COX-2 

จึงเป็นท่ีสนใจในการพัฒนายาเพ่ือเป้าหมาย ยับยัง้การเกิด VEGFR-independent 

angiogenesis  (25,28) 
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รูปท่ี 3 ความสมัพนัธ์ของเอนไซม์ COX-2 กบั PGE2 และ Angiogenesis (29) 

 

 

  

รูปท่ี 4 การยบัยัง้เอนไซม์ COX-2 ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการ angiogenesisและmetastasis (30) 

  

2.2.4. การใช้ Selective COX-2 ในการป้องกันและรักษามะเร็ง 

 

ก า ร ใ ช้  Selective COX-2 inhibitors ใ น ผู้ ป่ ว ย  Familial adenomatous 

polyposis (FAP) ท่ีเป็นโรคทางพันธุกรรมท่ีพบ < 1:10,000 คน ท่ีจะพบการเพิ่มจ านวน

ของเซลล์เนือ้งอก (polyps) ใน colon, rectum และ duodenum  ซึ่งผู้ ท่ีมีการเกิด FAP 
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ทุกคนจะมีการพัฒนาไปเป็น colorectal cancer โดยมีการศึกษาเพ่ือดูผลในการยับยัง้

การเจริญเติบโตของ colorectal adenomatous polyps จากการให้ Celecoxib ขนาด 

400 mg วันละ 2 ครัง้เป็นเวลา 6 เดือน ผลการศึกษาพบว่า Celecoxib สามารถลด

จ านวนการเกิดของ colon polyps ได้อยา่งมีนยัส าคญั , ลดจ านวนและขนาดของเนือ้งอก

ลงได้ 40-60% และสามารถยับยัง้การเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ในระยะเร่ิมต้นได้ อีกทัง้ในปี 

2003 ส านกังานคณะกรรมการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาได้มีการอนมุตัใิห้มี

การใช้ celecoxib 800 mg ต่อวนัในการในการป้องกันการเกิดมะเร็งล าใส้ใหญ่ และใน

ประเทศญ่ีปุ่ นในปี 2007 (31-33) แต่ผลข้างเคียงท่ีพบเม่ือใช้ในระยะยาวพบว่ายา 

celecoxib มีผลเพิ่มความเส่ียงและความรุนแรงของ โรคทางหวัใจและหลอดเลือด จึงมี

การก าหนดข้อห้ามใช้ยานีใ้นผู้ ป่วยท่ีมีการผ่าตัดท าทางเบี่ยงหลอดเลือดหัวใจ(34,35) 

และในปี 2012 พบว่าได้มีการถอนตัวยา celecoxib ส าหรับข้อบ่งใช้ในการรักษา FAP 

เน่ืองจากการศึกษา post marketing พิจารณาเก่ียวกับ risk และ benefit พบว่าข้อมูลท่ี

ได้ไมช่ดัเจน และมีความเส่ียงในการใช้มากกวา่ประโยชน์ (36-38) 

  
2.3. ต าแหน่งออกฤทธ์ิของเอนไซม์ COX-2 
 

ต าแหนง่ท่ีออกฤทธ์ิของเอนไซม์ Cyclooxygenase มีลกัษณะ Hydrophobic โดยสว่น

ของ arachodonate binding site จะจบับริเวณสว่นบนของ receptor ในบริเวณ Arg-120 และ 

Tyr-385 โดยต าแหนง่ Ser-530 ท่ีอยู่บริเวณกลางของ receptor จะเป็นท่ีจบัและเกิด acetylation 

โดยความแตกตา่งระหว่าง enzyme COX-1 และ COX-2 คือ COX-2 จะมี valine ท่ีต าแหนง่ 523 

แทน isoleucine ท่ีมีสว่นโครงสร้างรบกวนมาก (steric) ท าให้ enzyme COX-2 มี pocket site 

มากกวา่ COX-1 การพฒันายาจงึสนใจในการพฒันาโครงสร้างท่ีจ าเพาะตอ่บริเวณนีเ้พิ่มมากขึน้ 

และนอกจากนัน้ยงัมีความแตกตา่งเชน่เดียวกนัในต าแหนง่ 434 และการท่ีเปล่ียน Ilu ไปเป็น Val 

มีผลท าให้ Phe-518 ท่ีอยูบ่ริเวณใกล้เคียงมีการบิดออกจาก cavity และนอกจากการเปล่ียนชนิด

ของ amino acid จะมีผลตอ่ลกัษณะของ drug-binding site แล้ว ยงัมีผลตอ่ลกัษณะทางเคมีอีก
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ด้วย โดยการเปล่ียน จาก Histidine-513 ใน COX-1 ไปเป็น arginine ใน COX-2 ยงัมีผลตอ่ความ

มีขัว้ของจดุท่ีเอนไซม์จบักบัสาร  

 

รูปท่ี 5 ต าแหนง่ออกฤทธ์ิเอนไซม์ Cyclooxygenase-2 ท่ีแตกตา่งกบั Cyclooxygenase-1 (23) 

  
จากการศกึษาท่ีได้มีการพิจารณา X-ray structures ของเอนไซม์ COX-2 ท่ีมีการจบักบัสาร COX-

2 inhibitor เช่น Flurbiprofen, Indomethacin, Diclofenac และ SC-558 ซึ่งผลท่ีได้ออกมาตาม

รูปท่ี 6 โดยจะพบว่าการจบัของโมเลกุลต่างๆจะจบักับ amino ท่ีแตกต่างกัน ซึ่งบริเวณออกฤทธ์ิ

แบง่ออกเป็น 3 cavities คือ cavities A, B, C 

โดยการพฒันาแต่ละโมเลกุลก็จะมีความแตกต่างของการจับกับต าแหน่งออกฤทธ์ิท่ีแตกต่างกัน 

เชน่ 

-       บ ริ เวณ ท่ี ห มู่  carboxylate ข อ ง โม เล กุ ล  flurbiprofen, indomethacin แ ล ะ  ห มู ่

trifluoromethyl ของโมเลกุล SC-558 จับบริเวณ  Cavity B ท่ีประกอบด้วย Leu531, 

Val116, Val349, Leu359 และ Tyr355 

-       หมู่  sulphonamide ของ SC-558 จะจับกับ  cavity C บ ริเวณ ของ Val523 Phe518, 

Leu352, Val523, Ser353 และ Tyr 355 เพิ่มขึน้ 
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รูปท่ี 6 การจบัของ Flurbiprofen, Diclofenac, Indomethacin และ SC-558 กบัเอนไซม์ COX-2 

(39) 

 

โดยโมเลกุล  SC-558 จัดว่ามี  Selectivity ต่อ COX-2 มากท่ีสุด ด้วยโครงสร้างท่ี มี 

bromophenyl ring จะจับกับ cavity A บริเวณต าแหน่ง hydrophobic แบบ indomethacin และ 

flurbiprofen ส่วนหมู่ fluoromethyl group จะจับกับ Arg120 และ 1 อะตอมของ fluorine จะจับ

กั บ  hydrophilic region อี ก ทั ้ง ส่ ว น  nitrogen ข อ ง ว ง  pyrazole แ ล ะ  aromatic ท่ี มี ห มู ่

phenylsulphonamide จะจับบริเวณ hydrophobic แต่หมู่ของ sulphonamide จะจับกับบริเวณ 

hydrophilic region และสามารถเกิด hydrogen bond กับ nitrogen ของ Gln192 อีกทัง้ oxygen 

บนหมู ่sulphonamide สามารถเกิด hydrogen bond กบั nitrogen ของ Phe518 ได้  
 

 

  

1 

 

2 

 

3 

 
4 
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2.4. Aeroplysinin-1 
 

Aeroplysinin-1 เป็นหนึ่งในสาร secondary metabolite ท่ีพบในฟองน า้ Order verogida 

ท่ี ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  4 families คื อ  Aplysinidae, Ianthellidae, Aplysininellidae แ ล ะ  

Pseudoceratinidae โดย ใน  order นี จ้ ะ มี ก ารผลิ ต สาร  secondary metabolite ใน รูป ของ 

bromotyrosine ท่ีประกอบด้วย อนุพัน ธ์ของ bromotyrosine, dibromo verongilquinol และ 

aeroplysinin-1 ท่ีใช้ในการป้องกันการรุกรานจากสิ่งมีชีวิตอ่ืน โดยสาร aeroplysinin-1 จะมีส่วน

ข อ ง  chiral carbon ท า ใ ห้ ส า รดั ง ก ล่ า ว มี  2 enantiomer คื อ  levorotatory enatiomer((-)-

aeroplysinin-1) ท่ีสกัดได้จาก Lanthella ardis และในรูปของ dextrorotatory enatiomer ((+)-

Aeroplysinin-1) สกัดมาได้จาก Aplysina aerophoba  โดยจากการศึกษาของคุณสมบัติพบว่า

โครงสร้างท่ีคงตัวท่ีสุดอยู่ในรูปของ (+)-Aeroplysinin-1 ผู้ วิจัยจึงสนใจศึกษางานวิจัยอ่ืนๆท่ี

เก่ียวข้องกบัอนพุนัธ์ของ (+)-Aeroplysinin-1 เพ่ือน าไปพฒันาโมเลกลุดงักลา่วตอ่ไป 

  

รูปท่ี 7 แสดงโครงสร้างของ Aeroplysinin-1 (10) 

 

จากการศกึษาพบว่าสาร (+)-Aeroplysinin-1 มีฤทธ์ิในการยบัยัง้แบคทีเรียได้แก่ Bacillus cereus, 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus, Vibrio anguillarum, Flexibacter sp. และ 

Moraxella sp. แตไ่มไ่ด้แสดงผลในการยบัยัง้ของเชือ้แกรมลบ (10) และพบวา่สารนีย้งัมีฤทธ์ิใน

การยบัยัง้การเจริญของเชือ้ไวรัส HIV-1 โดยยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ reverse transcriptase 

และ RNA-DNA polymerase (40) 

สาร Aeroplysinin-1 ยังแสดงผลต่อการอักเสบ จากการศึกษาในหลอดทดลองโดยใช้ 

human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) และ human monocytic leukemia cell line 

(THP-1) พบว่าการใช้ (+)-aeroplysinin-1 มีผลตอ่ขัน้ตอนท่ีส าคญัของการอกัเสบ โดยจะพบว่าใน
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เซลล์ของ HUVEC ท่ีได้รับ 10–20 µM ของ (+)-aeroplysinin-1 พบว่ามีการลดลงของการสร้าง

โปรตีน  monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), thrombospondine-1 (TSP-1),  และ 

cyclooxygenase 2 (COX-2) ท่ี เป็นสารท่ีก่อให้ เกิดการอักเสบ รวมถึงยังมีการลดลงของ 

interleukin 1 alpha (Il-1 alpha)และ matrix metalloproteinase 1 (MMP-1) (10) 

น อกจ าก นี ้ (+)-aeroplysinin-1 นี ้ยั ง มี ผ ล ยั บ ยั ้งม ะ เ ร็ ง โด ย ก ระบ วน ก า ร  Anti-

angiogenesis อย่างมีประสิทธิภาพ ในการทดสอบใน bovine aortic endothelial cell (BAEC) 

ซึ่ง สารนีจ้ะเหน่ียวน าให้เกิดการ late apoptosis ซึ่งแสดงให้เห็นว่าส่งผลต่อ intrinsic apoptotic 

pathway และยังพบว่า aeroplysinin-1 สามารถยับยัง้กระบวนการอ่ืนๆของ angiogenesis 

รวม ถึ ง มี ก า รศึ ก ษ าใน เซล ล์ ห ลอด เลื อด ขอ งม นุ ษ ย์ ทั ้ง  microvascular (HMEC) แล ะ

macrovascular (EVL-2และ RF-24) (13) 

ซึ่งจากงานวิจัยต่างๆพบว่า  (+)-aeroplysinin-1 เป็นสารท่ีมีศักยภาพดีในการยับยัง้

กระบวนการ angiogenesis   (10,13,41) ซึ่งต่อมาได้มีการศกึษาอนพุนัธ์ของ (+)-aeroplysinin-1 

(41) เพ่ือดูฤทธ์ิความจ าเพาะต่อฤทธ์ิ anti angiogenesis มากกว่า ฤทธ์ิ cytotoxicity ซึ่งผลจาก

การพฒันาโครงสร้างของอนุพนัธ์พบว่ามีอนุพนัธ์ 2 กลุ่มคือ Spiroepoxycyclohexadienones(±) 

และ aromatic โดยจะพิจารณาความจ าเพาะตอ่การยบัยัง้การสร้างหลอดเลือดใหม่ และ ลดฤทธ์ิท่ี

เป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxic activities) โดยจะมีการน าสารอนุพันธ์มาสังเคราะห์เพ่ือดูค่า

อัตราส่วนระหว่าง ความเข้มข้นของยาท่ียับยัง้การเจริญ เติบโตของเซลล์ Bovine aortic 

endothelial cell ได้ 50% (IC50: cytotoxic assay) เทียบกับ ความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสุดท่ีไม่มีการ

สร้างหลอดเลือดใหม(่MIC: sprouting inhibition assay)  
 

 

รูปท่ี 8 แสดงโครงสร้าง Spiroepoxycyclohexadienones (±) และ Aromatic analogues 
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ส าหรับการพฒันาอนพุนัธ์ในกลุ่มของ aromatic พบว่าโครงสร้างหลกัท่ีส าคญัตอ่การออกฤทธ์ิท่ีมี 

R2 เป็น aldehyde และ R1 เป็นหมู่ hydroxyl คือ โครงสร้างท่ี 4 หาก ไม่มีหมู่แทนท่ี -OMe  หรือไม่

มีหมู ่–Br พบวา่ฤทธ์ลดลงและมีพิษตอ่เซลล์เพิ่มมากขึน้ โครงสร้าง 4 จงึเป็นโครงสร้างท่ีพบวา่ออก

ฤทธ์ิได้ปานกลางและพิษต่อเซลล์ลดลง แต่ผลท่ีมีการยับยัง้การเกิดของหลอดเลือดท่ีดีท่ีสุดคือ

โครงสร้างท่ีมีแทนท่ี R1 ด้วย Benzylic group มีผลป้องกัน หมู่ Phenolic และหมู่ oxazolone บน

ต าแหนง่ R1 ท าให้เพิ่มฤทธ์ิ Anti-angiogenesis เพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบั aeroplysinin-1 มากท่ีสดุ 

จากข้อมูลท่ีกล่าวถึงยาท่ีออกฤทธ์ิ anti-angiogenesis ในปัจจุบัน พบว่ายังเกิดการดือ้ 

หรือเกิด VEGFR-independent angiogenesis ประกอบกับข้อมูลการพัฒนาโครงสร้างเพ่ือเพิ่ม

ฤทธ์ิ Anti-angiogenesis ทางผู้วิจยัจึงได้น าอนพุนัธ์ของ Aeroplysinin-1 ท่ีเป็นกลุ่มของ Aromatic 

analogue  มาออกแบบและพัฒนาเพ่ือให้ได้สารท่ีออกฤทธ์ิในการยับยัง้ COX-2 receptor ท่ี

จ าเพาะเจาะจงเพิ่มมากขึน้ 

 

2.5 การประยุกต์ใช้คอมพวิเตอร์ในการออกแบบยา (Computer-Aided Drug 

Design) 
 

         คอมพิวเตอร์สามารถช่วยในการค้นพบการออกแบบและการพัฒนาตวัยา มีบทบาท

ส าคญัอย่างมากในวงการแพทย์และเภสชักรรมในการผลิตตวัยา ซึง่ไมเ่พียงเพิ่มโอกาสท่ีจะประสบ

ความส าเร็จในการผลิตตวัยาออกสู่ตลาดยงัเป็นการช่วยลดระยะเวลา งบประมาณ และการใช้

สัตว์ทดลองอีกด้วย การวิจัยทางเภสัชกรรมคอมพิวเตอร์ได้เข้ามามีบทบาทอย่างมากใน

กระบวนการคดิค้นเพ่ือให้ได้ตวัยาใหม่ๆ  ให้ทนัตอ่สภาวการณ์ในยคุปัจจบุนั 

         งานวิจยัสารผลิตภณัฑ์ธรรมชาติ(natural product) มีแนวโน้มท่ีจะขยายตวัสงูขึน้เร่ือยๆ

และมีบทบาทส าคญัในงานวิจยัทางชีวภาพหลายแขนง เน่ืองจากความหลากหลายทางชีวภาพ

ของพืชหรือสิ่งมีชีวิตแถบเมืองร้อน ส่งผลให้เกิดสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติท่ีมีคุณสมบตัิน่าสนใจ

มากมาย ซึ่งโดยส่วนใหญ่งานวิจยัทางสารผลิตภณัฑ์ธรรมชาติมีจดุประสงค์ในการพฒันาเป็นสาร

ออกฤทธ์ิท่ีน่าสนใจ เช่น การต้านมะเร็ง การต้านจุลชีพหรือลดอาการไม่พึงประสงค์ ซึ่งปัญหาท่ี

ส าคญัอย่างยิ่งในการพัฒนาสารผลิตภัณฑ์ธรรมชาติจ าเป็นต้องอาศยัข้อมูลระดบัเชิงลึกระดบั
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โมเลกุล ได้แก่ การระบุโมเลกุลตัวจับเป้าหมายของสาร  (molecule target receptor) พร้อมทัง้

กลไกการออกฤทธ์ิของสารดงักล่าว จัดเป็นขัน้ตอนท่ีค่อนข้างใช้เวลานานและใช้งบประมาณสูง 

หนึ่งในวิธีการลดปัญหาดงักล่าว คือ การประยุกต์ข้อมูลทางชีวสารสนเทศ(bioinformatics) และ

เทคนิคการใช้คอมพิวเตอร์ช่วย (computer-aided techniques) ควบคูไ่ปกบัผลการทดลองด้วยวิธี

ทางชีวเคมี (biochemical technique) จึงเป็นทางเลือกท่ีมีการให้ความสนใจ เน่ืองจากใช้ต้นทุน

คอ่นข้างต ่าอีกทัง้ยงัสามารถใช้ในการจ าลองการจบัของสารกบัต าแหน่งเอนไซม์ เพ่ือช่วยคดักรอง

กลุม่โมเลกลุตวัจบัได้และมีประสิทธิภาพ (42) 

 

     2.5.1 Molecular modeling และ Docking study 

 

งานวิจยัแบบจ าลองโมเลกลุ (Molecular modeling) เป็นการน าเอาคอมพิวเตอร์

มาใช้ในการศึกษาทางทฤษฎี ซึ่งเป็นการค านวณโครงสร้างและสมบตัิต่างๆของโมเลกุล

โดยอาศยัหลกัการท่ีว่าคณุสมบตัิท่ีค านวณได้นีข้ึน้กบัโครงสร้าง 3 มิตขิองโมเลกลุ ผลการ

ค านวณท่ีได้จากการศึกษาทางเคมีเชิงคอมพิวเตอร์ ช่วยท านายผลการทดลองใน

ห้องปฏิบตัิการ และเป็นการอธิบายในระดบัโมเลกลุรวมถึงการท านายผลการทดลองท่ีไม่

สามารถท าได้ห รือท าได้ยากในห้องปฏิบัติการโดย molecular modeling ท่ี ใช้ ใน

การศกึษาการจบักนัของยาเรียกวา่ Docking  
 

    2.5.2. โปรแกรม Autodock 

 

         เป็นโปรแกรมหนึง่ท่ีใช้ในการท า docking โดยจะท าการค้นหาโครงสร้างสามมิติ

ของยาท่ีสามารถจบักันกับเป้าหมายได้ดีท่ีสุดโดยพิจารณาจากค่าพลงังาน เช่น binding 

energy ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้ในการออกแบบโมเลกุลใหม่เพ่ือให้มีคุณสมบัติตาม

ต้องการ เช่น การออกแบบโมเลกลุของยา (drug design) ซึ่งเป็นการศกึษาการเข้ายึดจบั

กันและศึกษาอนัตรกิริยาระหว่างโมเลกุลยากับต าแหน่งท่ียาออกฤทธ์ิ (active site) ของ

โมเลกุลเป้าหมาย (เช่น DNA Protein และ Enzyme) และวิธีการศึกษาความสัมพันธ์

ระหว่างโครงสร้าง 3 มิติของโมเลกุลยากับการออกฤทธ์ิ (3D quantitative structure-
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activity relationships, 3D QSAR) (43) โดยท่ีวัตถุประสงค์ของ Molecular docking คือ 

ท านายลักษณะการวางตัวของสารเม่ือจับกับโมเลกุลเป้าหมาย แล้วค านวณหาค่า

พลงังานการจบัระหว่างสารกบัโมเลกลุเป้าหมายนัน้โดยค านวณจากทกุพนัธะท่ีเก่ียวข้อง

จากนัน้น าคา่พลงังานการจบัท่ีค านวณได้มาเรียงล าดบั โดยท่ีคา่พลงังานการจบัต ่าสดุจะ

เป็นคา่การจบัระหวา่งสารกบัโมเลกลุเป้าหมายท่ีเสถียรท่ีสดุ (44) 
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บทที่ 3 

วธีิการด าเนินการวิจัย 

 

3.1 อุปกรณ์และสารเคมีในการท าวิจัย 

3.11. โปรแกรมคอมพวิเตอร์ 

 

1.  AutoDockTools-1.5.6 

            2. Chem3D Ultra 8.0 

 

3.1.2. อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 

           1.  Nuclear Magnetic Resonance (300 MHz)  13. Test tubes + Rack   

           2. Ultraviolet Radiation     14. Syringes 

        (UVGL-58, Handheld UV Lamp, USA)                     

           3. Column chromatography (CC)                          15. Round bottom flasks 

           4. Thin layer chromatography (TLC)   16. Parafilm 

           5. Rotary evaporator (R-210, BUCHI, Switzerland)       17. Forceps 

           6. TLC Silica gel 60 F254                                          18. Plaster pipette 

           7. Beakers       19. Funnel 

           8. Cylinders                                                              20. Magnetic bars 

           9. Stand Clamps                                                     21. ขวดยาหมอ่ง 

           10. Watch Glasses                                              22. CapillaySpot TLC 

           11. Droppers, ลกูยาง                                               23. Magnetic stirrer 

           12. กระดาษกรอง                                                        
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3.1.3 สารเคมี 

 

1.3-(Trifluoromethyl) aniline>99% (SIGMA-ALDRICH Ltd., USA) 

2. 3, 5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (SIGMA-ALDRICH Ltd., USA) 

3. Tert-Butyl Hydroperoxidesolution , TBH70X (SIGMA-ALDRICH Ltd., USA) 

4. Silica gel 60 (0.063-0.200 mm) (Merck Ltd., Germany) 

5. Ethyl acetate (Ajax Finechem Pty Ltd., Australia] 

6. Copper sulfate (Merck Ltd., Germany) 

7. Hexane (LAB-SCAN Ltd., Thailand) 

8. Methyl alcohol, Anhydrous (Mallinckrodt Ltd., USA) 

         9. Dichloromethane (Fisher Scientific Ltd., UK)  

        10. Sodium chloride (CARLO Erba Ltd., Italy)  

        11. Sodium sulphate anhydrous crystals (CARLO Erba Ltd., Italy)  

 

3.2 วิธีการทดลอง 

     3.2.1 ศึกษาและออกแบบโครงสร้างยาโดยใช้คอมพวิเตอร์ช่วย 

 

1. เลือก Lead compound ท่ีต้องการพฒันาและออกแบบโครงสร้างสารใหม่ 

2. วาดโครงสร้างทางเคมีของสาร Aeroplysinin-1 และอนพุนัธ์ให้อยูใ่นโครงสร้างทางเคมีรูปแบบ 

สามมิต ิโดยใช้โปรแกรม Chem3D Ultra 8.0 บนัทกึไฟล์เป็น .pdb 

3. เตรียมโครงสร้างทางเคมีของสาร Aeroplysinin-1และโครงสร้างท่ีอนพุนัธ์ท่ีต้องการศกึษา 

4. ท าการดาวน์โหลดโครงสร้างทางเคมีแบบสามมิตขิองเอนไซม์ Cyclooxygenase-2 

(1CX_2.pdb) จาก Protien Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/.) และท าการตดั Ligand ท่ี

จบัอยู่กบัโปรตีน ท่ีได้มีการรายงานในข้อมลูของโปรตีนใน RCSB และบนัทกึไฟล์ .pdb   

5. ท าการจ าลองโครงสร้างสามมิตขิองสารและ 1CX-2 โดยใช้โปรแกรม AutoDockTools-1.5.6 

โดยมีขัน้ตอนการท างานของโปรแกรมดงันี  ้

http://www.rcsb.org/pdb/
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5.1 น าโครงสร้างทางเคมีในลกัษณะสามมิตขิองสาร Aeroplysinin-1 (สมมตเิป็นของ A1.pdb) มา

ท าให้อยูใ่นรูปไฟล์ .pdbqt มีขัน้ตอน ดงันี ้

 

                      5.1.1 เปิดโปรแกรม AutoDockTools-1.5.6 

                      5.1.2 เข้าไปท่ีเมน ูFile จากนัน้ไปท่ี Read Molecule เลือกไฟล์ 1CX2_free.pdb 

                      แล้ว open 

                      5.1.3 เตมิอะตอมไฮโดรเจน กด Edit เลือก Hydrogen กด Add แล้ว OK 

                      5.1.4 คลิกชอ่ง Show/Hide ของ 1CX2_free ให้ขึน้สีขาว 

                      5.1.5 เข้าไปท่ีเมน ูLigand เลือก Input แล้ว Open ไฟล์ A1.pdb เลือก Open 

                      แล้ว OK 

                      5.1.6เข้าไปท่ีเมน ูLigand เลือก Torsion Tree แล้ว Detect Root 

                      5.1.7 ด ูNumber or rotatable bonds โดยไปท่ี Ligand เลือก Torsion Tree 

                      แล้วเลือก Choose Torsions 

                      5.1.8 ด ูNumber of Active Torsions โดยไปท่ี Ligand เลือก Torsion Tree แล้ว 

                      Set Number of Torsions 

                      5.1.9 เข้าไปท่ีเมน ูLigand เลือก Torsion Tree แล้วเลือก Show/Hide Root 

                      Marker 

                      5.1.10 บนัทกึไฟล์จาก A1.pdb ให้เป็น A1.pdbqt โดยไปท่ี Ligand เลือก 

                                 Output แล้วกด Save as PDBQTจะได้ไฟล์เป็น A1.pdbqt 

                      5.1.11 คลิกช่อง Show/Hide ของ A1 ให้ขึน้สีขาว 

                      5.1.12 เข้าไปท่ีเมน ูFlexible Residues เลือก Input แล้วกด Choose 

                     Macromolecule เลือกไฟล์1CX2_free เลือก Select Molecule กด Yes 

                     กด OK 

                      5.1.13 เข้าไปท่ีเมน ูSelect เลือก Select from String กด Clear formป้อน 

                                 ข้อมลูต าแหนง่โปรตีนของเอนไซม์ลงไปในชอ่ง Residue โดยป้อนข้อมลู 

                                 เข้าไปทีละชนิดแล้วกด Add หลงัจากป้อนข้อมลูต าแหนง่โปรตีนของ 
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                                 เอนไซม์ครบ กดDismiss 

                      5.1.14 ด ูNumber of rotatable bonds โดยไปท่ี Flexible Residues เลือก 

                                 Choose Torsions in Currently Select Residues กด Close 

                      5.1.15 เข้าไปท่ีเมน ูFlexible Residues เลือก Output กด Save Rigid PDBQT 

                        ตัง้ช่ือไฟล์วา่ 1Cx2_rigid.pdbqt กด Save 

                      5.1.16 เข้าไปท่ีเมน ูEdit กด Delete แล้ว Delete Molecule เลือก 1CX2_free 

แล้ว Delete Molecule กด Continue กด Dismiss 

 

               5.2 เตรียมพารามิเตอร์ส าหรับAutoGrid 

                      5.2.1 เลือกMacromoleculeซึง่เป็นไฟล์ .pdbqtโดยไปท่ี Grid เลือก 

                      Macromolecule แล้ว Open เลือก 1CX2_rigid.pdbqt แล้ว Open กด 

                      Yes กด OK 

   5.2.2 เข้าไปท่ีเมน ูGrid เลือก Set Map Types แล้ว Choose Ligand เลือก A1 

                      กด Select Ligand 

   5.2.3 เข้าไปท่ีเมน ูGrid เลือก Set Map Types แล้ว Directlyเลือก Set Map 

                     Types เตมิ N ต าแหนง่ท่ี 4 

5.2.4 ก าหนดขนาดของแผนท่ีกริด (Grid Map) ท่ีต้องการ โดยไปท่ี Grid Box ตัง้ 

                      คา่ใน Grid Options โดยก าหนดพารามิเตอร์ เม่ือเสร็จแล้วให้ไปท่ี File กด 

                      Close saving current 
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รูปท่ี 9 แสดงการตัง้คา่พารามิเตอร์เพ่ือก าหนดขนาดของพืน้ท่ี 

 

   5.2.5 บนัทกึเป็นไฟล์ .gpfโดยไปท่ี Grid เลือก Output กด Save GPF ตัง้ช่ือไฟล์ 

                      วา่ 1CX2.gpf กด Save 

   5.2.6 เข้าไปท่ีเมน ูGrid เลือก Edit GPF กด OK 

   5.2.7 เข้าไปท่ีเมน ูRun เลือก Run AutoGridแล้ว Launch รอโปรแกรม run เม่ือ 

                      โปรแกรมท าการrun เสร็จสิน้ให้กด OK 

 

    5.3 เตรียมพารามิเตอร์ส าหรับ Autodock 

   5.3.1 เปิดMacromoleculeซึง่เป็นไฟล์ .pdbqtท่ีเตรียมไว้ โดยไปท่ี Docking 

     เลือกMacromolecule กด Set Rigid Filename เลือก 1CX2_rigid.pdbqt 

     กด Open 

   5.3.2 เปิด Ligand ซึง่เป็นไฟล์ .pdbqt ท่ีเตรียมไว้โดยไปท่ี Dockingเลือก 

     Ligand ไปท่ี Choose เลือกA1 แล้ว Select Ligand กด Accept 

   5.3.3 ก าหนดพารามิเตอร์ตา่งๆ โดยไปท่ี Dockingเลือก Search Parameters 

                      ไปท่ี Genetic Algorithm แล้วก าหนดคา่พารามิเตอร์ดงัรูปท่ี 10 เม่ือก าหนด 
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                      คา่พารามิเตอร์เสร็จสิน้แล้ว ให้กด Accept 

 

รูปท่ี 10 แสดงการตัง้คา่พารามิเตอร์ส าหรับการ Docking molecule 

 

   5.3.4 บนัทกึไฟล์เป็น Lamarckian GA จะได้ไฟล์ประเภท .dpf โดยไปท่ี 

                      Docking เลือก Output ไปท่ี Lamarckian GA ตัง้ช่ือไฟล์วา่ A1.dpf กด 

                      Save 

 

    5.4 ท าการ Docking Molecule ผลลพัธ์ท่ีได้จะเป็นไฟล์ .dlg (โดยอตัโนมตัิ) โดย 

    ท าดงันี ้Run แล้วRun AutoDock เลือก Launch รอ run เม่ือโปรแกรมท า 

    การ Run เสร็จสิน้ ให้กด OK 

 

            5.5 วิเคราะห์ผลจากการศกึษา Docking Molecule 

   5.5.1 เข้าไปท่ีเมน ูAnalyze เลือก Dockings แล้ว Open เลือกไฟล์ A1.dlg กด 

                      Open หน้าจอจะปรากฏ A1-2 ให้กด OK 

          5.5.2 เข้าไปท่ีเมน ูAnalyze เลือก Macromolecule กด Choose เลือก 

          1CX2_rigid แล้วกด Select Macromolecule 

                      5.5.3 เข้าไปท่ีเมน ูAnalyze เลือก Conformations กด Play, ranked by energy 
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รูปท่ี 11 แสดงข้อมลูคา่ binding energy ของแตล่ะconformation 

 

       5.5.4 เลือกคา่ binding energy ของ conformation ท่ีมีคา่มากท่ีสดุ (มีคา่ตดิลบ 

                      มากท่ีสดุ) น ามาทดลองในห้องปฏิบตัิการ 

 

3.2.2 การสังเคราะห์ยาใหม่ 

 

          การสงัเคราะห์สารใหมท่ี่ได้จากการออกแบบมีขัน้ตอนดงันี  ้

3.2.2.1 ชัง่สาร 3-(Trifluoromethyl) aniline, Copper sulfate และ 3, 5-Dibromo-2- 

             Hydroxy-4-methoxybenzaldehyde ใสล่งไปใน round bottom Flask 

3.2.2.2 เตมิสาร Tert-Butyl Hydroperoxide Solution (TBHP) ลงไป 

3.2.2.3 ท าปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิห้อง นาน 3 ชัว่โมง และใช้ Magnetic stirrer คนตลอดเวลา 

3.2.2.4 ท าการสกดัแยกสารด้วย Ethyl acetate 

3.2.2.5 น าสารท่ีแยกได้ไปท าให้บริสทุธ์ิด้วย column chromatography และ  

             Preparative TLC plate 

3.2.2.6 ตรวจสอบความบริสทุธ์ิของสารด้วย TLC โดยใช้ system ท่ีมี Methanol:  
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Ethyl acetate: Hexane = 1: 1: 4 และน าไปดกูารดดูกลืนแสงภายใต้ UV lamp 

ท่ี 254 และ 365 nm 

จดุ A คือ 3-(Trifluoromethyl) aniline, จดุ B คือ 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-

methoxybanzaldehyde และจดุ C คือ product 

 

รูปท่ี 12 ต าแหนง่ของสารท่ีแยกได้ บนแผน่ TLC 

 

3.3.3 วิเคราะห์หาโครงสร้างและพสูิจน์เอกลักษณ์ของสารท่ีได้ 

 

3.3.3.1 ท าการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Nuclear Magnetic Resonance (NMR) 

             เคร่ือง NMR เป็นเคร่ืองมือท่ีใช้วิเคราะห์โครงสร้างของสาร ในรูปสเปคตรัมของ  

                        1H และ 13C ใน 1D-NMR และสเปคตรัมแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่ง 1H -1H  

                        และ 1H - 13C ใน 2D-NMR ใช้ส าหรับยืนยนัความใกล้เคียงของสารตวัอยา่งกบั 

                        สารมาตรฐานได้ 
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บทที่ 4 

ผลการวจิัย 

 

4.1. Lead Identification  

 

จากการทบทวนวรรณกรรมเก่ียวกบัสารท่ีมีฤทธ์ิ Cyclooxygenase-2 ท่ีมีฤทธ์ิต้านมะเร็ง  

เม่ือศกึษาลกัษณะของโครงสร้างสารอนพุนัธ์ของ Aeroplysinin-1 ซึง่เป็นสาร secondary 

metabolite ท่ีได้จากฟองน า้ทะเลตระกลู Verongida ท่ีพบในเขตพืน้ท่ีทะเลของประเทศไทย พบวา่

สามารถยบัยัง้เซลล์มะเร็งได้ ซึง่มีรายงานการศกึษา (41) วา่โครงสร้างท่ีแสดงดงัรูปท่ี  13 เป็น

โครงสร้างท่ีน ามาเป็น lead ในการออกแบบครัง้นี ้ซึง่โครงสร้างนีส้ามารถออกฤทธ์ิได้ปานกลาง

และมีความเป็นพิษตอ่เซลล์ลดลง มีผลยบัยัง้การเกิดของหลอดเลือดดีเม่ือเทียบกบั aeroplysinin-

1 และมีคา่ Binding energy และคา่ IC50  ท่ีดี โครงสร้างสามารถสงัเคราะห์ได้ง่าย จงึน ามาใช้เป็น

สารต้นแบบของงานวิจยันี ้

 

 
               รูปท่ี 13 แสดงโครงสร้างของ lead compound 

 

4.2. Design and Target compounds 

4.2.1. Validation of Target Molecule 
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การศกึษาโดยใช้คอมพิวเตอร์ชว่ยในการออกแบบ(Computer- Aided Drug Design) เร่ิม

จากการพิจารณาโมเลกลุเอนไซม์ท่ีมีการจบัด้วยสาร SC-558 ท่ีมีการรายงานวา่สามารถจบักบั

เอนไซม์ COX-2 ได้ดีท่ีสดุพบวา่คา่ RMSD ของเอนไซม์ท่ีรายงานในฐานข้อมลูทัง้ 2 ตวัมีคา่น้อย

กวา่ 2 แตผ่ลกึเอนไซม์ 1CX2 มีคา่ Binding energy ท่ีมากกวา่และจ านวน cluster % ท่ีมากกวา่ 

จงึได้เลือกผลกึเอนไซม์ 1CX2 มาเป็นต้นแบบในการออกแบบสารด้วยคอมพิวเตอร์ 

 

ตารางท่ี 1 แสดงผลการการ validate เอนไซม์ COX-2 

PDB file Ligand Binding energy จ านวน Cluster ท่ีสงู

ท่ีสดุ (%) 

RMSD 

6COX SC558 -7.32 21 0.93 

1CX2 SC558 -8.67 24 1.1 

 

 

 
รูปท่ี 14 แสดง cluster ของ COX6 
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รูปท่ี 15 แสดงถึง Cluster ของ 1CX2 

4.2.2. Design of Target Compound 
 

 เม่ือเลือกว่า Lead compound ในการพฒันายาแล้วผู้วิจยัจงึได้ออกแบบโครงสร้างโดย

การน าสว่นโครงสร้างท่ีมีความสมัพนัธ์กบัการออกฤทธ์ิขอสารต้นแบบ Aeroplysinin-1 ท่ีได้มีการ

รายงานการพฒันาฤทธ์ิของ Aeroplysinin-1 ไว้แล้ว จนได้เป็นอนพุนัธ์ท่ีมีหมูแ่อลดีไฮด์ใน

โครงสร้างดงัรูปท่ี 13 ผู้วิจยัจงึน าสว่นของโครงสร้างดงักล่าวมาเป็นส่วนหนึง่ของสารท่ีออกแบบ

ใหม ่โดยการปรับเปล่ียนและดดัแปลงโครงสร้างทางเคมี เพ่ือให้ได้ยาท่ีมีความแรงหรือจ าเพาะตอ่

เอนไซม์มากขึน้ 

 จากการทบทวนวรรณกรรมพบวา่โครงสร้างท่ีออกฤทธ์ิเป็น Selective COX-2 inhibitors 

โดยส่วนมากเป็นแบบ Tricyclics (ortho-diarylheterocycles หรือ carbocycles) และ Non-

tricyclics การมีหมู ่ester และ amide ในโครงสร้าง จะท าให้มีความแรงและจ าเพาะตอ่ COX-2 

inhibitors มากขึน้ พบว่าขณะเดียวกนัการมีหมูแ่ทนท่ี methoxy หรือ fluorine  ท่ีต าแหนง่ C-1 

หรือ C-3 ของ phenyl ring จะชว่ยเพิ่มความจ าเพาะและความแรงของ COX-2 inhibitor ได้

เชน่กนัถ้ามีหมู่ NH2 ท่ีตอ่กบัวง Benzene ได้เป็น  Anilideจะชว่ยลดความเป็นเบส ท าให้พิษตอ่

กระเพาะอาหารและเกร็ดเลือดลดลงเม่ือพิจารณาจากโครงสร้างท่ีออกแบบจะเห็นวา่สารมีพนัธะ

เอไมด์ในโมเลกลุซึง่สามารถสงัเคราะห์ได้จาก  Amidation reaction ดงันัน้สารท่ีออกแบบจงึ
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สามารถสงัเคราะห์ได้จาก 3-(Trifluoromethyl)aniline และ 3,5-dibromo-2-hydroxyl-4-

methoxybenzaldehyde 

 

4.2.3. การ Docking สารที่ออกแบบ 

 

น าสารใหมท่ี่มีสว่นของ โครงสร้าง 3-(Trifluoromethyl) aniline ท่ีเช่ือมตอ่กบัโครงสร้าง 

3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde ด้วยพนัธะเอไมด์  ไป docking เพ่ือ

ตรวจสอบคา่ความแรงในการจบัของ Conformation บริเวณ Active site ท่ีต าแหนง่กรดอะมิโน 

PHE518 , VAL523และ SER530 ได้คา่ความแรงในการจบัเทา่กบั -7.04Kcal/mol และ RMSD 

เทา่กบั 1.16 

จากผลการ Docking ของสารท่ีออกแบบดงัแสดงในตารางท่ี 2 พบวา่โมเลกลุท่ีมีร้อยละ 

cluster, binding energy ท่ีสงูท่ีสดุคือโมเลกลุ PY4 แตเ่ม่ือพิจารณาด้านราคาสารเคมีพบวา่

โมเลกลุ PY6 มีราคาท่ีถกูกว่า และคา่ความแรงในการจบัอยูใ่นระดบัพอๆกนั จงึเลือก PY6 มา

สงัเคราะห์ 
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ตารางท่ี 2 แสดงผลการ docking ของสารท่ีออกแบบ 

 

 
 

Molecule R Binding 

energy 

(Kcal/mol) 

จ านวน 

Cluster ท่ี

สงูท่ีสดุ 

(%) 

RMSD Bonding  

PY1 

 

-6.78 14 1.31 VAL523 

TYR385 

PY2 

 

-7.4 28 1.47 SER530 

TYR385 

PY3 

 

-8.89 26 1.83 PHE518 

VAL434 

PY4 

 

-9.03 35 1.55 PHE518 

VAL434 
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Molecule R Binding 

energy 

(Kcal/mole) 

จ านวน 

Cluster ท่ี

สงูท่ีสดุ 

(%) 

RMSD Bonding  

PY5 

 

-7.61 25 1.64 PHE518 

VAL434 

PY6 

 

-7.04 7 1.16 PHE518 

VAL523 

SER530 

PY7 

 

-7.85 11 1.96 VAL434 

PHE518 

VAL523 

 

4.3. Synthesis 

 

การสงัเคราะห์สาร PY6 เป็นการสงัเคราะห์แบบ One-step reactionซึง่เป็นการสงัเคราะห์

ท่ีประหยดัเวลาเน่ืองจากผา่นเพียงปฏิกิริยาเดียว ใช้สารน้อยกวา่ Multiple step reaction โดย

ปฏิกิริยาท่ีใช้ในการสงัเคราะห์แสดงดงัรูปท่ี 16 โดยมี Copper sulfate กบั Tert-Butyl 

Hydroperoxide solution(TBH70X) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา โดยผ่านกลไกการเกิดปฏิกิริยาเคมีดงัรูป

ท่ี 17 ในขัน้ตอนการสงัเคราะห์ได้ติดตามการด าเนินไปของปฏิกิริยา โดยการทดสอบด้วย TLC ท่ี

เวลา 0, ½ , 1, 3, 6,12 และ 24 ชัว่โมงตามล าดบั พบวา่เวลา 3 ชัว่โมงเป็นต้นไป ปฏิกิริยาเกิดขึน้

คอ่นข้างคงท่ี จงึน าปฏิกิริยาท่ี 3 ชัว่โมงมาใช้ในการสงัเคราะห์  โดยพิจารณาตามลกัษณะทาง

กายภาพของสารท่ีเกิดขึน้มีลกัษณะเป็น semisolid คล้ายตะกอนมีสีเหลือง 
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รูปท่ี 16 แสดงปฏิกิริยาการสงัเคราะห์สาร PY6 

 

 

 
 

รูปท่ี 17 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ Copper sulfate 

 

4.4. Suitable TLC system 
จากการสงัเคราะห์ในปฏิกิริยา Amidation ดงักลา่วจะท าการตรวจสอบสารตัง้ต้นและสาร

ท่ีได้จากการท า TLC ทัง้หมด 5 ระบบดงัแสดงในตารางท่ี 3 เพ่ือตรวจสอบความบริสทุธ์ิของสารท่ี

สงัเคราะห์ พบว่าระบบท่ีสามารถแยกสารออกมาได้ดีท่ีสดุ คือ Methanol: Ethyl acetate: Hexane 

= 1 : 1 : 4 มีคา่ Rfเทา่กบั 0.65 
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ตารางท่ี  3 แสดงข้อมลู system ท่ีใช้ในการท า TLC  

System Rf ของสาร A Rf ของสาร B Rf ของสาร C 

EtOAC : Hexane = 1 : 4 0.487 0.53 0.53 

MeOH : EtOAC : Hexane  

= 0.5 : 1: 4 

0.50 0.57 0.65 

MeOH : EtOAC : Hexane  

= 1 : 1 : 4 

0.45 0.56 0.65 

MeOH : EtOAC : Hexane  

= 1 : 2 : 4 

0.76 0.69 0.70 

MeOH : EtOAC : Hexane  

= 1 : 1 : 8 

0.63 0.50 0.53 

* A คือ 3-(Trifluoromethyl)aniline 

* B คือ 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde 

* C คือ product 

 

4.5. ขัน้ตอนการแยกสารที่สังเคราะห์ 

 

หลงัจากท าการสกดัสารท่ีสงัเคราะห์และระเหยเอาตวัท าละลายออกไปแล้ว น าสารท่ี

ได้มาท าการแยกให้บริสทุธ์ิโดยวิธี Column chromatography โดยใช้ systemเป็น Methanol : 

Ethyl acetate : Hexane = 1 : 1 : 4และน า fraction ท่ีเก็บมาตรวจด้วย TLC มี spot ของสารท่ีคา่ 

Rf ไมต่รงกนัของสารตัง้ต้นทัง้สองตวั ซึง่คาดวา่จะเป็นสารท่ีสงัเคราะห์ได้ในปฏิกิริยานี ้จากนัน้ท า
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การแยกสารโดยใช้วิธี  Prepation Thin layer chromatography ซึง่ประหยดัเวลาและสามารถ

แยกสารท่ีต้องการจากสารตัง้ต้นได้ดียิ่งขึน้ โดยจะเลือกน าสารท่ีมีคา่ Rf ตรงกบัสารใหมม่าสกดั

ด้วย Solvent mเหมาะสมและก าจดั Solvent ออกโดยการระเหย จากนัน้พิสจูน์เอกลกัษณ์ตอ่ไป  

 

4.6. การพสูิจน์โครงสร้างด้วยเคร่ือง NMR 

 

ตารางท่ี 4 แสดงผล 1H-NMR spectrum ในโครงสร้างสาร 

ต าแหนง่ในโครงสร้าง 1H-NMR (ppm) จ านวน H 

A 3.933 3 

B 7.76 1 

C 7.84 1 

D 7.70, 7.73 คาดวา่ เกิดการซ้อนทบักนัของ peak 2 

E 

F 7.933 1 

 

จากการเปรียบเทียบสเปคตรัม 1H-NMR ของ PY6 กบั 3,5-dibromo-2-hydroxyl-4-

methoxybenzaldehyde และ 3-(Trifluoromethyl)aniline จะเห็นวา่สเปคตรัมท่ีต าแหนง่ 10 ppm 

ซึง่เป็นต าแหนง่ peak ของ H-Aldehyde ไมป่รากฏใน Spectrum ของสาร PY6 และจาก HSQC 

spectrum ของสารแสดงถึงการจบัของ C-H จ านวน 5 คู ่ซึง่ตรงกบั 5 H ท่ีมีอยูใ่นวง benzene ทัง้

สองวงซึง่ผลทาง NMR spectrum ของ PY6 นีส้อดคล้องกบัโครงสร้างของ PY6 ท่ีออกแบบไว้ 

ดงันัน้จงึยืนยนัได้วา่สารท่ีสงัเคราะห์ได้มีโครงสร้างตรงตามท่ีได้ออกแบบไว้ 
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รูปท่ี 18 แสดง1H-NMR ของสารท่ีสงัเคราะห์ได้ 

 

 
รูปท่ี 19 แสดงผล HSQC ของสารท่ีสงัเคราะห์ได้ 

 

 



38 

 

 
รูปท่ี 20 แสดง Peak NMR ของสาร PY6 

 

 
รูปท่ี 21 แสดง Peak NMR ของสาร 3, 5- dibromo-2-methoxybenzaldehyde 
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บทที่ 5 

สรุปและวจิารณ์ผลการวจิัย 

 
การวิจยัในครัง้นี ้คณะผู้วิจยัมีวตัถปุระสงค์เพ่ือท าการออกแบบและพฒันาโครงสร้างของ

สารธรรมชาตทิางทะเลเพ่ือให้มีฤทธ์ิเป็นยาต้านมะเร็ง โดยวิธีการเร่ิมด้วย การคดัเลือก Lead 

compounds ซึง่จากการทบทวนวรรณกรรม คณะผู้วิจยัได้เลือกอนพุนัธ์ของ Aeroplysinin-1 มา

เป็นสารต้นแบบ โดยเป้าหมายของสารใหมท่ี่ได้ออกแบบจะออกฤทธ์ิโดยการยบัยัง้เอนไซม์ 

Cyclooxygenase-2 (COX-2)  โดยคณะผู้วิจยัได้ออกแบบสารใหมโ่ดยใช้กระบวนการทาง

คอมพิวเตอร์ชว่ย (Computer-Aided Drug Design, CADD) โดยมีปัจจยัท่ีใช้ในการพิจารณาคือ 

คา่ความแรงในการจบั (Binding energy) ระหวา่งสารท่ีออกแบบกบัเอนไซม์ และเปรียบเทียบกบั

คา่ความแรงในการจบั (Binding energy) ของสารท่ีมีการรายงานฤทธ์ิและสารท่ีมีอยูใ่นฐานข้อมลู

ของระบบของเอนไซม์ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้เซลล์มะเร็ง ผา่นการยบัยัง้เอนไซม์ Cyclooxygenase-2 

(COX-2)   ผู้ วิจยัได้เน้นการออกแบบสารใหมเ่พ่ือให้จบักบัเอนไซม์ท่ีจดุออกฤทธ์ิโดยตรง ซึง่เป็น

วิธีการออกแบบเพ่ือศกึษาสว่นส าคญัของโครงสร้างท่ีเก่ียวข้องกบัการออกฤทธ์ิ (Identify of the 

Active Part หรือ Pharmacophore) จากการทบทวนวรรณกรรม พบว่า อนพุนัธ์ Aeroplysinin-1 

ท่ีมีการรายงานคา่ IC50 ของฤทธ์ิยบัยัง้เอนไซม์ Cyclooxygenase-2 (COX-2)และมีผลยบัยัง้การ

เตบิโตของเซลล์มะเร็ง  คือ 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde คณะผู้วิจยั จงึ

ได้น ามาศกึษาส่วนของโครงสร้างท่ีท าให้ฤทธ์ิดีขึน้ จากคา่ binding energy ของสารท่ีออกแบบ 

คณะผู้วิจยัจงึ PY6 มาท าการสงัเคราะห์โดยใช้ปฏิกิริยา Amidation แบบ One-step synthesis 

โดยมีสารตัง้ต้น คือ 3-(Trifluoromethyl)aniline และ 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-

methoxybenzaldehyde โดยมี copper sulfate และ t-butylhydroperoxide เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา 

ท าปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิห้อง นาน 3 ชัว่โมง น าสารท่ีได้จากการสงัเคราะห์ มาท าการแยกและท าให้

บริสทุธ์ิโดยวิธี Column Chromatography และ  
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Preparative Thin Layer Chromatography โดยระบบท่ีใช้เป็นวฎัภาคเคล่ือนท่ีคือ Methanol: 

Ethyl acetate: Hexane (1:1:4) เป็นสารชะออก สารท่ีสงัเคราะห์ได้มีคา่ Rf เทา่กบั 0.65  จากนัน้

น าสารท่ีได้ท าการแยกแล้วไปท าการพิสจูน์โครงสร้างด้วยเคร่ือง Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy ผลจาก NMR spectrum ของสาร PY6 พบวา่ไมป่รากฏ peak ท่ี 10 ppm ซึง่เป็น

ต าแหนง่ของ H ของหมู่ aldehyde และ H ท่ีต าแหนง่อ่ืนสอดคล้องกบั หมู ่methoxy และวง 

aniline ท่ีใน ซึง่ผลจาก NMR spectrum นี ้สามารถยืนยนัได้วา่ สารท่ีสงัเคราะห์ขึน้มานี ้มี

โครงสร้างเป็นสาร PY6 ดงัท่ีได้ออกแบบไว้ 

 

5.1. ปัญหาของงานวิจัยในครัง้นี ้ 

 

1. สารเคมีท่ีใช้ต้องสัง่จากตา่งประเทศ ซึง่ต้องใช้ระยะเวลานานในการสัง่ซือ้  

2. สารมีราคาแพง  

3. ระยะเวลาในการท าวิจยัสัน้เกินไป  

4. เคร่ืองมือท่ีใช้ในการตรวจสอบไมพ่ร้อมส าหรับการท าวิจยั  

5. งบประมาณในการท าวิจยัท่ีได้น้อยเกินไป 

 

5.2. ข้อเสนอแนะ  

 

1.ควรมีการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของโครงสร้างสาร PY6 ด้วยเคร่ือง IR และ MS เพิ่มเตมิ 

2. ควรมีการศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีให้ % yield สงูท่ีสดุ 

2. ควรน างานวิจยันีไ้ปศกึษาฤทธ์ิการต้านมะเร็ง เพื่อความสมบรูณ์ของข้อมลูในงานวิจยัและเป็น  

    ประโยชน์ตอ่การวิจยัและพฒันายามะเร็งในอนาคต 
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ตารางท่ี 1คา่ Rf ของสาร A , B และ C ท่ีเวลา 0 นาที , 30 นาที และ 3  ชัว่โมง 

 

สาร/เวลา 0 นาที 30 นาที 3 ชัว่โมง 

A (3-(Trifluoromethyl)aniline) 0.49 0.50 0.45 

B (3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde) 0.58 0.58 0.56 

C (Product) 0.63 0.68 0.65 

 

ตารางท่ี 2ลกัษณะสารท่ีได้ในการท าปฏิกิริยา   

เวลาท่ีสารท าปฏิกิริยา ลกัษณะทางกายภาพของสาร รูปภาพแสดงลกัษณะสาร 

0 นาที ลกัษณะสารเป็นของเหลว 
ตะกอนสีน า้ตาล 

 
 
 
 

30 นาที ลกัษณะสารเป็นของเหลวข้นขึน้ 
สีเหลืองส้ม  
 
 
 
 

 

3 ชัว่โมง ลกัษณะสารเป็นของเหลวข้นขึน้ 
สีเหลืองมสัตาร์ด 
 
 
 

 
 

ตารางท่ี 3ข้อมลู TLC ของสาร (Detection 254 และ 365 nm) 
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เวลาท่ีสารท าปฏิกิริยา Short wave Long wave  

0 นาที 
  

30 นาที 

  

3 ชัว่โมง 
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