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ค าน า 
 
  ปัจจุบนัมีการน าคอมพิวเตอร์มาเป็นเคร่ืองมือในการออกแบบโครงสร้างเคมีเพื่อพฒันาเป็นยา
มากขึน้ เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีประหยดัเวลา ประหยดัคา่ใช้จ่าย และสามารถเข้าใจกระบวนการจับของชีว
โมเลกลุเปา้หมายกบัสารที่ออกแบบได้อย่างชัดเจน โดยสามารถท านายการออกฤทธ์ิของโครงสร้างท่ี
ได้ออกแบบขึน้จากคา่ความแรงในการจบั และค่า IC50 จึงเป็นแนวทางในการเลือกสารเคมีท่ีจะน ามา
สงัเคราะห์  
 โดยในงานวิจัยนีมี้การใช้คอมพิวเตอร์เพื่อช่วยในการออกแบบสารต้านมะเร็งท่ีมีกลไกการ
ยบัยัง้ผา่น IkB kinase beta (IKKβ) และเลอืกโครงสร้างท่ีมีแนวโน้มในการออกฤทธ์ิท่ีดีมาสงัเคราะห์
ตอ่ไป ซึง่งานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือออกแบบและพฒันาสารท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้การเติบโตของเซลล์มะเร็ง
ผา่นเอนไซม์ IKKβ  
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บทคัดย่อ 

 
  การวิจยัในครัง้นีค้ณะผู้วิจยัมีวตัถุประสงค์เพื่อท าการออกแบบและพฒันาโครงสร้างของสาร
เพ่ือให้มีฤทธ์ิเป็นยาต้านมะเร็ง โดยคดัเลือก Lead compounds ได้แก่ อนุพนัธ์ของ Aeroplysinin-1, 
Fluorosalan และ อนพุนัธ์ของ 7-Azaindole มาเป็นสารต้นแบบเพ่ือออกแบบสารใหม่ให้ออกฤทธ์ิโดย
การยบัยัง้เอนไซม์ IкB kinase beta (IKK-β) โดยใช้กระบวนการทางคอมพิวเตอร์ช่วย (Computer-
Aided Drug Design, CADD) และใช้การออกแบบสารใหม่เพื่อศึกษาสว่นส าคญัของโครงสร้างท่ี
เก่ียวข้องกับการออกฤทธ์ิ (Identify of the Active Part หรือ Pharmacophore) ด้วยวิธีการ 
combined active parts ได้สารท่ีออกแบบใหม่คือ Buu1 ซึ่งสามารถสงัเคราะห์ได้จากปฏิกิริยา 
Amidation แบบ One-step synthesis ผลจาก NMR spectrum ของสาร Buu1 พบว่าไม่ปรากฏ 
peak ท่ี 10 ppm ซึ่งเป็นต าแหน่งของ H ของหมู่ aldehyde และผลจาก IR spectrum ไม่ปรากฏ 
peaks ท่ีเป็นเอกลกัษณ์ของหมู่ C-H stretching ของหมู่ aldehyde ท่ีต าแหน่ง 2876.80 และ 
2950.97 cm-1 เช่นเดียวกนั ซึง่ยืนยนัได้วา่ สารที่สงัเคราะห์ขึน้มานี ้มีโครงสร้างเป็นสาร Buu1 ดงัท่ีได้
ออกแบบไว้  
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     Abstract 
 This research is aimed to design and synthesis of the new compound as potential 
anticancer drug. Aeroplysinin-1 derivative, Fluorosalan and 7-Azaindole derivative were 
selected as Lead compounds for design of IкB kinase beta (IKK-β) inhibitors. With 
Computer-Aided in drug design step, the new compound was designed in order to 
investigate the pharmacophore of active drug. Using combined active parts method, the 
new compound, Buu1 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 disappearance of C-H stretching of aldehyde functional group 
in IR spectrum at 2876.80 and 2950.97 cm-1, these results confirmed that the newly 
synthesized compound is the designed Buu1. 
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methoxybenzaldehyde  
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รูปท่ี 31 1H-NMR Spectrum (ppm) ของ Buu1 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 
 โรคมะเร็งจดัเป็นโรคท่ีมีอตัราการเสยีชีวิตสงูสดุในประเทศไทยและมีแนวโน้มท่ีจะสงูขึน้ในแต่
ละปี (1) ถึงแม้จะมียารักษามะเร็งอยา่งหลากหลาย แตย่าเหลา่นีก็้มีผลข้างเคียงท่ีไม่พงึประสงค์ มี
ความเป็นพิษตอ่เซลล์ปกติคอ่นข้างสงูและหลงัจากใช้ยาไปแล้วระยะหนึง่เซลล์มกัจะเกิดการดือ้ยาท่ีใช้
รักษาและดือ้ตอ่ยาชนิดอ่ืนด้วยเช่นกนั ดงันัน้จึงมีความจ าเป็นในการเร่งค้นหายาใหม่ท่ีมีฤทธ์ิต้าน
มะเร็ง จากการศกึษาค้นคว้าสารธรรมชาติทางทะเลท่ีค้นพบฤทธ์ิตา่งๆ พบวา่การน าสารเหลา่นัน้มา
พฒันาเพ่ือให้ได้สารท่ีสามารถใช้เป็นยาหรือมีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยา ยงัมีไม่แพร่หลาย จากข้อมลูของ
สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพทางทะเล ตัง้แตปี่ พ.ศ. 2528-2555 จ านวน 4,196 ชนิด พบวา่ สารหนึง่ชนิด
สามารถมีฤทธ์ิทางชีวภาพได้หลากหลายมากกวา่หนึง่ฤทธ์ิ และพบวา่ฤทธ์ิท่ีมีการรายงานมากท่ีสดุคือ
ฤทธ์ิต้านมะเร็ง ซึง่พบในสารถึง 2,225 ชนิด คิดเป็น 56% ของสารทัง้หมด (2) แตข้่อมลูของการ
ทดลองทางคลนิิกมีของยาต้านมะเร็งท่ีได้จากสารสกดัทางทะเลยงัมีไม่มากนกั ดงันัน้การพฒันาการ
รักษาโรคมะเร็งจากสารธรรมชาติทางทะเลจึงเป็นทางเลอืกหนึง่ท่ีนา่สนใจ 
 Sawadogo WR, et al (3) ได้จ าแนกสารธรรมชาติทางทะเลท่ีมีฤทธ์ิต้านมะเร็งท่ีรายงานการ
ค้นพบในปีค.ศ. 2012 ตามชนิดของโครงสร้างทางเคมี ได้เป็นกลุม่ใหญ่ๆ ดงันี ้คือ Alkaloids, Amines, 
Macrolides, Peptides and polypeptides, Phenols and polyphenols, Polysaccharides, 
Quinones, Steroids, Terpenes พบวา่สารในกลุม่ Phenol ท่ีมีฤทธ์ินา่สนใจ คือ Dibromotyrosine  
acetonitrile derivatives ท่ีพบในฟองน า้ทะเลตระกลู Verongida (4) และพบได้ในพืน้ท่ีของประเทศ
ไทย (5-7) ซึง่แสดงฤทธ์ิทางชีวภาพอยา่งหลากหลาย เช่น ฤทธ์ิต้านปรสติ (8, 9) ฤทธ์ิต้านจุลชีพตอ่เชือ้
แบคทีเรียบางชนิดและเชือ้เอชไอว ี (8, 10) ฤทธ์ิต้านการอกัเสบ (8, 11) ฤทธ์ิยบัยัง้การสร้างหลอด
เลอืดใหม่ และฤทธ์ิยบัยัง้เซลล์มะเร็ง (8, 12, 13) จากฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลายรวมถึงฤทธ์ิต้าน
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มะเร็ง และจากรายงานการพฒันาโครงสร้างของสารนี ้(13) ท่ีได้ฤทธ์ิจ าเพราะและมีความแรงเพ่ิมขึน้  
ท าให้คณะผู้วิจยัสนใจในการพฒันาโครงสร้างดงักลา่วให้มีฤทธ์ิจ าเพราะตอ่การต้านมะเร็งมากขึน้  
 จากผลการศกึษาของ Su JH, et al พบวา่สาร Dibromotyrosine  acetonitrile derivatives มี
ฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็งเม็ดเลอืดขาวชนิด K562 ผ่านกลไกการยบัยัง้ HIF pathway, PTEN pathway, 

NF-кB pathway และ IKK pathway (14) จากการคดักรองด้วยวิธี High-throughput screening 
และ High-content screening เพ่ือส ารวจเปา้หมายใหม่ในการออกฤทธ์ิของสารท่ีมีฤทธ์ิต้านมะเร็ง 

พบวา่ การยบัยัง้ท่ี кB kinase β หรือ IKKβ (15) สามารถเป็นกลไกหนึง่ในการยบัยัง้การเติบโตของ
เซลล์มะเร็งได้ และยงัไม่มีรายงานของสารที่เปา้หมายนีม้ากนกั คณะผู้วจิยัจึงสนใจในการใช้ IKKβ 
เป็นเปา้หมายในการออกฤทธ์ิของสารท่ีต้องการพฒันาขึน้มา จากการทบทวนวรรณกรรมพบวา่ 
นอกจากสาร Dibromotyrosine  acetonitrile derivatives แล้วยงัมีสาร Fluorosalan และ Indole 

derivatives (16-18) ท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้การสง่สญัญาณไปยงั NF-кB ผา่นการยบัยัง้กระบวนการ 
Phosphorylation ของ IкB ซึง่กระบวนการดงักลา่วต้องผา่นการสง่สญัญาณจาก IKKβ (16) และสว่น
หนึง่ของโครงสร้าง Fluorosalan มีความคล้ายคลงึกบัโครงสร้างของ  Dibromotyrosine  acetonitrile 
derivatives ดงันัน้คณะผู้วิจยัจึงเลอืกสาร Dibromotyrosine  acetonitrile derivatives, Fluorosalan 
และ Indole derivatives มาเป็นสารต้นแบบ (Lead) ในการพฒันาให้ได้สารใหม่ โดยมีจุดมุ่งหมาย
เพ่ือให้มีฤทธ์ิต้านมะเร็งผา่นการยบัยัง้ IKKβ โดยการพฒันาสารใหม่นี ้ ใช้กระบวนการออกแบบโดยใช้
คอมพิวเตอร์ช่วย (Computer-aided drug design, CADD) เพ่ือให้ได้สารออกแบบท่ีคาดวา่จะมีฤทธ์ิ
ดี และท าการคดัเลอืกสารท่ีนา่สนใจในกลุม่นีม้าท าการสงัเคราะห์และทดสอบฤทธ์ิตอ่ไป 
 

วตัถปุระสงค์ 

 เพ่ือออกแบบและพฒันาสารท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้การเติบโตของเซลล์มะเร็ง 
 

สมมติฐานการวจิยั 
1. สารที่พฒันาขึน้สามารถจบักบัเอนไซม์ IKKβ  
2. สารที่สงัเคราะห์ขึน้มีโครงสร้างเหมือนกบัสารที่ออกแบบในคอมพิวเตอร์ 

กรอบแนวคิดการวจิยั 
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ประโยชน์ท่ีคาดวา่จะได้รับ 
สามารถออกแบบและพฒันายาท่ีคาดวา่จะมีฤทธ์ิต้านมะเร็งจาก Lead compound 
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 
 

1. Nuclear factor kappa B (NF-кB) 
 Nuclear factor kappa B (NF-кB) สามารถพบได้ทกุเซลล์ในร่างกาย ซึง่เป็น transcription 
factor ท่ีเก่ียวข้องกบัการถ่ายโอนข้อมลูพนัธุกรรม โดยกระตุ้นผา่นความเครียด การสือ่สาร
ระหวา่งเซลล์ อนมุลูอิสระ รังสอีลัตราไวโอเลต การฉายรังสี การติดเชือ้แบคทีเรียหรือไวรัส เป็นต้น 

(19) จากการศกึษาพบวา่ กลไกการ NF-кB สามารถเกิดได้ 2 กลไก ได้แก่ 
1.1.  Classical canonical pathway (19) สามารถถกูกระตุ้นผา่นไซโตไคน์ (Pro-inflammatory 

cytokines) เช่น TNF-α, Interleukin-1 (IL-1), Lipopolysaccharide (LPS) เม่ือถกูกระตุ้น
แล้ว จะท าให้เกิดกระบวนการ Phosphorylation บริเวณ Inhibitory kappa B kinase (IKK) 

complex ท่ีต าแหนง่ IKK-β สง่ผลให้ IKK-β แยกออก และไปกระตุ้นท่ี Inhibition of кB 
(IкB) โดยกระบวนการ Phosphorylation และเม่ือ IкB แยกออกจาก NF-кB จะถกูสลาย
โดย Proteasome ท าให้ NF-кB เข้าสูนิ่วเคลยีสและเกิดการ Transcription (20)  

1.2.  Non-canonical pathway ถกูควบคมุด้วย Receptor บนผิวเซลล์ เม่ือเกิดการกระตุ้น IKK-
α ด้วย B-cell activating factor (BAFF), Lymphotoxin β (LTβ), CD40 ligand, TNF-like 
weak inducer of apoptosis (TWEAK) และ Receptor activator of NF-kB ligand 
(RANKL) (21, 22) จะท าให้เกิดการ Phosphorylation และถกูเหน่ียวน าให้เกิดการสลายโดย 

Proteasome ท าให้ โปรตีน p100 แยกออกจาก NF-кB (RelB) จากนัน้ NF-кB จะเข้าสู่
นิวเคลยีสและเกิดการ Transcription (20) 
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รูปท่ี 1 แสดงกลไกการกระตุ้น NF-кB ผา่น Classical canonical pathway และ Non-canonical 
pathway (20) 

 กลไกทัง้สองจะท าให้เกิดการยบัยัง้กระบวนการตายของเซลล์ (Anti-apoptosis) ท าให้เกิดการ
เพิ่มจ านวนและขนาดของเซลล์ (Cell proliferation)  เกิดการแพร่กระจาย (Metastasis) การ
ลกุลาม(Invasive) และเกิดกระบวนการสร้างหลอดเลอืด (Angiogenesis) ของโรคมะเร็ง (23) 
โดยมีบทบาทส าคญัดงันี ้

1.1.  NF-кB ควบคมุการแสดงออกของพนัธุกรรมทีส่มัพนัธ์กบัโรคตา่งๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
(24) 

1.2.  

ตารางท่ี 1 ต าแหนง่ยีนท่ีถกูควบคมุโดย NF-кB และโรคท่ีเก่ียวข้องกบัการแสดงออกของยีน(24) 

Gene regulated by NF-кB Related disease 

Bcl-xl 

Cancer 

c-Myc 

Cyclin D1 

EGFR 

Ras 

TRAF 
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MMP9 Cancer, Arthritis 

COX-2 Colorectal cancer, Inflammatory 

5'deiodinase Euthyroid sick syndrome 

HIV LTR AIDs 

IL-8 Asthma 

iNOS Septic shock 

MCP-1 Atherosclerosis 

 

 จากการศกึษา (21) พบวา่ NF-кB ประกอบด้วยโปรตีน 5 หนว่ย ได้แก่ RelA (p65), 
RelB, c-Rel, NF-кB1 (p50) และ NF-кB2 (p52) พบวา่มีความสมัพนัธ์ของการเกิดมะเร็ง
ของโปรตีนแตล่ะหนว่ย โดยมีความสมัพนัธ์กบัมะเร็ง ดงัตารางท่ี 2 
 

ตารางท่ี 2 ความสมัพนัธ์ของชนิดของมะเร็งและการแสดงออกท่ีผิดปกติของยีนในต าแหนง่ตา่งๆ (21) 

Genes Alteration Tumor type 

RelA 
(p65) 
(25-27) 

Amplification 
Lymphoma, Head and neck cancer, Breast cancer, 
Stomach adenocarcinoma 

Rearrangement Non-Hodgkin's lymphoma, Multiple myeloma 

Amino acid 
substitution 
over-activation 

Non-small cell lung carcinoma 

Multiple myeloma 

RelB (28) Rearrangement Adult T-cell leukemia cell 

c-Rel 
(25, 26, 
28) 

Amplification B-cell lymphoma 

Rearrangement Follicular lymphoma, diffuse large B-cell lymphoma 

Overexpression B-cell lymphoma, Non-small cell lung carcinoma 

NF-кB1 
(p50) 

Rearrangement Acute lymphoblastic leukemia 

Overexpression Non-small cell lung carcinoma, Colon cancer, Prostate 
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(25, 29) cancer, Breast cancer, Brain cancer 

NF-кB2 
(p52) 
(25, 29, 
30) 

Rearrangement 
T-cell lymphoma, B-cell non-Hodgkin's lymphoma, B-cell 
chronic lymphocytic leukemia, Multiple myeloma 

Overexpression Cutaneous T-cell lymphoma, Breast cancer, Colon cancer 

 
1.3.  การกระตุ้น NF-кB จะสมัพนัธ์กบัการเกิดมะเร็ง ภาวะอกัเสบ โรคภมิูคุ้มกนัท าลายตวัเอง 

ภาวะติดเชือ้ในกระแสเลอืด การติดเชือ้ไวรัสและการเกิดโรคตา่งๆในมนษุย์ (19) 
1.4.  NF-кB สามารถยบัยัง้กระบวนการตายของเซลล์ ท าให้การด าเนินไปของวฏัจกัรของเซลล์

เป็นไปอยา่งอิสระโดยไม่มีการควบคมุ และหากมีภาวะอกัเสบเรือ้รังจะเพิ่มโอกาสการเกิดเนือ้
งอกอยา่งมีนยัส าคญั (19) 
 

2. Inhibition of кB kinase 
 Inhibition of кB kinase (IKK) ท าหน้าที่กระตุ้นการถ่ายโอนข้อมลูพนัธุกรรมของ NF-кB 
ประกอบด้วย 3 Subunits ได้แก่ IKK-α พบบริเวณกระดกูและกล้ามเนือ้ท่ีมีความผิดปกติ IKK-β 
พบในกระบวนการอกัเสบและความผิดปกติของภาวะภมิูคุ้มกนัท าลายตวัเอง (24) และ IKK-ɤ 
(NEMO) ซึง่จะจบักนัเป็นองค์ประกอบเชิงซ้อนใน 2 ลกัษณะตามกลไกการกระตุ้น NF-кB ดงัรูปท่ี 
1 โดยใน Non-canonical pathway IKK-α 2 โมเลกลุจะจบัเป็นองค์ประกอบเชิงซ้อน และใน 
Canonical pathway  ทัง้ 3 หนว่ยจะจบักนัเป็นองค์ประกอบเชิงซ้อนซึง่ประกอบด้วย IKK-α 1
โมเลกลุ IKK-β 1โมเลกลุ และ IKK-ɤ 2โมเลกลุ ซึง่เป็นองค์ประกอบเชิงซ้อนท่ีดีท่ีสดุ 
 การยบัยัง้บริเวณ IKK-α และ IKK-β เป็นแนวทางหนึง่ในการพฒันายามะเร็งในปัจจุบนั 
โดยเฉพาะอยา่งยิ่งการยบัยัง้ IKK-β เน่ืองจากการกระตุ้น IKK-β จะท าให้เกิดการเพิ่มจ านวนและ
ขนาดของเซลล์ (cell proliferation) และยงัเก่ียวข้องกบัการพฒันาเซลล์ให้มีคณุสมบติัเฉพาะ 
(differentiation) ดงันัน้ IKK-β จึงเป็นเปา้หมายหลกัในการยบัยัง้ให้เฉพาะเจาะจงมากกวา่ IKK-

α (19, 31) นอกจากนี ้ IKK-α ยงัไม่มีกลไกการท างานท่ีชดัเจน ในทางคลนิิกพบวา่ แสง
อลัตราไวโอเลตและไอออนจากการฉายแสงในการรักษาโรคมะเร็งสามารถกระตุ้น NF-кB ได้ (19) 
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และพบวา่ NF-кB ยงัมีความสมัพนัธ์กบัการดือ้ยาเคมีบ าบดั โดยพบวา่การเกิดการดือ้ยาเคมี
บ าบดั จะพบการจบักนัของ NF-кB กบั DNA สงู ด้วยเหตุนี ้NF-кB จึงเป็นอีกเปา้หมายหนึง่ใน
การรักษามะเร็งในอนาคต ซึง่ยากลุม่ IKK inhibitor อาจใช้ร่วมกบัการใช้ยาเคมีบ าบดัหรือการ
ฉายแสงเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพในการรักษา (19, 24) 
 

3. โครงสร้างผลกึ (Crystal structure) ของ Inhibition of кB kinase β (IKKβ) 
 Inhibition of кB (IкB) kinase (IKK) β หรือ IKKβ ประกอบด้วย 3 Domains ได้แก่ N-
terminal kinase domain (KD), the central ubiquitin-like domain (ULD) และ α-helical 
scaffold/dimerization domain (SDD) ดงัรูปท่ี 2 การกระตุ้น IKKβ ต้องอาศยักระบวนการ 
Dimerization ซึง่เกิดผา่น SDD ดงัรูปท่ี 3 นอกจากนี ้ SDD และ ULD ยงัเป็นสว่นท่ีจบักบัสว่น C-

terminal ของ IкB (32) ท าให้ IкB เกิด Phosphorylation และปลอ่ย NF-кB เข้าสูนิ่วเคลยีสตอ่ไป 
(33)  ในสว่นของ KD เป็นบริเวณท่ี Inhibitors มาจบั โดยจบับริเวณ hinge loop ซึง่เช่ือมบริเวณ N-
lobes และ C-lobes และเป็นบริเวณท่ีจ าเพาะตอ่ Adenine ใน Adenosine triphosphate (ATP) (32) 
หรือเป็น ATP binding site ซึง่ Adenine จะถกูจบัโดย Hydrophobic contacts เป็นหลกั ผา่น Amino 
acid residue ได้แก่ Leu21, Gly22, Gly24, Val29, Ala42, Tyr98 และ Ile165 รวมถึงเกิดพนัธะ
ไฮโดรเจนกบั Glu97 และ Cys99 นอกจากนีย้งัมีการจบักนัระหวา่ง Asp145 และ Asp166 โดย
แมกนีเซียมจะเป็นตวัเกิดพนัธะระหวา่งประจุลบของออกซิเจนในหมู่ฟอสเฟตและประจุลบในหมู่
ฟังก์ชนั (Side chain) บนโปรตีน ดงัรูปท่ี 4 (34) 
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รูปท่ี 2 Domain ทัง้ 3 สว่นของ IKKβ (32) 

 
รูปท่ี 3 Dimer ของ IKKβ (32) 

 
รูปท่ี 4 โครงสร้างโมเลกุล 3 มิติของ IKKβ บริเวณ ATP binding site (34) 
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4. การตรวจคดัหาสารเคมีท่ีน่าจะมีศกัยภาพในการพฒันาเป็นยาใหม่ 
 การตรวจคดัหาสารสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การใช้เทคนิค High-throughput screening 
ซึง่ขึน้กบัการประมวลผลทางชีวภาพท่ีสามารถตรวจวดัได้ ยกตวัอยา่งเช่น อาจใช้เทคนิคการ
ตรวจจบัสญัญาณไฟฟา้ของเซลล์ (Electrophysiology) หรือเทคนิคการตรวจสอบการแสดงออก
ของโปรตีนท่ีติดฉลากสารเปลง่แสงฟลอูอเรสเซ็นท์ (Fluorescent tag) ท่ีเรียกวา่ High-content 
screening เป็นต้น เม่ือได้ข้อมลูสารเคมีท่ีนา่จะมีศกัยภาพในการพฒันาเป็นยาใหม่แล้วก็จะ
ด าเนินการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆ อยา่งละเอียด ซึง่หมายรวมถึงการศกึษาทางพิษวิทยา
ด้วย ทัง้นีโ้ครงสร้างทางสารเคมีสว่นท่ีส าคญั (Core chemical structure) อาจจะถกูน าไปเป็น
ต้นแบบในการสงัเคราะห์สารเคมีอ่ืนๆ โดยการปรับเปลีย่นหมู่เคมี เพื่อน าไปศกึษาเปรียบเทียบ
ความสมัพนัธ์ระหวา่งโครงสร้างทางเคมีกบัฤทธ์ิทางชีวภาพ (Structure-activity relationship; 
SAR) เม่ือได้สารเคมีท่ีมีคณุสมบติัตรงตามข้อท่ีก าหนดแล้ว สารเคมีนีจ้ะถกูน าไปศกึษาใน
สตัว์ทดลองและในคนตามล าดบัตอ่ไป (16) 
 จากการศกึษาของ Susanne C. Miller และคณะ (16) ในการตรวจหาสารเคมีโมเลกลุเลก็ท่ี

คาดวา่จะมีศกัยภาพในการยบัยัง้ผา่น NF-кB pathway ได้ผลดงัรูป โดยเม่ือพิจารณาจาก
โครงสร้างพบวา่มี 12 โครงสร้างจากทัง้หมดท่ีให้ฤทธ์ิในการยบัยัง้การเกิด IкB alpha 
phosphorylation  ซึง่ในท่ีนีจ้ะมีสารคือ Fluorosalan และ Tribromsalan ซึง่มีคา่ IC50 เทา่กบั 
3.2 และ 7.9 uM ตามล าดบั เม่ือศกึษาลกัษณะโครงสร้างของ Fluorosalan แล้ว พบวา่ 
Fluorosalan มีสว่นโครงสร้างที่คล้ายกบั Aeroplysinin-1 ท่ีใช้เป็นสารต้นแบบท่ีคณะผู้ท างานวิจยั
สนใจศกึษา  
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รูปท่ี 5 ความแรงของสาร (uM) ในการยบัยัง้ผา่น NF-кB-bla reporter gene, NF-кB-luc reporter 
gene, GFP-IkB phosphorylation, และ caspase 3/7 assays (16) 

 

รูปท่ี 6 โครงสร้างสารท่ีสามารถยบัยัง้การเกิด IкB phosphorylation (16) 
 

5. Aeroplysinin-1 
 Aeroplysinin-1 เป็นสารกลุม่ Dibromotyrosine  acetonitrile derivatives สามารถพบได้ใน
ฟองน า้ทะเลตระกลู Verongida (4) ท่ีประกอบด้วย 4 วงศ์ ได้แก่ Aplysinidae, Ianthellidae, 
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Aplysinellidae และ Pseudoceratinidae (35) ในประเทศไทยสามารถพบฟองน า้ทะเลวงศ์ 
Pseudoceratinidae ชนิด Pseudoceratina purpurea ได้ท่ีหมู่เกาะทะเลใต้ จงัหวดั
นครศรีธรรมราช (6) และ Pseudoceratina sp. ได้ท่ีหมู่เกาะทะเลใต้และหมู่เกาะกระ จงัหวดั
นครศรีธรรมราชและหมู่เกาะโลซิน จงัหวดัปัตตานี (5-7) 
 Aeroplysinin-1 เป็นสารที่มี chiral carbon และมีคณุสมบติัเป็น optically active หรือมีคู ่
enantiomer คือ (+)-Aeroplysinin-1 และ (-)-Aeroplysinin-1 ซึง่ (+)-Aeroplysinin-1 ดงัรูปท่ี 7 
มีฤทธ์ิทางชีวภาพมากมาย (8) ได้แก่ ฤทธ์ิต้านปรสติ (8, 9) ฤทธ์ิต้านจุลชีพตอ่เชือ้แบคทีเรียบาง
ชนิดและเชือ้เอชไอว ี(8, 10) ฤทธ์ิต้านการอกัเสบ (8, 11) ฤทธ์ิยบัยัง้การสร้างหลอดเลอืดใหม่ และ
ฤทธ์ิยบัยัง้เซลล์มะเร็ง (8, 12, 13) นอกจากนีใ้นฟองน า้ชนิด Pseudoceratina sp. ยงัพบพบสาร

เมตาบอไลท์ของ (+)-Aeroplysinin-1 และมีโครงสร้างคล้ายกนัคือ (1′R,5′S,6′S)-2-(3′,5′-
dibromo-1′,6′-dihydroxy-4′-oxocyclohex-2′-enyl) acetonitrile (DT) ดงัรูปท่ี 8 ซึง่มีฤทธ์ิต้าน
เซลล์มะเร็งเม็ดเลอืดขาว K562 โดยผา่นกลไกการท าให้เซลล์เกิด Apoptosis จากการสร้าง 
Reactive Oxygen Species (ROS) ท่ีเพิ่มสงูขึน้ ซึง่เป็นผลจากการยบัยัง้จาก HIF pathway, 

PTEN pathway, NF-кB pathway และ IKK pathway ดงัรูปท่ี 9 (14) 

รูปท่ี 7 โครงสร้างเคมีของ (+)-Aeroplysinin-1 (8) 
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รูปท่ี 8 โครงสร้างเคมีของ (1’R, 5’R, 6’S)-2-(3’, 5’-Dibromo- 1’, 6’-dihydroxy- 4’- oxocyclohex-2’-
enyl) acetonitrile (DT) (14) 

 
รูปท่ี 9 ผลของ Oxidative stress จากการทดลองโดยใช้ (1’R, 5’R, 6’S)-2-(3’, 5’-Dibromo- 1’, 6’-
dihydroxy- 4’- oxocyclohex-2’-enyl) acetonitrile (DT) ตอ่ IкB kinases (IKK)/NF-кB และ 
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt pathways โดยภาพซ้ายแสดงเซลล์ท่ีได้รับ DT ขนาด 5 
ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติรเป็นเวลา 6 และ 18 ชัว่โมงตามล าดบั และภาพขวาแสดงเซลล์ท่ีได้รับ N-
acetyl-cysteine (NAC) เป็นเวลา 1.5 ชัว่โมงตามด้วย DT ขนาด 2.5 หรือ 5 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร
เป็นเวลา 18 ชัว่โมง (14) 
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6. Azaindole 
 โครงสร้างอนพุนัธ์ของ Azaindole มีการรายงานตัง้แตปี่ 2003 ถึงปี 2013 พบวา่มี 4 ไอโซ
เมอร์ ได้แก่ 4-Azaindole ,5-Azaindole ,6-Azaindole ,7-Azaindole โครงสร้างอนพุนัธ์ของ 7-
Azaindole เป็นโครงสร้างที่พบในสารมากกวา่ 100,000 โครงสร้าง โดยจุดออกฤทธ์ิหรือจุดท่ีจบั
เพื่อออกฤทธ์ิของอนพุนัธ์ของ Azaindole คือ เอนไซม์ไคเนส (Kinase) โดยบริเวณ ATP binding 
site ของเอนไซม์จะมีสว่นของหมู่ฟังก์ชนัเอมีน ซึง่ใช้ไฮโดรเจนอะตอมในการจบักบัโครงสร้าง 
Azaindole ด้วยพนัธะไฮโดรเจน โปรตีนไคเนสในมนษุย์มีมากกวา่ 500 ชนิด (36) 

 การยบัยัง้เซลล์มะเร็งผา่น IκB kinase (IKKs) ซึง่เป็นเซอรีน/ทรีโอนีนไคเนส ท่ีอยูใ่นไซโตพลา
สซมึ เม่ือเกิดการกระตุ้นจะเกิดการจบักบั NF-κB เป็น IκK/NF-κB complex โดย 
phosphorylation และควบคมุ mitotic kinase Aurora A ซึง่โครงสร้างอนพุนัธ์ของ Azaindole มี
การศกึษาฤทธ์ิในการยบัยัง้ IKK alpha และ IKK beta โดยเน้นการศกึษาใน IKK beta เน่ืองจาก 
IKK beta เป็นชนิดของไคเนสท่ีพบมากในเซลล์ สว่น IKK alpha พบได้น้อย มกัพบในความ
ผิดปกติของกระดกูและผิวหนงั จากงานวิจยัพบวา่โครงสร้าง 4-aryl-7azaindoles sulfonamides 
สามารถยบัยัง้IKK2 แบบแขง่ขนับริเวณ ATP binding site ดงัรูปท่ี 10 และ 11 

 
รูปท่ี 10 แบบจ าลองการจบัของอนพุนัธ์ 4-aryl-7azaindoles บริเวณ ATP binding  site ของโมเลกลุ 
IKK (18) 
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รูปท่ี 11 X-ray structure ของอนพุนัธ์ 4-aryl-7azaindoles บนโมเลกลุของ IKK (18) 
 

7. ยาเคมีบ าบดัออกฤทธ์ิต่อโมเลกุลเป้าหมาย IKK 
 หลกัการในการยบัยัง้การเกิดมะเร็งจากการกระตุ้นผา่น NF-кB สามารถเกิดขึน้ได้ในหลาย
ระดบั เช่น การยบัยัง้เปา้หมายบนผิวเซลล์โดยใช้ Antibody การปอ้งกนัการแยกของ IкB ผา่น
กระบวนการ Proteosomal inhibition โดยมีเอนไซม์เปา้หมายคือ IKK complex การยบัยัง้การเข้า

ไปภายในนิวเคลยีสของ NF-кB และการขดัขวางการจบัระหวา่ง NF-кB กบัล าดบัดีเอ็นเอ ท่ีจะ
สง่ผลตอ่การถอดรหสัพนัธุกรรม (Gene transcription) (37) 

 
รูปท่ี 12 กลไกการออกฤทธ์ิยบัยัง้ผา่น NF-кB (38)  
 
ตารางท่ี 3 ยาท่ีมีกลไกการออกฤทธ์ิยบัยัง้ inhibitory kappa B kinase (IKK inhibitors) (39) 
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FDA-approved pharmacologic agents that inhibit Nf-kB activity by inhibition of IKK 

Agent Trade 
name 

Mechanism Indication 

Arsenic trioxide (As2O3) Trisenox  
(Cephalon 
Inc.) 

inhibition of 
IKK 

Acute promyelocytic leukaemia. 
NSCLC, liver, multiple myeloma, 
chronic lymphocytic leukemia 

หมายเหตุ  
FDA-approved phase II 

Thalidomide 

 

 

Thalomid  
(Celgene 
Inc.) 

inhibition of 
IKK 

 

Multiple myeloma. Chronic 
lymphocytic leukemia 

หมายเหตุ  
FDA-approved phase I 

ตวัอยา่ง IKK inhibitors เช่น manumycin A, PS-1145, BMS-345541, CHS-828, ACHP, 
AS602868, blocking peptides, Bay 11-7085, BAY 11-7082, WS3, WS6, LY2409881 
triHCl, SC-514 เป็นต้น 
 

8. Drug Discovery, Design and Development 
 ยาท่ีมีใช้ในปัจจุบนัได้จากการศกึษาสารประกอบทัง้จากธรรมชาติและจากการสงัเคราะห์โดย
พฒันามาจากสารต้นแบบท่ีมีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยา (Lead compound) ซึง่ถกูค้นพบและดดัแปลง
โครงสร้าง Lead compound ให้มีฤทธ์ิตามต้องการด้วยวิธีตา่งๆ ดงันี ้
8.1. วิธีการค้นหา Lead compound ได้แก ่

8.1.1. Random Screening คือการตรวจสอบฤทธ์ิทางชีวภาพของสารทกุชนิดโดยไม่
ค านงึถึงโครงสร้างทางเคมี 



17 

 

8.1.2. Nonrandom Screening คือการน าสารท่ีมีฤทธ์ิคลมุเครือหรือมีฤทธ์ิอ่อนมาทดสอบ
ด้วยวิธีการท่ีเฉพาะเจาะจงขึน้ 

8.1.3. Drug Metabolism Studies คือการน าสารท่ีได้จากกระบวนการ Metabolism หรือ 
Metabolite ของยามาทดสอบฤทธ์ิเทียบกบัสารเดิม 

8.1.4. Clinical Observations คือการน าสารท่ีแสดงฤทธ์ิข้างเคียงจากการทดลองในสตัว์มา
พฒันาโครงสร้างตอ่เพ่ือให้เป็นฤทธ์ิข้างเคียงให้เป็นฤทธ์ิหลกัตอ่ไป 

8.1.5. Rational Approaches to Lead Discovery คือการค้นหายาท่ีมีฤทธ์ิตามต้องการโดย
อาศยัสมมติฐานและขัน้ตอนอยา่งมีเหตผุล 

8.2. การดดัแปลงโครงสร้าง Lead compound ได้แก่ 
8.2.1. Identify of The Active Part : The Pharmacophores คือการหาสว่นของโครงสร้างที่

เก่ียวข้องกบัการจบั Receptor ท่ีมีผลในการออกฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของสารหรือท่ี
เรียกวา่ Pharmacophore โดยสารที่เป็น Lead compound อาจมีโครงสร้างบางสว่น
ท่ีไม่จ าเป็นตอ่การจบั Receptor จึงสามารถตดัโครงสร้างสว่นดงักลา่วออกได้และ
เหลอืเพียงสว่นโครงสร้างท่ีจ าเป็นตอ่การออกฤทธ์ิเทา่นัน้ 

8.2.2. Functional Group Modification คือการปรับปรุงหมู่ฟังก์ชนัภายในโครงสร้างเพื่อลด
ฤทธ์ิท่ีไม่ต้องการหรือลดฤทธ์ิข้างเคียงลงได้ 

8.2.3. Structure-Activity Relationships (SAR) หมายถึงฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาท่ีเก่ียวข้องกบั
โครงสร้างทางเคมีของสาร ซึง่แบง่เป็น 2 ประเภทคือ Structurally Specific Drugs 
และ Structurally Nonspecific Drugs 

8.2.4. Structure Modification to Increase Potency and Therapeutic Index คือการ
ดดัแปลงโครงสร้างเพ่ือเพ่ิมฤทธ์ิและ Therapeutic Index ของยา (40-44) 

 

9. Molecular simplification 
 การปรับโครงสร้างของสารตัง้ต้นท่ีได้จากธรรมชาติ ซึง่มกัเป็นโครงสร้างทางโมเลกุลท่ีซบัซ้อน
ยากตอ่การสงัเคราะห์ มีความเป็นพิษ หรือมีคา่ชีวประสทิธิผลคอ่นข้างต ่า จากการศกึษาทาง 
Medical chemistry ท าให้ทราบวา่มีเพียงบางสว่นของโครงสร้างท่ีส าคญัตอ่การออกฤทธ์ิ 
(Pharmocophore) ดงันัน้ การท า Molecular simplification จึงเป็นขัน้แรกของการปรับโครงสร้าง
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จากสารต้นแบบ โดยอาจเปลีย่นหมู่แทนท่ี (Substituents) หรือท าลายวงโครงสร้าง (Elimination 
of Cycle) แตก็่อาจท าให้ลด Selectivity เน่ืองจาก Selectivity มกัพบโครงสร้างทางโมเลกลุท่ี
ซบัซ้อนมากกวา่ ตรวจสอบโดยพิสจูน์เอกลกัษณ์ของฟาร์มาโคฟอร์ (pharmacophore) หรือท า 
Molecular simplification เพื่อลดผลข้างเคียงร้ายแรงท่ีเกิดจากสารต้นแบบ โดยมีการท า 
Molecular simplification จากสารต้นแบบท่ีประสบผลส าเร็จแล้ว ได้แก่ Morphine, Quinine, 
Cocaine เป็นต้น (45) 
 

10.  การประยกุต์ใช้คอมพิวเตอร์ในการออกแบบยา (Computer-aided drug design) 
 จากความก้าวหน้าทางชีวโมเลกลุ ท าให้สามารถทราบสาเหตรุวมไปถึงปัจจยัการเกิดโรคใน
ระดบัโมเลกลุของร่างกาย และมีความรู้เก่ียวกบัชีวโมเลกลุเปา้หมาย (Macromolecular 
biological targets) สง่ผลให้มีการประยกุต์ใช้คอมพิวเตอร์ในการสร้างแบบจ าลองโมเลกลุสาม
มิติของชีวโมเลกลุเปา้หมาย ท าให้สามารถค้นหาสารต้นแบบ เพื่อให้ได้ยาใหม่ท่ีใช้รักษาโรคและ
น ามาใช้ในการพฒันายาตอ่ไป ดงันัน้การใช้คอมพิวเตอร์เข้ามาชว่ยในการคิดค้นยาใหม่จะช่วยลด
ระยะเวลา คา่ใช้จา่ยในการสงัเคราะห์ และทดลองฤทธ์ิของยา 
10.1. Molecular modeling และ Docking study Molecular modeling 
 เป็นวิธีการจ าลองแบบโครงสร้างและคณุสมบติัของโมเลกลุ โดยใช้ Computational 
chemistry และเทคนิค Graphical visualization เพื่อปรับปรุงโครงสร้างสามมิติให้อยูใ่นสภาวะท่ี
ก าหนด การจ าลองโมเลกลุสามารถน ามาประยกุต์ใช้ในการค้นพบสารเคมีใหม่ท่ีมีความจ าเพาะ
เจาะจงกบัโมเลกลุเปา้หมาย โดย Molecular modeling ท่ีใช้ในการศกึษาการจบัของยากบั
เปา้หมายของยาเรียก Docking ซึง่มีวิธีการค้นหาและออกแบบยาโดยใช้ข้อมลูต าแหนง่ Binding 
site บนสารชีวโมเลกลุเปา้หมาย โดย Molecular docking เป็นวิธีการคดักรองยาแบบเสมือน 
(Vitual screening) สามารถน ามาประยกุต์ใช้ในการท านายรูปร่างสามมิติของสารที่จบักบัชีว
โมเลกลุเปา้หมายและค านวณคา่พลงังานอนัตรกริยา จึงเป็นวิธีหนึง่ท่ีนิยมใช้เน่ืองจากลด
ระยะเวลาในการทดสอบฤทธ์ิในห้องปฏิบติัการจริง 
10.2. โปรแกรม AutoDock 
 โปรแกรม AutoDock เป็นซอฟต์แวร์ท่ีใช้ในการ Docking โดยจะท าการวิเคราะห์โครงสร้าง
สามมิติของสารเคมีท่ีสามารถจบักบัชีวโมเลกลุเปา้หมาย โดยพิจารณาจากคา่พลงังาน เช่น 
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Docking energy, Binding energy หรือคา่ Ki ซึง่จะน าคา่ดงักลา่วมาพจิารณาวา่สารเคมี
สามารถจบักบัสารชีวโมเลกลุได้ดีหรือไม่ โดยโปรแกรม AutoDock จะมีโปรแกรมยอ่ยช่ือวา่ 
Autogrid ท่ีใช้ค านวณกริดพลงังานท่ีก าหนดบริเวณเปา้หมายท่ีจะทดสอบการจบักบัยา ซึง่
สามารถก าหนดจ านวนรอบท่ีใช้ในการทดสอบ (Number of GA run) และ Maximum number of 
energy evaluations และท าการวิเคราะห์โครงสร้างสามมิติของสารในบริเวณท่ีก าหนดด้วย
ขอบเขตของพลงังานกริด จากนัน้ท าการสุม่โดยใช้หลกัการของการค านวณทางพนัธุกรรม 
(Genetic algorithm) แบบ Lamarckian GA ในแต่ละรอบของการทดสอบได้มีการจดัเรียง
โครงสร้างสามมิติของยาจนได้ผลลพัท์ออกมา และน าข้อมูลท่ีได้มาวิเคราะห์เพื่อเลอืกผลลพัท์ท่ีมี
คา่พลงังานต ่าและมีคา่ความถ่ีมากท่ีสดุในกลุม่ท่ีน ามาทดสอบ (46) 
 

11.  ปฏิกิริยาเคมี 
 การสงัเคราะห์สารประกอบเอไมด์ (Amidation Reaction) สามารถเตรียมขึน้จากการปฏิกริยา
ระหวา่งสารตัง้ต้นท่ีเป็นสารกลุม่แอลดีไฮด์และเอมีน โดยมีตวัเร่งปฏิกริยาในการสงัเคราะห์เอไมด์ 
เช่น 
11.1. การใช้โลหะทรานซิชนัซึง่เกิดกระบวน Transition-metal complexes (47) เช่น Cu, Rh, 

Ru, Pd, Ni, Au, Fe ดงัรูปท่ี 13 โดยกลไกการเกิดปฏิกิริยาเป็นดงัรูปท่ี 14 
 

 
รูปท่ี 13 Copper-catalyzed oxidative amidation with aldehyde (47) 
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รูปท่ี 14 Proposed mechanism of the Copper-catalyzed oxidative amidation reaction (47) 

11.2. การใช้ Oxidant เช่น Hydrogen peroxide (48) , di-t-butyl peroxide (DTBP), tert-butyl 
peroxybenzoate (TBPB) ดงัรูปท่ี 15 โดยกลไกการเกิดปฏิกิริยาเป็นดงัรูปท่ี 16 

 
รูปท่ี 15 Hydrogen peroxide-catalyzed oxidative amidation with aldehyde (48) 
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รูปท่ี 16 Proposed mechanism of the Hydrogen peroxide-catalyzed oxidative amidation 

reaction (48) 
 

12.  เคร่ืองมือวเิคราะห์ 
12.1. รงคเลขผิวบาง (Thin layer chromatography หรือ TLC) 
 หลกัการของรงคเลขผิวบางคือการแยกสารตา่งชนิดกนัโดยใช้วฏัภาคน่ิง (Stationary phase) 
และวฏัภาคเคลือ่นท่ี (Mobile phase) ซึง่มีความมีขัว้ตา่งกนั โดยสารตา่งชนิดกนัจะเคลือ่นท่ี
ผา่นวฏัภาคน่ิงโดยการพาของวฏัภาคเคลือ่นท่ีด้วยความเร็วที่ไม่เทา่กนัจึงสามารถแยกสารแตล่ะ
ชนิดออกจากกนัได้ ซึง่แสดงผลออกมาในคา่คงท่ีเฉพาะตวัของสารที่เรียกวา่ Retardation factor 
(Rf) value ท่ีค านวณได้จากระยะทางที่สารเคลือ่นท่ีหารด้วยระยะทางที่ตวัท าละลายเคลือ่นท่ี 
โดยวฏัภาคน่ิงสามารถเตรียมได้จากการเคลอืบตวัดดูซบับนแผน่กระจก แผน่อะลมิูเนียม หรือแผน่
พลาสติก โดยตวัดดูซบัท่ีนิยมใช้เช่น ซิลกิาเจล อะลมิูนา เป็นต้น ซึง่จะมีการผสมสารเรืองแสงลง
ในตวัดดูซบัเพื่อใช้ตรวจสอบต าแหนง่ท่ีสารเคลือ่นท่ีไปบนวฏัภาคน่ิงผา่นการมองภายใต้แสงอุลต
ร้าไวโอเลต (UV light) 
12.2. คอลมัน์โครมาโตกราฟี (Column Chromatography) 
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 คอลมัน์โครมาโตกราฟีมีหลกัการเช่นเดียวกบัรงคเลขผิวบางแตบ่รรจุสารดดูซบัลงในคอลมัน์
เพื่อให้เป็นวฏัภาคน่ิง จากนัน้จึงเติมสารที่ต้องการแยกลงบนคอลมัน์และผา่นตวัท าละลายท่ี
เป็นวฏัภาคเคลือ่นท่ีลงไป โดยวฏัภาคเคลือ่นท่ีท่ีเหมาะสมจะให้คา่ Rf value ของสารที่ต้องการ
แยกอยูใ่นช่วง 0.2-0.8 ซึง่การเก็บสารตวัอยา่งที่แยกได้จากคอลมัน์มกัเก็บแยกเป็นหลอดๆท่ี
เรียกวา่สว่นแยก (Fraction) และน าไปตรวจสอบด้วยรงคเลขผิวบางเพื่อหา Fraction ของสาร
ตวัอยา่งสว่นท่ีต้องการตอ่ไป 
12.3. อินฟราเรดสเปคโตรสโคปี (Infrared spectroscopy) 
 อินฟราเรดสปคโตรสโคปี ใช้ในการตรวจหาหมู่ฟังก์ชนัในโครงสร้างสารประกอบอินทรีย์ซึง่จะ
ดดูกลนืรังสอิีนฟราเรดในช่วงที่สมัพนัธ์กบัการสัน่ของพนัธะตา่งๆที่มีในโมเลกุล แสดงผลออกมา
ในรูปของสเปกตรัมในต าแหนง่ท่ีตา่งกันไปตามหมู่ฟังก์ชนัท่ีพบในโครงสร้าง โดยรังสอิีนฟราเรด
ในช่วงความถ่ีระหวา่ง 700-5,000 ตอ่เซนติเมตร (cm-1) จะให้พลงังานประมาณ 2-12 กิโลแคลอร่ี
ตอ่โมลซึง่มากพอตอ่การท าให้พนัธะตา่งๆในโมเลกลุเกิดการสัน่ เช่น การยืดหดของพนัธะ (Bond 
stretching) การโค้งงอของพนัธะ (Bond bending) เป็นต้น 
12.4. นิวเคลยีร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปี (Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy หรือ NMR) 
 นิวเคลยีร์แมกเนติกเรโซแนนซ์สเปกโตรสโคปีคือเคร่ืองมือช่วยพิสจูน์โครงสร้างสารโดยอาศยั
การหมนุของนิวเคลยีสท่ีมีประจุและเกิดเป็นสนามแม่เหลก็ เม่ือนิวเคลยีสดงักลา่วเคลือ่นท่ีผ่าน
สนามแม่เหลก็ก าลงัสงูจะเกิดการเรียงตวัขึน้ โดยนิวเคลยีสท่ีมีการเรียงตวัไปในทิศทางเดียวกบั
สนามแม่เหลก็จะมีพลงังานต ่ากวา่นิวเคลยีสท่ีมีการเรียงตวัในทิศทางตรงข้ามกบัสนามแม่เหลก็ท่ี
ให้เข้าไป และเม่ือให้พลงังานในช่วงคลื่นความถ่ีวิทย ุ(Radiofrequency; rf) จะท าให้เกิดนิวเคลียร์
แมกเนติกเรโซแนนซ์หรือนิวเคลยีสท่ีอยูใ่นระดบัพลงังานต ่าจะขึน้ไปอยูใ่นระดบัพลงังานท่ีสงูกว่า 
ซึง่แสดงผลออกมาในรูปของ NMR Spectrum ท่ีแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งพลงังานท่ีถกูดดูใน
นิวเคลยีสของสารตวัอยา่งกบัพลงังานของช่วงคลื่นความถ่ีวิทยท่ีุให้เข้าไป 
12.5. แมสสเปกโทรเมทร่ี (Mass Spectroscopy หรือ MS) 
 แมสสเปกโทรเมทร่ีคือเคร่ืองมือในการหามวลโมเลกลุ โดยใช้หลกัการเปลีย่นโมเลกลุเป็น
ไอออนโดยการยิง (Bombard) อิเลก็ตรอนท่ีมีพลงังานสงู (70 อิเลก็ตรอนโวลต์) เข้าไปในโมเลกุล 
ท าให้อิเลก็ตรอนในโมเลกุลหลดุออก เกิดเป็นอนมุลูประจุบวก (Cation radical) ซึง่ไม่เสถียรและ
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แตกเป็นสว่นเลก็ๆ (Fragments) โดยรูปแบบของการแตกเป็นสว่น (Fragmentation pattern) นี ้
จะสามารถน ามาใช้ในการพิสจูน์โครงสร้างอยา่งคร่าวๆได้เน่ืองจากสามารถบอกมวลโมเลกลุของ
สารได้จาก Molecular ion (M+) peak และสามารถบอกประเภทของโครงสร้างสารได้เน่ืองจาก
สารแตล่ะประเภทมีรูปแบบการแตกตวัที่ตา่งกนั (49)
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจยั 
 

1. เคร่ืองมือและอปุกรณ์ในการท าวจิยั 
1.1.  คอมพิวเตอร์ 

1.1.1. Notebook PC, Processor Core(TM) i5-3210M CPU @2.50GHz with 4 GB of 
RAM ,Microsoft Windows 7 Ultimate  

1.1.2. Notebook PC, Processor Core(TM) i5-2450M CPU @2.50GHz with 4 GB of 
RAM ,Microsoft Windows 7 Ultimate  

1.1.3. Notebook PC, Processor Core(TM) i5-5200U CPU @2.20 GHz with 4 GB of 
RAM ,Microsoft Windows 10  

1.2.  โปรแกรม 
1.2.1.  AutoDock 4.0 
1.2.2. Cygwin64 
1.2.3. ChemDraw Pro12.0 
1.2.4. Chem3D Ultra12.0 

1.3. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
1.3.1. Glass chromatography column 
1.3.2. Magnetic bar 
1.3.3. Magnetic stirrer 
1.3.4. TLC tank 
1.3.5. TLC plates  
1.3.6. TLC glass plates 
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1.3.7. Heating magnetic stirrer  
1.3.8. Infrared spectroscopy (Thermo Spectra-Tech, P/N 700-0085, Ver3.9 10/01, 

Shelton, USA and APW1200202, Becthai Thailand) 
1.3.9. Fourier Transform Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (400 MHz.)  
1.3.10. UV lamp (254/365nm 6-Watt 230V 50Hz 0.12Amps, Cambridge, UK) 
1.3.11. Rotary evaporator (254/365nm, Buchi Thailand Ltd.) 

 

2. สารเคมี 

2.1. 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde (Sigma-Aldrich, USA) 
2.2. 4-aminopyridine (ACROS, New Jersey, USA) 
2.3. Hydrogen peroxide (Siribuncha, Thailand) 
2.4. Sodium sulphate anhydrous crystal (Carlo Erba, Italy) 
2.5. Sodium chloride (Carlo Erba, Italy) 
2.6. Methanol (Avanter Performance Materials, USA) 
2.7. Ethyl acetate (Ajax, New Zealand) 
2.8. Hexane (Avanter Performance Materials, USA) 
2.9. Silica gel 1.07734.1000 (Merck, Germany) 

 

3. วธีิด าเนินงานวจิยั 

3.1. ศกึษาและออกแบบโครงสร้างยาโดยใช้คอมพิวเตอร์ 

3.1.1. การเตรียมและคดัเลอืกโครงสร้างชีวโมเลกลุเปา้หมาย คือ เอนไซม์ Inhibition of кB 
kinase β (IKKβ) 

1) คดัเลอืกและน าโครงสร้างสามมิติของชีวโมเลกลุเปา้หมาย จากข้อมลูการเอ็กซเรย์
ผลกึสามมิติของเอนไซม์ IKKβ (4KIK, http://www.rscb.org/pdb/) ท่ีจบัเป็น
สารประกอบกบัไลแกนด์ท่ีอยูใ่นฐานข้อมลูในรูป .pdb file มาเตรียมเป็น .pdbqt file 
เพื่อใช้ในการ Docking 
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2) เตรียมชีวโมเลกลุเปา้หมายให้อยูใ่นรูป .pdbqt file โดยเปิดโครงสร้างชีวโมเลกลุ
เปา้หมายท่ีได้ดาวน์โหลดมาโดยใช้โปแกรม AutoDock 4.0 ดงันี ้
(1) ก าจดัโมเลกลุไลแกนด์ และน า้ จากนัน้เติมอะตอมของไฮโดรเจน จากนัน้ค านวณ

ประจุแบบ Gasteiger 
(2) บนัทกึเป็นไฟล์ในนามสกลุ .pdbqt 

3) เตรียมไลแกนด์ให้อยูใ่นรูปไฟล์ .pdbqt โดยเปิดโครงสร้างของชีวโมเลกลุเปา้หมายท่ี
ได้ดาวน์โหลดมาโดยใช้โปรแกรม AutoDock 4.0 ลบโมเลกลุอ่ืนๆ ให้เหลอืไว้เพียง
เฉพาะไลแกนด์ และเตรียมตามขัน้ตอน 3.1.1.2 (1) และ 3.1.1.2 (2) 

4) Validate เอนไซม์ IKKβ เพื่อตรวจสอบความถกูต้องของชีวโมเลกลุเปา้หมายในการท า 
docking โดยใช้โปรแกรม AutoDock 4.0 และ Cygwin ดงันี ้
(1) เตรียม Grid parameter (การท า Autogrid)ในรูป .gpf โดยเลอืกชีวโมเลกลุ

เปา้หมาย ซึง่เป็นไฟล์ .pdb ท่ีเตรียมไว้ จากเมน ู grid จากนัน้จึงเลอืกชนิดของ 
Grid map ท่ีต้องการสร้าง และก าหนดคา่พารามิเตอร์ตา่งๆ ตามตารางท่ี 4 
บนัทกึเป็นไฟล์ .gpf  

 
ตารางท่ี 4 พารามิเตอร์ท่ีใช้ในการท า grid 

 Parameter 

Num. grid points in x, y, z 106, 126, 116 

Spacing (A๐) 0.511 

Grid center Center to ligand 

 
(2) ค านวณ Energy grid เพื่อให้ได้ Grid map ซึง่อยูใ่นรูปไฟล์ .glg ในโปรแกรม 

Cygwin 
(3) เตรียม Docking parameter (การท า Autodock) ในรูป .dpf โดยเปิดไฟล์ชีว

โมเลกลุเปา้หมาย (IKKβ) และไลแกนด์ ซึง่เป็นไฟล์ .pdbqt file ท่ีเตรียมไว้จาก
เมน ู docking จากนัน้ก าหนดคา่พารามิเตอร์ตา่งๆ ตามตารางท่ี 5 และบนัทกึ
ไฟล์เป็น Lamarckian GA 
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ตารางท่ี 5 พารามิเตอร์ท่ีใช้ในการท า docking 

Docking Parameters 
Number of GA run 100 
Population size 150 
Maximum number of energy evaluations 2,500,000 
Maximum number of generation 27,000 
Maximum number of top individuals that automatically survive 1 
Rate of gene mutation 0.02 
Rate of crossover 0.8 
Mean of Cauchy distribution for gene mutation 0.0 
Variance of Cauchy distribution for gene mutation 1.0 
Number of generation for picking worst individual 10 

 
(4) ท าการ Docking parameter เพื่อให้ได้ไฟล์ .dlg โดย Run docking ใน cygwin 

และวิเคราะห์ผลท่ีได้ จากไฟล์ .dlg  
3.1.2. เตรียมไลแกนด์ท่ีจะใช้ในการ docking  

1) โครงสร้างท่ีออกแบบเป็นสารในกลุม่เอไมด์ ท่ีจะประกอบด้วยสารจ าพวกแอลดีไฮด์ 
ท าปฏิกริยากบั สารจ าพวกเอมีน เร่ิมด้วยการวาดโครงสร้างของสารที่ออกแบบ
จ านวน 1 โครงสร้าง โดยมีโครงสร้างหลกัของแอลดีไฮด์ คือ 3,5-Dibromo-2-
hydroxy-4-methoxybenzaldehyde ซึง่มีโครงสร้างหลกัคล้ายคลงึกบั (+)-
Aeroplysinin-1 และมี side chain ท่ีเป็น 7-Azaindole โดยวาดโครงสร้าง 2 มิติ ของ
สารที่ออกแบบด้วยโปรแกรม Chem3D Ultra12.0 หลงัจากนัน้ท าให้เป็นสามมิติ และ
จดัโครงสร้างให้อยูใ่นมมุท่ีมีพลงังานต ่าสดุ โดยการ Minimize energy ด้วยหลกัการ 
MM2 ท่ีอยูใ่นโปรแกรม Chem3D Ultra12.0 และบนัทกึเป็นไฟล์ Protein dat bank 
(.pdb) 
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     (a)                (b)           (c) 
รูปท่ี 17 โครงสร้างทางเคมีของ a) 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde , b) 7-
Azaindole และ c) 4-Aminopyrimidine 

2) เปิดโครงสร้างไลแกนด์ท่ีเตรียมไว้จาก 3.2.1 โดยใช้โปรแกรม Autodock 4.0 เพื่อท า
การ docking โดยเร่ิมจากการเตรียมตามขัน้ตอนท่ี 3.1.1.2 (1) และ 3.1.1.2 (2) 

3.1.3. การท า Docking เพื่อหาแรงในการจบักบัเอนไซม์ IKK โดยท าเหมือนขัน้ตอนการ 
Validate และรายงานผลของการศกึษาเป็นคา่ Binding energy (ประกอบด้วย 
Intermolecular energy และ Torsional energy) และ Docking energy 
(ประกอบด้วย Intermolecular energy และ Internal energy) โดยรายงาน 
Conformation ท่ีมี Binding energy และ Docking energy เป็นลบมากท่ีสดุ  

3.2.  สงัเคราะห์อนพุนัธ์ของยาที่ได้รับการคดัเลอืก 
3.2.1. การเช่ือมหมู่แอลดีไฮด์กบัหมู่เอมีนได้เป็นสารประกอบเอไมด์ โดยมีแนวคิดดงัรูปท่ี 18 

 
รูปท่ี 18 Amidation reaction ระหวา่ง Benzaldehyde และ 4-Aminopyridine (50) 

3.2.2. กระบวนการสงัเคราะห์สารเคมี 
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1) ชั่ ง ส า ร 3 , 5 -Dibromo-2 -hydroxy-4 -methoxybenzaldehyde แ ล ะ  4 -
Aminopyrimidine อยา่งละ 1 มิลลโิมล เทสารใสข่วดก้นกลม (Round bottom flask) 

2) ผสม 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde และ 4-Aminopyrimidine 
ใน round bottom flask จากนัน้จึงเติมน า้ 2 มิลลลิติร  

3) เติมตวัเร่งปฏิกริยา คือ H2O2 (3% w/v) 3 Equivalent 
4) น า Round bottom flask ไปให้ความร้อนใน Water bath ท่ีอุณหภมิู 80ºC จนเกิด

ปฏิกริยาท่ี 4 ชัว่โมง 
5) เก็บสารตวัอยา่งที่ 0, ½, 1, 2, และ4  ชัว่โมง เพือ่ตรวจการเกิดปฏิกริยาเคมี 
6) หาคา่ % yield 
7) ขัน้เตรียมสารเคมีเพื่อพิสจูน์การเกิดปฏิกริยาเคมี 

(1) เตรียมสารตวัอยา่ง 4-Aminopyrimidine ผสมกบั Methanol 
(2) เตรียมสารตวัอยา่ง 3,5-Dibromo-2-hydroxy-4-methoxybenzaldehyde ผสม

กบั Methanol 
(3) ดดูสารตวัอยา่งจาก Round bottom flask โดยใช้หลอดแคปลลิารี (Capillary)  
(4) จุด(spot)สารตวัอยา่งบนแผน่ TLC โดยก าหนด Starting point หา่งจากขอบลา่ง 

1 cm และก าหนด Solvent front ให้หา่งจากขอบบน 0.5 cm 
8) วางแผน่ TLC ในภาชนะแก้วที่บรรจุวฎัภาคเคลือ่นท่ี (Mobile phase) โดยวฎัภาค

เคลือ่นท่ีประกอบด้วย Methanol: Ethyl acetate: Hexane = 0.5:1:4 เม่ือตวัท า
ละลายเคลือ่นขึน้ไปจนเกือบถึงขอบบน จึงน าแผน่ TLC ออก  

9) จากนัน้น าแผน่ TLC สอ่งดภูายใต้แสง UV ท่ีความยาวคลืน่แสง 254 nm. และ 365 
nm. ค านวณหาคา่ Rate flow (Rf) 

3.3. การแยกสกดัสารด้วยตวัท าละลาย (Solvent extraction) 
3.3.1. เติม Ethyl acetate 10  ml ลงใน Round bottom flask จากนัน้ดดูสารละลายใสใ่น

กรวยแยก (Separatory funnel) จากนัน้เติมน า้ 10 ml จ านวน 2 ครัง้ เขยา่เบาเพือ่ให้
เกิดการดงึสารตามสภาพขัว้ให้ไปอยูใ่นแตล่ะวฏัภาค  

3.3.2. ไขชัน้น า้ออก  
3.3.3. แยกสกดัด้วย Brine 10 ml จ านวน 2 ครัง้ เขยา่เบา 
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3.3.4. ไขชัน้ Brine ออก  
3.3.5. ก าจดัน า้โดยการเติม  Anhydrous Na2SO4 ในกระดาษกรอง จากนัน้เปิด  Stopper ให้

สารละลายชัน้ Ethyl acetate ผา่น Anhydrous Na2SO4 แล้วจึงเก็บสารละลายใน
ขวด Round bottom flask เพื่อท่ีจะน าไประเหยโดยใช้เคร่ือง Rotary Evaporator 
ก่อนจะน าสารละลายเข้มข้นลงคอลมัน์โครมาโตกราฟี 

3.3.6. พิสจูน์เอกลกัษณ์สารเคมีโดยใช้ TLC จุด (Spot)  โดยจะจุดสารตัง้ต้น, วฏัภาคน า้, 
และวฏัภาค Ethyl acetate จากนัน้จึงสอ่งดภูายใต้แสง UV ท่ีความยาวคลืน่แสง 254 
nm. และ 365 nm. ค านวณคา่ Rate flow (Rf) 

3.4. การแยกสารให้บริสทุธ์ิโดยคอลมัน์โครมาโตกราฟี 
3.4.1. บรรจุซิลกิาเจลลงในคอลมัน์ โดยมีวฏัภาคเคลื่อนท่ี Methanol : Ethyl acetate : 

Hexane = 0.5 : 1 : 4  
3.4.2. จากนัน้ใสส่ารตวัอยา่งเข้มข้นชัน้ Ethyl acetate ลงคอลมัน์ แล้วเปิด Stopper ให้อตัรา

การไหลเหมาะสม   
3.4.3. เก็บสารตวัอยา่งจากคอลมัน์ โดใช้การสงัเกตสขีองสารละลายแตล่ะสว่นท่ีออกมา และ

เก็บสารที่แยกออกมาเป็น  Fraction  
3.4.4. พิสจูน์เอกลกัษณ์สารเคมีโดยจุด (Spot) สารในแผน่ TLC สอ่งดภูายใต้แสง UV ท่ี

ความยาวคลืน่แสง 254 nm. และ 365 nm. จากนัน้จึงค านวณหาคา่ Rate flow (Rf) 
3.4.5. น า fraction ของสารท่ีมีคา่ Rf value เทา่กนัมารวมกนั  แล้วน าไประเหยตวัท าละลาย

ออกโดยใช้เคร่ือง Rotary Evaporator  
3.4.6. เก็บสารตวัอยา่งเพื่อน าไปวิเคราะห์ 

3.5. พิสจูน์เอกลกัษณ์ ของสารที่สงัเคราะห์ได้โดยใช้เคร่ืองมือตา่งๆ ดงันี ้
3.5.1. Nuclear Magnetic Resonance (NMR) ใช้หาสตูรโครงสร้าง 
3.5.2. Infrared Spectroscopy (IR) หาหมู่ฟังชนัก์ในโครงสร้างเคมี 
3.5.3. Mass Spectrometer (MS) เพื่อหา Molecular weight ของ Product ท่ีสงัเคราะห์ได้
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บทที่ 4 

ผลการวิจยั 
 

1. Lead Identification  
จากการสบืค้นข้อมลูเพ่ือเป็นสารต้นแบบในการออกแบบยาใหม่ท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เซลล์มะเร็ง 

ผา่น IкB kinase beta (IKK-β) พบวา่สาร Aeroplysinin-1 ท่ีสกดัจาก Pseudoceratina 
purpurea ซึง่เป็นฟองน า้ท่ีพบบริเวณภาคใต้ของประเทศไทย เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เซลล์มะเร็ง 
และอีกสารหนึง่คือ Fluorosalan ซึง่เป็นสารท่ีมีการน ามาทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้ Nf-kB 
pathway ผา่นการยบัยัง้การเกิด IkB alpha phosphorylation โดยรายงานคา่ IC50 เทา่กบั 3.2 
µM เม่ือศกึษาลกัษณะโครงสร้างของ Fluorosalan แล้ว พบวา่ Fluorosalan มีสว่นโครงสร้างที่
คล้ายกบัอนพุนัธ์ของ  Aeroplysinin-1 ท่ีใช้เป็นสารต้นแบบ จึงน าสองสารมาใช้เป็นสารต้นแบบ
ของงานวิจยันี ้
 

2. Computer-Aided Drug Design  
2.1. Validation of Target Molecule 

การศกึษาโดยใช้คอมพิวเตอร์ช่วยในการออกแบบ โดยเร่ิมจากการเตรียมชีวโมเลกลุเปา้หมาย 
4KIK จากผลกึ 4KIK ในรูปของ Ligand-enzyme complex โดยน า ligand ออกจาก complex 
จากนัน้ตรวจสอบความถกูต้อง (validation) โดยการน า ligand กลบัเข้าไป docking ใหม่ ซึง่ 
ligand ท่ีใช้คือ K_25A น าผลการ docking ท่ีมีการจดักลุม่ในรูปคลสัเตอร์ซึง่ในแตล่ะคลสัเตอร์จะ
ประกอบด้วยโครงสร้างที่มีรูปร่าง 3 มิติเหมือนกนั (RMSD < 2A๐) จะได้ผลดงัตารางท่ี 6 จากผล
การ Validate พบวา่ IKK-β ท่ีเตรียมจากผลกึรหสั 4KIK ได้กลุม่คลสัเตอร์สงูสดุมีจ านวนสมาชิก 
16% และพบวา่โครงสร้าง 3 มิติของสมาชิกในคลสัเตอร์สงูสดุท่ีได้จากการ docking แตกตา่งจาก
โครงสร้าง 3 มิติของ ligand ท่ีอยูใ่นผลกึ (Crystal pose) โดยมีคา่ RMSD เทา่กบั 0.43 จึงเลอืกใช้



32 

 

โครงสร้างผลกึเอนไซม์ IкB kinase beta  ท่ีเตรียมจากผลกึรหสั 4KIK เป็นต้นแบบในการ
ออกแบบสารด้วยคอมพิวเตอร์ 

ตารางท่ี 6 การ Validate เอนไซม์ IкB kinase beta (IKK-β) 
PDB 
Code 

Cluster Binding 
Energy 
(Kcal/mol) 

% สมาชิก
ใน cluster 
สงูสดุ 

RMSD 
(A๐) 

4KIK  
 

 

-6.77 16 0.43 

 

 
รูปท่ี 19 โครงสร้างชีวโมเลกุลเปา้หมาย IKK-β จากการเอ็กซเรย์ผลกึของเอนไซม์  IKK-β ท่ีจบัเป็น 
Ligand-enzyme complex โดยใช้ผลกึรหสั 4KIK และ ligand: K_252A 

2.2. Design of Target Compound 
ผู้วิจยัจึงได้ออกแบบโครงสร้างโดยการน าสว่นโครงสร้างท่ีมีสมัพนัธ์กบัการออกฤทธ์ิของสาร

ต้นแบบ Aeroplysinin-1, Fluorosalan และ 7-Azaindole  
จากการพฒันาฤทธ์ิของ Aeroplysini-1 (13) จนได้เป็นอนพุนัธ์ท่ีมีหมู่แอลดีไฮด์ในโครงสร้าง

ดงัรูปท่ี 20 จะเห็นวา่โครงสร้างของอนพุนัธ์ Aeroplysinin-1 นีจ้ะมีสว่นท่ีใกล้เคียงกบัสว่นของ
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โครงสร้าง Fluorosalan และ Aeroplysinin-1 (Structure similarity) และจากการท่ีสารทัง้สองมี

การรายงานในการออกฤทธ์ิผา่นการยบัยัง้เอนไซม์ IкB kinase ผู้วิจยัจึงน าสว่นของโครงสร้าง
ดงักลา่วมาเป็นสว่นหนึง่ของสารที่ออกแบบใหม่ โดยปรับเปลีย่นโครงสร้างในสว่นของ 
Trifluoroaniline ใน Fluorosalan ให้จบักบัเอนไซม์ได้ดีขึน้ 

 
รูปท่ี 20 แสดงความเหมือนกนัของโครงสร้าง(Structure similarity); Fluorosalan และอนพุนัธ์ของ 
Aeroplysini-1 

จากการทบทวนวรรณกรรมพบวา่มีการจบัด้วยพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งเอนไซม์ IкB 
kinase beta โดยโครงสร้าง 7-Azaindole จากโครงสร้างดงัรูปท่ี 21 ซึง่มีไนโตรเจนต าแหนง่ 7 
ของ 7-Azaindole ในโครงสร้างจะสามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจน โดยมีคณุสมบติัเป็น H-
accepter และไนโตรเจนต าแหนง่ 1 มีคณุสมบติัเป็นได้ทัง้ H-accepter และโปรตอนท่ี
ต าแหนง่เดียวกนั จะท าหน้าที่เป็น H-donor จากการศกึษาการออกฤทธ์ิท่ีเอนไซม์ พบวา่เกิด
พนัธะไฮโดรเจนท่ีต าแหนง่ CYS99 (18) ด้วยเหตนีุจ้ึงน าสว่นของ 7-Azaindole มาเป็นสว่นท่ี
ตอ่กบัอนพุนัธ์ของ Aeroplysinin-1  ได้โครงสร้าง Design1 เม่ือพิจารณาจากโครงสร้างที่
ออกแบบจะเห็นวา่สารมีพนัธะเอไมด์ในโมเลกลุซึง่สามารถสงัเคราะห์ได้จาก Amidation 
reaction  ระหวา่ง Benzaldehyde หรือ Carboxylic acid หรือ Benzoyl chloride กบั Amine 
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ดงันัน้สารท่ีออกแบบจึงสามารถสงัเคราะห์ได้จาก 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-
methoxybenzaldehyde และ 7-Azaindole ดงัรูปท่ี 22 

 
รูปท่ี 21 โครงสร้าง 4-Phenyl-7-azaindole 
 

 
รูปท่ี 22 Retro-synthesis ของ Design compound : Design1 

เน่ืองจาก 7-azaindole ในโครงสร้าง 4-Phenyl-7-azaindole พบรายงานการจบักบั

เอนไซม์ IкB kinase beta โดยใช้ไนโตรเจนต าแหนง่ท่ี 7 ซึง่เป็น H-acceptor ท่ีอยูบ่นวง Pyridine 
ดงันัน้ผู้วิจยัจึงได้ออกแบบและปรับปรุงโครงสร้างของสารใหม่โดยใช้หลกัการของ Molecular 
Simplification ท าให้ได้โครงสร้างสารใหม่คือ Buu1 ดงัรูปท่ี 23 ซึง่สว่นของ 7-Azaindole จะเหลอื
เพียงวง Pyridine โดยไนโตรเจนของ Pyridine คาดวา่จะเป็นตวัเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบัเอนไซม์
เหมือนกบัสารตัง้ต้น ดงัรูปท่ี 24 
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รูปท่ี 23 Design compound : Buu1 

 
รูปท่ี 24 การออกแบบด้วย Molecular Simplification จากโครงสร้าง 7-Azaindole  
เป็น  4-Aminopyridine 

ผลจากการศกึษาการออกแบบสารใหม่โดยใช้คอมพิวเตอร์เข้าชว่ยได้ผลการศกึษา
แสดงไว้ในตารางท่ี 7 โดยโครงสร้าง 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-methoxybenzaldehyde 
และตอ่กบัโครงสร้าง 4-Amino-7-azaindole ด้วยพนัธะเอไมด์ ซึง่เม่ือน าไป Docking ผลท่ีได้
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ของ Conformation ท่ีจบับริเวณ Active site โดยเกิดพนัธะไฮโดรเจนท่ีต าแหน่งกรดอะมิโน 
CYS99 ได้คา่ IC50 เทา่กบั 57.08 µM และคา่แรงในการจบัเทา่กบั -5.79 Kcal/mol  

จากท่ีคาดการณ์วา่ไนโตรเจนในวง Pyridine จะสามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนท่ี
ต าแหนง่กรดอะมิโน CYS99 เช่นเดียวกบัโครงสร้างที่ตอ่กบั 4-Amino-7-azaindole จากนัน้
เม่ือท าการ Docking พบวา่ คา่ IC50 เทา่กบั 32.51 µM และคา่แรงในการจบัเทา่กบั -6.12 
Kcal/mol ซึง่คา่แรงในการจบัและ IC50 ของ Buu1 มากกวา่ Design1 ดงันัน้จึงเลอืกสาร 
Buu1 ซึง่เป็นสารใหม่ท่ีประกอบด้วย 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-3-methoxybenzaldehyde 
ท่ีตอ่กบั 4-Aminopyridine มาสงัเคราะห์ในขัน้ตอนตอ่ไป  
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ตารางท่ี 7 ผลของ Conformation ท่ีเกิด Interaction บริเวณ Active site 
Compound Order 

Conformation 
Docked pose BE Ki Bonding 

K_252A 10  -7.24 4.93 1 H-Bond 
(CYS99) 

Fluorosalan 46  
 
 
 
 
 

-5.67 70.18 1 H-Bond 
(CYS99) 
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Compound Order 
Conformation 

Docked pose BE Ki Bonding 

Aeroplysinin 57  
 
 
 
 
 
 
 

-5.21 152.96 closely 
interaction 

3,5-
Dibromo-2-
hydroxyl-4-
methoxyben
zaldehyde 

66  
 

 

 

 

 

-4.57 447.6 closely 
interaction 
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Compoun
d 

Order 
Conformation 

Docked pose BE Ki Bonding 

7-
Azaindole 

37  
 
 
 
 
 
 

-6.70 12.17 1 H-Bond 
(CYS99) 

4-Amino-
7-

Azaindole 
(Design1) 

42  
 
 
 
 
 
 
 

-5.79 57.08 1 H-Bond 
(CYS99) 
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Compound Order 
Conformation 

Docked pose BE Ki Bonding 

4-
Aminopyridine 

(Buu1) 

30  -6.12 32.51 1 H-Bond 
(CYS99) 

40 
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3. การสงัเคราะห์โครงสร้างสาร Buu1 
การสงัเคราะห์สาร Buu1 เป็นการสงัเคราะห์แบบ One-step reaction ซึง่เป็นการ

สงัเคราะห์ท่ีประหยดัเวลาเน่ืองจากผา่นเพียงปฏิกิริยาเดียว ใช้สารน้อยกวา่ Multi-step reaction 
โดยปฏิกิริยาท่ีใช้ในการสงัเคราะห์สารประกอบเอไมด์ คือปฏิกิริยาออกซิเดชัน่โดยเป็นปฏิกิริยาดงั
รูป 25 ระหวา่งสารตัง้ต้นท่ีเป็นสารกลุม่แอลดีไฮด์และเอมีน โดยคาดวา่มีกลไกการเกิดปฏิกิริยา
เคมีดงัรูปท่ี 26 การเกิดปฏิกิริยาเคมีได้ติดตามการด าเนินไปของปฏิกิริยา โดยการทดสอบด้วย 
TLC ท่ีเวลา 0, ½, 1, 3, 4, และ 6 ตามล าดบั พบวา่เงื่อนไขที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาใช้เวลา
ประมาณ 4 ชัว่โมง สามารถเพียงพอในการเกิดปฏิกิริยาและไม่เพิ่ม Yield มากไปกวา่เดิม จึงใช้
เวลาในการท าปฏิกิริยา 4 ชัว่โมงเป็นเกณฑ์ท่ีใช้ในการสงัเคราะห์สาร โดยพิจารณาตามลกัษณะ
ทางกายภาพของสารที่เกิดขึน้เป็นสารลกัษณะ Viscous semisolid สนี า้ตาลเข้ม รวมกบัข้อมลูท่ี
ได้จากการทบทวนวรรณกรรมพบวา่การเกิดปฏิกิริยาท่ีนานขึน้มากกวา่ 4 ชัว่โมงก็ไม่ได้ %yield ท่ี
ไม่แตกตา่งเม่ือเทียบกบัเวลา 4 ชัว่โมง (50)  

 
รูปท่ี 25 ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ Buu1 
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รูปท่ี 26 กลไกการเกิดปฏิกิริยาเคมีในการสงัเคราะห์ Buu1ระหวา่งสารตัง้ต้น 3,5-Dibromo-2-
hydroxyl-4-methoxybenzaldehyde กบั 4-Aminopyridine 
 

4. TLC Suitable System 
จากการสงัเคราะห์ในปฏิกิริยา Amidation ดงักลา่วได้ผลผลติท่ีเป็นของแข็งกึ่งเหลวสีน า้ตาล

จะท าการตรวจสอบสารที่ท าปฏิกิริยาออกจากกนั โดยใช้ TLC ในการตรจสอบ ซึง่ได้ทดลองโดย
ศกึษาระบบ TLC system จ านวน 5 ระบบ แสดงดงัตารางท่ี 8 พบวา่ระบบท่ีสามารถแยกสาร
ออกมาได้ดีท่ีสดุ คือ Methanol : Ethyl acetate : Hexane = 0.5 : 1 : 4  ผลท่ีได้คือ เกิดสารจุด
เดียว มีคา่ Rf  เทา่กบั 0.33 ดงัรูปท่ี 26 
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ตารางท่ี 8 แสดงคา่ Rf ของ 4-aminopyridine 
TLC system Rf (A)‡,† Rf (B)‡ Rf (C)‡ หมายเหตุ 
1 Ethyl acetate: Petroleum ether (5:1) 0.43  

 
 
0 

0.11 - 
2 Methanol: Ethyl acetate: Hexane (0.5:1:4) 0.60 0.33 - 
3 Methanol: Ethyl acetate: Hexane (1:1:4) 0.54 0.23 Tail 
4 Methanol: Ethyl acetate: Hexane (2:1:4) N/S 0.50 Tail 
5 Methanol: Ethyl acetate: Hexane (1:1:3) 0.58 0.31 Tail 
‡Detection: 254 nm, †Detection: 356 nm 
A: 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-methoxybenzaldehyde, B: 4-Aminopyridine, C: Product  

 
        (a)                     (b) 
รูปท่ี 27 การแยกสารโดยใช้ TLC TLC system (Methanol: Ethyl acetate: Hexane 0.5: 1: 4):  
a) Detection UV254, b) Rf Value of Product 
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5. Purification 
หลงัจากท าการสกดัสารสงัเคราะห์และระเหยเอาควัท าละลายออกไปแล้ว จากนัน้จึงท าการ

แยกให้บริสทุธ์ิโดยวิธี Column chromatography โดยใช้ System Methanol: Ethyl acetate: 
Hexane (0.5:1:4) เป็นสารชะออก (Eluent) และน า Fraction ท่ีเก็บมาตรวจด้วย TLC พบจุดขึน้
ต าแหนง่ Rf ท่ี 0.33 ซึง่เป็นจุดเดียวกบัท่ีพบในการเกิดปฏิกิริยาแตเ่น่ืองจากการท า Column 
chromatography พบวา่ได้สารที่ต้องการปริมาณน้อย และมีการปนเปือ้นของสารตวัอ่ืนใน
ปฏิกิริยา จึงเปลีย่นวิธีการแยกสารโดยใช้วิธี Preparation Thin layer chromatography ท าให้จะ
ได้สารที่ไม่มีการปนเปือ้นของสารตัง้ต้น 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-methoxybenzaldehyde 
โดยจากการศกึษาผลผลติท่ีสงัเคราะห์ได้มีลกัษณะเป็นของแข็งสเีหลอืงเข้ม หนกั 48 mg   

 

6. Identification of Target Compound โดยเคร่ืองมือ NMR IR และ MS 
จากปฏิกิริยาระหวา่ง 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-methoxybenzaldehyde และ 4-

Aminopyridine ได้สารประกอบเอไมด์จากนัน้น าสารใหม่มาท าการแยกและพิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วย 
Infrared spectroscopy ซึง่ Peak ท่ีเราสนใจคือการดกูารเปลีย่นแปลงของต าแหนง่ C-H 
stretching (Aldehyde) ซึง่ขึน้ 2 Peaks ท่ีต าแหนง่ท่ี 2876.80, 2950.97 cm-1 ใน Infrared 
Spectrum ของ 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-methoxybenzaldehyde และเม่ือตรวจ Infrared 
Spectrum ของ Buu1  ไม่พบต าแหนง่ C-H stretching (Aldehyde) จึงแสดงวา่สารตัง้ต้น 3,5-
Dibromo-2-hydroxyl-4-methoxybenzaldehyde เปลีย่นจากสารประกอบแอลดีไฮด์เป็น
สารประกอบเอไมด์  โดยแสดงดงัรูปท่ี 27 และ 28 
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รูปท่ี 28 Infrared Spectrum (cm-1) ของ 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-methoxybenzaldehyde พบ
ต าแหนง่ Peak: C-H Aldehyde 2 peak ท่ี 2876.80, 2950.97; =C-H Aromatic ท่ี 3053.17; C-H 
Aliphatic ท่ี 2987.92; C=O ท่ี 1654.57; C=C aromatic ท่ี 1468.39, 1548.92, 1607.88; C-Br at 
500-600 

 
รูปท่ี 29 Infrared Spectrum (cm-1) ของ Buu1 พบต าแหนง่ Peak: =C-H Aromatic ท่ี 3053.17; C-H 
Aliphatic ท่ี 2987.92; C=O ท่ี 1654.57; C=C aromatic ท่ี 1468.39, 1548.92, 1607.88; C-Br at 
500-600 
 

Peak disappear 
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จากการเปรียบเทียบสเปคตรัม 1H-NMR ของ 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-
methoxybenzaldehyde และ Buu1 จะเห็นวา่สเปคตรัมท่ีต าแหนง่ 10 ppm ซึง่เป็นต าแหนง่ Peak 
ของ H-Aldehyde จะหายไป 1H-NMR spectrum ของสาร 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-
methoxybenzaldehyde แตไ่ม่เกิด Peak ดงักลา่วขึน้ใน 1H-NMR spectrum ของ Buu1 แสดงวา่
สารประกอบท่ีเกิดขึน้มีการเปลีย่นจากสารประกอบแอลดีไฮด์เป็นสารประกอบเอไมด์ โดยแสดงดงัรูป
ท่ี 30 และ 31  

 
รูปท่ี 30 1H-NMR Spectrum (ppm) ของ 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-methoxybenzaldehyde 
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รูปท่ี 31 1H-NMR Spectrum (ppm) ของ Buu1 
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บทที่ 5 

สรุปและวิจารณ์ผลการวิจยั 
 

การวิจยัในครัง้นี ้ ผู้ท างานวิจยัได้ท าการออกแบบและพฒันายาต้านมะเร็ง โดยเร่ิมด้วยการ
คดัเลอืก Lead compound ซึง่ได้แก่อนพุนัธ์ของ Aeroplysinin-1 และ Fluorosalan มาเป็นสาร

ต้นแบบ โดยมีเปา้หมายในการออกฤทธ์ิท่ีเอนไซม์ IкB kinase beta (IKK-β)  ซึง่ผู้วิจยัได้ออกแบบสาร
ใหม่โดยใช้กระบวนการทางคอมพิวเตอร์ช่วย (Computer-aided drug design) โดยพิจารณาจาก
คา่แรงในการจบั (Binding energy) ระหวา่งสารท่ีออกแบบใหม่ (Buu1) กบัโครงสร้างผลกึของ
เอนไซม์ IKK-β (รหสัผลกึ 4KIK)แล้วน าคา่ Binding energy นีไ้ปเปรียบเทียบกบัคา่ Binding energy 
ของสารท่ีมีการรายงานไว้ก่อนหน้านีท่ี้มีฤทธ์ิในการยบัยัง้เซลล์มะเร็ง พบวา่สาร Buu1 มีคา่ Binding 
energy เทา่กบั -6.12 Kcal/mol และคา่ IC50 เทา่กบั 32.51 µM ดงันัน้จึงเลอืกสงัเคราะห์โครงสร้าง 
Buu1 ด้วยปฏิกิริยา Amidation แบบ One-step synthesis โดยใช้ 3,5-Dibromo-2-hydroxyl-4-
methoxybenzaldehyde และ 4-Aminopyridine เป็นสารตัง้ต้น และใช้ Hydrogen peroxide เป็น
ตวัเร่งปฏิกิริยา  

จากนัน้น าสารท่ีสงัเคราะห์ได้มาท าให้บริสทุธ์ิโดยใช้ Column Chromatography และ 
Preparation Thin Layer Chromatography โดยระบบท่ีใช้เป็นวฎัภาคเคลือ่นท่ีคือ Methanol: Ethyl 
acetate: Hexane ในอตัราสว่น 0.5:1:4 ซึง่ใช้เป็นสารชะออก เม่ือได้สารท่ีบริสทุธ์ิจึงน าไปพิสจูน์
โครงสร้างของสารใหม่ด้วย Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy พบวา่ peak ท่ีเป็น
ต าแหนง่ของ H-Aldehyde ท่ี 10 ppm หายไปและปรากฏ peak ของหมู่ฟังก์ชัน่ Methoxy และ 
Aromatic และผลจาก Infrared Spectroscopy พบวา่ peak ท่ีเป็นของต าแหนง่ H-C aldehyde ท่ี
ต าแหนง่ 2876.80, 2950.97 cm-1 ไม่ปรากฏ Peak ใน IR Spectrum ของสารสงัเคราะห์ Buu1 
ดงันัน้จึงสรุปได้วา่สารท่ีสงัเคราะห์ได้เป็นไปตามท่ีได้ออกแบบไว้ 
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ข้อเสนอแนะ 

1. ควรสง่วิเคราะห์น า้หนกัโมเลกุลของสารด้วยเคร่ือง Mass spectrometer เพื่อเป็นข้อมลู
สนบัสนนุการตรวจพิสจูน์เอกลกัษณ์ของโครงสร้าง Buu1 

2. ควรมีการทดสอบฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเพ่ือเปรียบเทียบกบัคา่ท่ีแสดง
จากโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

3. ควรมีการศกึษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีให้ % yield สงูท่ีสดุ  
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