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บทคัดย่อ 

 

การวิจัยครัง้นี  ้ มีวัตถุประสงค์ เ พ่ือออกแบบและสังเคราะห์สารอนุพันธ์ของสาร 

Fluorosalan ซึ่งสารต้นแบบ Fluorosalan มีฤทธ์ิในการยบัยัง้ NF-kB โดยเข้าจบัท่ี IKK  receptor 

ท าให้ยับยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งได้ คณะผู้ วิจัยจึงได้ออกแบบสารท่ีเป็นอนุพันธ์ของสาร 

Fluorosalan และท าการคดัเลือกสารท่ีออกแบบด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ ซึ่งได้คา่พารามิเตอร์ท่ี

ส าคัญคือ ค่า BE เท่ากับ -6.50 และมีค่า IC50 เท่ากับ 20.25 µM จากนัน้จึงเข้าสู่กระบวนการ

สงัเคราะห์  แยกสารให้บริสทุธ์ิและพิสจูน์เอกลกัษณ์ของโครงสร้างด้วยเทคนิคทาง spectroscopy 

ผลจาก IR, NMR และ Mass spectra สอดคล้องกบัโครงสร้างของสารท่ีออกแบบคือ 5-bromo-N-

(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxy benzamide  ได้สารท่ีมีลกัษณะเป็นผงสีขาว มีคา่ m.p. เทา่กบั 

238.1 °C และสามารถสงัเคราะห์ได้จากปฏิกิริยา Amidation ท่ีให้  %Yield สงูถึง 92.5% 
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ABSTRACT 

 

The aim of this research is to design and synthesis Fluorosalan analog as a 

potential anticancer drug. Fluorosalan was reported to inhibit the process of NF-κB 

through binding of IKK receptor resulted in an inhibition of cancer cell growth. In this 

research, we had use computer-aided drug design method had Method of Fluorosalan 

analog and choose one designed compound which give important paramiters such as BE 

= 6.50 and IC50 = 20.25 um. The compound was synthesized, purified and identified the 

structure by spectroscopic technique. The result from IR, NMR and Mass spectra 

confirmed that the designed structure is 5-bromo-N-(2, 6-dimethylphenyl)-2-hydroxy 

benzamide. The appearance is white powder, m.p.= 238.1 ๐C and can synthesis from 

Amidation reaction that give %Yield = 92.5%.    
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บทที่ 1                                                                                                      

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
              โรคมะเร็งเป็นกลุม่โรคท่ีเกิดจากความผิดปกตท่ีิ DNA หรือสารพนัธุกรรมของเซลล์ในร่างกาย 

สง่ผลท าให้เซลล์มีการเจริญเตบิโตและเพิ่มจ านวนอย่างรวดเร็วในปริมาณท่ีมากกวา่ปกต ิเกิดเป็นก้อน

เนือ้ผิดปกตลิกุลามไปยงัเนือ้เย่ือข้างเคียง หลอดเลือด หลอดน า้เหลือง และท าให้เกิดการแพร่กระจาย

ไปยงัอวยัวะอ่ืนๆ สง่ผลให้การท างานของอวยัวะเหลา่นัน้ผิดปกติ (1) จากสถิตสิาเหตกุารตายใน

ประเทศไทย ปี 2558 พบวา่โรคมะเร็งเป็นสาเหตกุารเสียชีวิตอนัดบั 1 รองลงมาคือ โรคระบบไหลเวียน

โลหิต โรคตดิเชือ้และปรสิต โรคของระบบทางเดนิหายใจ และสาเหตกุารตายอ่ืนๆตามล าดบั ซึง่ข้อมลู

ลา่สดุจากกระทรวงสาธารณสขุพบวา่คนไทยเสียชีวิตด้วยโรคมะเร็งและเนือ้งอกทกุชนิดเป็นจ านวน 

73,938 คน เม่ือเทียบอตัราการตายตอ่ประชากร 100,000 คน คิดเป็นร้อยละ 113.7(2) และมีแนวโน้ม

ท่ีจะสงูขึน้เร่ือยๆ 

 ปัจจบุนัมีงานวิจยัท่ีศกึษาการยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งด้วยวิธีการรักษาแบบมุ่ง

เปา้ โดยเข้าจบักบัโมเลกลุเปา้หมายจ าเพาะ (targeted molecule) ท่ีมีความจ าเป็นตอ่การเจริญเติบโต

ของเซลล์มะเร็ง (3) เป็นอย่างมากและ Nuclear factor-kB pathway (NF-kB) เป็นอีกหนึ่งโมเลกุล

เปา้หมายท่ีมีกระบวนการส าคญัในการแสดงออกของยีนตา่งๆ ท่ีมีความเก่ียวข้องกบัระบบการท างาน

ของภูมิคุ้มกันในมนุษย์ซึ่งการท างานท่ีผิดปกติของ NF-kB จะน าไปสู่การเกิดโรคต่างๆ รวมไปถึง

โรคมะเร็งเน่ืองจาก NF-kB มีความสามารถในการท่ีจะยับยัง้การตายของเซลล์ (Apoptosis), การ

แพร่กระจายของเซลล์ (cellular proliferation) และกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของ proto-oncogene 

ซึง่จะเหน่ียวน าให้เซลล์เกิดการแสดงออกมากจนท าให้เกิดเป็นเซลล์มะเร็ง นอกจากนี ้NF-kB ยงัมีสว่น

ในการควบคมุการแสดงออกของสารและเอนไซม์ตา่งๆ เชน่ cell adhesion proteins, 



2 
 

 
 

cyclooxygenase, nitric oxide synthase, chemokine และ inflammatory cytokines ซึ่งสารตา่งๆ ท่ี

กล่าวมาล้วนมีคณุสมบตัิในการส่งเสริมให้เซลล์มะเร็งสามารถแพร่ กระจายไปยงัเนือ้เย่ือหรืออวัยวะ

อ่ืนๆ (Metastasis) และกระตุ้นให้เกิดการสร้างเส้นเลือด (Angiogenesis) ไปเลีย้งเซลล์มะเร็ง (4, 5) 

ดงันัน้การยบัยัง้การท างานของ NF-kB จงึเป็นการยบัยัง้การเกิดโรคมะเร็งได้ด้วย 

              จากการศกึษาเพ่ือค้นหาสารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของ NF-κB พบวา่สาร 

Fluorosalan เป็นสารท่ีมีความสามารถในการยบัยัง้การท างานของ NF-κB ผา่นการยบัยัง้กระบวนการ

เตมิหมูฟ่อสเฟต (phosphorylation) ของ IκBα ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคญัตอ่การท างานของ NF-

κB โดยจากการการศกึษาพบวา่คา่ความเข้มข้นท่ีสารนัน้มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้ท่ีร้อยละ 50 

(IC50) ของ Fluorosalan อยู่ท่ี 2.8 µM(6) จงึถือเป็นตวัเลือกท่ีน่าสนใจในการน ามาพฒันายาต้านมะเร็ง 

คณะผู้วิจยัจงึมีความสนใจท่ีจะออกแบบและสงัเคราะห์สารท่ีเป็นอนพุนัธ์ของสาร Fluorosalan เพ่ือให้

มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเซลล์มะเร็ง 

 

วัตถุประสงค์ 

              1.เพ่ือออกแบบและสงัเคราะห์สารอนพุนัธ์ของสาร Fluorosalan 
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กรอบแนวคิดการวิจัย 

 

 

 

 

 

              

 

 

              โดยการออกแบบและพฒันาสารใหม ่เพ่ือให้มีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง  

โดยมี Fluorosalan เป็นสารต้นแบบ (lead) และพิสจูน์โครงสร้างของสารท่ีออกแบบ  

 

สมมตฐิานการวิจัย 
              1. สารท่ีออกแบบและสงัเคราะห์เป็นอนพุนัธ์ของสาร Fluorosalan คาดว่ามีฤทธ์ิ 

                  ยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเซลล์มะเร็งได้ 

 

นิยามศัพท์เฉพาะ 
              1. Computational Docking Simulation 

                  เป็นกระบวนการจ าลองการเข้าจบัของสารกบัตวัรับโดยการใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

                  เข้าช่วย 

              2. Kappa B kinase (IKKβ) 

                  เป็นเอนไซม์ท่ีอยูใ่น NF-κB signaling pathway ท่ีท าหน้าท่ีตอบสนองตอ่การอกัเสบ 

 

- Structure  Modification 

- Synthesis 

Lead compound (Fluorosalan) 

Structure elucidation 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
              1. ได้ศกึษากระบวนการออกแบบด้วยวิธีการทางคอมพิวเตอร์ 

              2. ได้ศกึษาและเรียนรู้เทคนิคการสงัเคราะห์สารด้วยปฏิกิริยา amidation 
              3. ได้ศกึษากระบวนการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของโครงสร้างสารด้วยวิธีการทาง          

                   spectroscopy 

              4. สารและข้อมลูท่ีได้สามารถน าไปตอ่ยอดในการศกึษาฤทธ์ิของสารได้ 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

1. มะเร็ง (cancer) 

              1.1อบุตักิารณ์การเกิดมะเร็ง 

               โรคมะเร็งเป็นสาเหตกุารเสียชีวิตอนัดบัต้นๆ ของคนทัว่โลก องค์การอนามยัโลกพบว่าในปี 

พ.ศ. 2551 มีผู้ ป่วยรายใหม่จ านวน 12.7 ล้านคน และมีผู้ เสียชีวิตจากโรคมะเร็งราว 7.6 ล้านคน หรือ 

คิดเป็น 13% จากสาเหตกุารเสียชีวิตของคนทัว่โลก ซึ่งจ านวนผู้ เสียชีวิตพบได้มากกว่าการเสียชีวิต

ด้วย โรคเอดส์ วณัโรค และมาลาเรียรวมกนั(7)  

                จากข้อมูลของส านักนโยบายและยุทธศาสตร์ รายงานว่าในปี พ.ศ. 2554 ประเทศไทยมี

ผู้ เสียชีวิตด้วย โรคมะเร็งประมาณ 61,082 คน เป็นเพศชาย 35,437 คน เป็นเพศหญิง 25,645 คน ซึ่ง

ถือเป็นสาเหตุ การตายอันดบัหนึ่งและมีแนวโน้มเพิ่มขึน้เร่ือยๆ โดย เพศชายมีจ านวนผู้ เสียชีวิต 5 

อนัดบัแรก ได้แก่ มะเร็งตบั มะเร็งปอด มะเร็งล าไส้ใหญ่ มะเร็งช่องปากและคอหอย มะเร็งเม็ดเลือด

ขาว ส่วนเพศหญิง มีจ านวนผู้ เสียชีวิต 5 อนัดบัแรก ได้แก่ มะเร็งตบั มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม มะเร็ง

ปากมดลกู และ มะเร็งล าไส้ใหญ่ จะเห็นได้วา่โรคมะเร็งท่ีเป็นปัญหาส าคญั 5 อนัดบัแรกของประเทศ 

คือ มะเร็งตบั มะเร็งปอด มะเร็งเต้านม มะเร็งปากมดลกู และมะเร็งล าไส้ใหญ่ ซึง่คดิเป็น 56.38% ของ

มะเร็งทัง้หมด(8)  

              1.2 มะเร็ง 

  โรคมะเร็ง คือ โรคท่ีมีความผิดปกติของเซลล์ในอวัยวะต่างๆ ของร่างกาย โดยเกิดการ

เปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมของเซลล์ ก่อให้เกิดเป็นเซลล์มะเร็งท่ีมีการเจริญเติบโตโดยไม่อยู่ภายใต้

การควบคมุท่ีเหมาะสม ผลลพัธ์คือ การเกิดเป็นก้อนเนือ้มะเร็งท่ีเตบิโตรบกวนการท างานของเซลล์
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ปกติในอวยัวะ นอกจากนีย้งัสามารถลกุลามแพร่กระจายไปยงัอวยัวะอ่ืนได้ด้วย มะเร็งอาจมี

ความแตกตา่งได้มากมาย ตามต าแหน่งของอวยัวะท่ีเป็นจุดก าเนิดของมะเร็ง และชนิดของเนือ้เย่ือท่ี

อยูภ่ายในอวยัวะนัน้ๆ(9)  

                 การท่ีเซลล์จะท างานอยา่งเป็นปกต ิส่วนหนึง่เกิดจากการก าหนดหน้าท่ีของเซลล์ด้วยสาร

พนัธุกรรมท่ีเรียกว่าดีเอ็นเอ (DNA) ภายในเซลล์ หากเกิดการเปล่ียนแปลงข้อมลูของ DNA เซลล์นัน้

อาจมีความผิดปกตใินการแบง่ตวัเจริญเตบิโต ถ้ามีการสะสมความเปล่ียนแปลงมากพอ เซลล์จะกลาย

ไปเป็นเซลล์ก่อก าเนิดมะเร็ง และพฒันาจนกลายเป็นเนือ้เย่ือมะเร็งในท่ีมะเร็งท่ีเกิดขึน้ในอวยัวะท่ี

ตา่งกนัจะมีความแตกตา่งกนั ทัง้ในด้านลกัษณะของเซลล์ การเจริญเตบิโต การแพร่กระจาย การ

ตอบสนองตอ่การรักษา มะเร็งท่ีตัง้ต้นในอวยัวะหนึง่ แม้ว่าแพร่กระจายไปยังอวยัวะอ่ืนท่ีไกลออกไป 

แตย่งัคงคณุสมบตัสิว่นใหญ่ของเซลล์มะเร็งชนิดเดมิ เชน่ มะเร็งปอดท่ีแพร่กระจายไปท่ีตบั ยงัคงเป็น

เซลล์มะเร็งปอด ไมไ่ด้กลายไปเป็นมะเร็งของเซลล์ตบั การรักษายงัคงใช้ยาส าหรับรักษาโรคมะเร็งปอด 

ซึง่แตกตา่งจากยาส าหรับรักษาโรคมะเร็งตบั เป็นต้น(9) 

              1.3 วงจรชีวิตของเซลล์ 

              จากความรู้ท่ีว่าสิ่งมีชีวิตประกอบขึน้ด้วยเซลล์ (10) เซลล์ด ารงอยู่ใน 2 สถานภาพ คือ 

สถานภาพท่ีอยู่เฉยไม่มีการแบง่ตวัท่ีเรียกว่า “Quiescence stage” หรือ Go (G = Gap) ส าหรับระยะ 

Go นี ้เซลล์อาจจะด ารงอยู่ในระยะดงักล่าวนีไ้ด้นานเป็นวนัๆ เป็นสปัดาห์ หรืออาจจะนานเป็นปีก็ได้ 

และอีกสถานภาพคือ สภาพท่ีมีการแบ่งตวั หรือเพิ่มขยายจ านวน ซึ่งคือวฏัจกัรของเซลล์ (cell cycle) 

แบง่เป็นระยะตา่งๆ 4 ระยะ คือ 

              1. Pre-synthetic phase หรือ G1 phase คือ ระยะท่ีเร่ิมมีการเตรียมการสร้าง DNA และ

สารตา่งๆ ท่ีจ าเป็นส าหรับการแบง่ตวัท่ีจะเกิดขึน้ เซลล์จะเร่ิมมีขนาดใหญ่ขึน้ 

              2. DNA synthetic phase หรือ S phase คือ ระยะท่ีมีการเพิ่มจ านวน DNA โดยวิธีการ

จ าลอง DNA ขึน้ทัง้ชดุ (DNA replication) และสร้างสารตา่งๆ ท่ีจ าเป็นส าหรับการแบง่ตวั  
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              3. Pre-mitotic phase หรือ G2 phase คือ ระยะก่อนท่ีจะเข้าสู่ระยะแบง่ตวั เป็นระยะท่ีเซลล์

จะตรวจสอบตนเองวา่มีการเพิ่มจ านวน DNA เสร็จเรียบร้อยแล้วหรือไม ่ก่อนท่ีจะมีการแบง่ตวัในระยะ 

M ระยะยอ่ยทัง้สามระยะคือ G1, S และ G2 ก็คือ Interphase   

               4. Mitotic phase หรือ M phase คือ ระยะท่ีเกิดมีการแบ่งตวัเกิดขึน้ และโครโมโซมท่ีเพิ่ม

จ านวนไว้แล้ว ถกูแบง่ไปอยูใ่นเซลล์ใหมท่ัง้ 2 เซลล์อยา่งเทา่เทียมกนั 

         เซลล์มะเร็ง มีคุณสมบตัิของการถ่ายทอดทางตรง (breed-trueproperty)  มีการเจริญเติบโต 

โดยมีวงจรชีวิตของเซลล์เหมือนเซลล์ปกต ิแตเ่ซลล์มะเร็งจะสร้างดีเอ็นเอช้ากว่า หรือใกล้เคียงกบัเซลล์

ปกต ิและเซลล์มะเร็งตายยากกวา่ เพราะเซลล์ค้างอยู่ในระยะใดระยะหนึง่ของวงจรชีวิตของเซลล์ สว่น

ใหญ่ท่ีพบ คือ ในระยะG1 และ G0 การท่ีเซลล์มะเร็งมีการตายน้อยกว่าเซลล์ท่ีเกิดใหม่ และมีอตัรา

การแบง่ตวัเร็วกวา่เซลล์ปกต ิจงึเป็นผลท าให้เซลล์มะเร็งรวมกนัโตเป็นก้อน(11) 

 

2. ยารักษาโรคมะเร็งท่ีใช้ในปัจจุบัน 

              2.1 ยาเคมีบ าบดั (Chemotherapy) 

   ยาเคมีบ าบดัจะออกฤทธ์ิยับยัง้การแบ่งตวัของเซลล์ตามระยะต่างๆ (G0 - M phase) ใน

วงจรการแบง่ตวัของเซลล์ (cell cycle) โดยระยะท่ีถกูยบัยัง้จะขึน้กับชนิดของยาเคมีบ าบดั  นอกจาก

ยาเคมีบ าบดัจะยบัยัง้การแบง่ตวัของเซลล์มะเร็งแล้ว ยงัส่งผลกระทบตอ่เซลล์ปกติด้วย โดยเฉพาะใน

กลุ่มเซลล์ปกติท่ีมีอตัราการงอกและผลดัเซลล์สูง (high turn over rate) เช่น เซลล์ของเส้นผม เย่ือบุ

ช่องปาก หรือการสร้างเม็ดเลือดต่างๆในไขกระดกู ดงันัน้การรักษาด้วยยาเคมีบ าบดันัน้ นอกจากจะ

สามารถยบัยัง้และฆ่าเซลล์มะเร็งได้ ในขณะเดียวกนัก็ยงัส่งผลกระทบตอ่เซลล์ปกติโดยเฉพาะในกลุม่

เซลล์ท่ีมีคณุสมบตัิในการผลดัเซลล์เร็ว ซึ่งผลกระทบดงักล่าวก็คือ ผลข้างเคียงท่ีพบได้บอ่ยๆจากการ

ให้ยาเคมีบ าบดั เชน่ ผมร่วง เย่ือบชุอ่งปากอกัเสบ หรือภาวะเม็ดเลือดตา่งๆลดลง(12)  
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              2.2 ยารักษาแบบมุง่เปา้ (Targeted therapy) 

  การรักษาแบบมุ่งเปา้เป็นวิธีการรักษาด้วยยา หรือสารอย่างหนึง่ท่ียบัยัง้การเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็ง โดยจะไปท าปฏิกิริยากบัโมเลกลุเปา้หมายจ าเพาะ (targeted molecule) ท่ีจ าเป็นตอ่การ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งนัน้ๆ โดยมกัจะพบโมเลกลุเปา้หมายเฉพาะนีใ้นเซลล์มะเร็งมากกว่าเซลล์

ปกต ิจะเห็นได้วา่กลไกการออกฤทธ์ิของการรักษาแบบมุง่เปา้จะแตกตา่งจากยาเคมีบ าบดั กลา่วคือยา

เคมีบ าบดัส่วนมากจะไปยบัยัง้ขบวนการแบง่ตวั อยา่งรวดเร็วของเซลล์มะเร็งในขัน้ตอนตา่งๆของ cell 

cycle แตใ่นขณะเดียวกันเซลล์ปกติท่ีมีการแบง่ตวัเร็วเช่น เส้นผม ไขกระดกู ก็ย่อมถกูผลกระทบจาก 

การออกฤทธ์ิของยาเคมีบ าบดัด้วย จึงท าให้เกิดผลข้างเคียงตา่งๆ ได้แก่ ผมร่วง ภาวะเม็ดเลือดต่างๆ

ต ่า ดงันัน้ในทางทฤษฎีแล้วการรักษามะเร็งแบบมุง่เปา้ นา่จะมีประสิทธิภาพท่ีดีกว่าและมีผลข้างเคียง

ตอ่เซลล์ปกตน้ิอยกวา่การรักษาด้วยยาเคมีบ าบดั(13) 

ยารักษามุ่งเป้าจะออกฤทธ์ิกับเซลล์มะเร็งผ่านกลไก inhibition of proliferation, induced 

apoptosis และ antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity ในปัจจุบันแบ่งยารักษามุ่งเป้า

เป็น 2 กลุม่ใหญ่ คือ monoclonal antibodies และ small molecule inhibitor(13) 

1. ยากลุ่ม monoclonal antibodies   ยากลุ่มนีม้ักเป็นสารท่ีสามารถละลายในน า้และมี

น า้หนักโมเลกุลขนาดใหญ่(water soluble with large molecular weights) ซึ่งจะท าปฏิกิริยากับ

เปา้หมายท่ีอยูน่อกเซลล์เมมเบรน (Extracellular components) โดยอาศยักลไกการออกฤทธ์ิตา่งๆกนั 

เช่น ไม่ให้ตัวกระตุ้ นไปจับกับตัวรับท่ีจ าเพาะ ( inhibition of binding and neutralizing ligands), 

ยับยัง้การส่งวิถีสญัญาณท่ีบริเวณตวัรับ (Blocking receptor signaling) รวมถึงการขัดขวางการส่ง

สญัญาณภายในเซลล์เมมเบรน (Interfering with downstream intracellular molecules) เป้าหมาย

ของยากลุม่นีป้ระกอบด้วย (13) 

- ตวักระตุ้นตา่งๆ (Ligands) เชน่ vascular endothelial growth factor (VEGF)   
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- ตวัรับตา่งๆ (Receptors) ได้แก่ epithelial growth factor receptor (EGFR หรือ HER1), 

human epidermal growth factor receptor 2 (HER2/neu)  

2. ยากลุม่ small molecule inhibitors   ยาในกลุม่นีส้ว่นมากจะออกฤทธ์ิขดัขวางวิถี สญัญาณ

ตัง้แตบ่ริเวณนอกเซลล์เมมเบรน ไซโตพลาสซมึ จนถึงในนิวเคลียส โดยมกัจะมีคณุสมบตัเิป็นตวัยบัยัง้

แบบแย่งจบั (competitive inhibitor) ซึ่งมกัจะมีโครงสร้างคล้ายกับสารตัง้ต้น (substrate) ดงันัน้สาร

ตัง้ต้น (substrate) และตวัยบัยัง้ชนิดนีจ้ึงแย่งกันจับกับเอนไซม์ แต่ตวัยบัยัง้ไม่สามารถท าปฏิกิริยา

หรือสง่วิถีสญัญาณตอ่ไปได้(13)     

ตวัอย่างเป้าหมายของยากลุ่มนีไ้ด้แก่เอนไซม์ tyrosine kinases (EGFR, HER2, และ VEGF 

receptors) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีขนส่งหมู่ฟอสเฟตจากอดีโนซีนไตรฟอสเฟต (adenosine 

triphosphate, ATP) ไปท่ีกรดอะมิโนช่ือไทโรซีน (tyrosine residue)  ท าให้เกิดการกระตุ้นการแบ่งตวั

และการเจริญเติบโตของเซลล์ ตวัอย่างของยากลุ่ม tyrosine kinase  inhibitor ท่ีประสบความส าเร็จ

ในการรักษาเป็นตวัแรก ได้แก่ การใช้ imatinib mesylate ในผู้ ป่วย chronic myeloid leukemia (CML) 

โดย imatinib จะไปยบัยัง้แบบแขง่ขนักบัสารตัง้ต้น (substrate) ท่ี ABL-kinases และโปรตีนท่ีเกิดจาก

การเช่ือมตวักนัท่ีผิดปกตริะหวา่งยีน ของ BCR และABL (BCR-ABL kinase fusion protein) ซึง่พบได้

ในผู้ ป่วย CML(13)   

ในปัจจุบนัมีงานวิจยัทางการแพทย์ท่ีแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพ ของยาท่ีออกฤทธ์ิมุ่งเป้า

ส าหรับการรักษาโรคมะเร็งมากมาย และองค์การอาหารและยาของสหรัฐอเมริกาได้พิสจูน์และยอมรับ

การใช้ยากลุม่ดงักลา่ว ส าหรับรักษาผู้ ป่วยมะเร็งตามข้อบง่ชีต้า่งๆ 

              

3. NF-κB pathways 

              Nuclear factor κB (NF-κB) เป็น transcription factors ท่ีท าหน้าท่ีควบคุมการแสดงออก 

ของ gene ท่ีเก่ียวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันและกระบวนการอักเสบของร่ายกาย โดย transcription 
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factor ท่ีอยู่ในกลุ่มเดียวกันนัน้ประกอบไปด้วย NF-κB1 (p50), NF-κB2 (p52), RelA (p65), RelB 

และ c-Rel ซึ่งท าหน้าท่ีในการควบคมุการถอดรหสัของยีนเปา้หมายโดยการเข้าจบัส่วนของ DNA ท่ีมี

ความจ าเพาะเจาะจง, κB enhancer ท่ีอยู่ในรูปของ hetero-dimer หรือ homo-dimer โดย NF-κB 

โดยปกติจะถกูเก็บอยู่ใน cytoplasm และถกูยบัยัง้การท างานด้วยโปรตีนในกลุ่ม IκB และโปรตีนท่ีมี

ลกัษณะเฉพาะท่ีมี ankyrin repeats เป็นองค์ประกอบ โดยโปรตีนท่ีอยู่ในกลุ่ม IκB  ท่ีมีความส าคญั

และมีการศกึษามากท่ีสดุคือ IκBα นอกจากนี ้โปรตีนท่ีท าหน้าท่ีเป็นสารตัง้ต้น ให้กลบั transcription 

factor ในกลุ่มนีย้งัท าหน้าท่ีเป็นตวัยบัยัง้ NF-κB ได้อีกด้วยเน่ืองจากมีส่วนของ C-terminal potion ท่ี

มีลกัษณะเหมือนโปรตีนในกลุม่ IκB ท าให้มีความสามารถในการยบัยัง้ NF-κB ได้(14)  

 การท างาน NF-κB เป็นการท างานร่วมกันของ 2 signaling pathways คือ canonical 

pathways และ noncanonical  pathways โดยทัง้ 2 pathways เป็นส่วนส าคญัในการควบคมุระบบ

ภมูิคุ้มกนั และการตอบสนองตอ่การอกัเสบแม้ว่าทัง้ 2 pathways จะมีกลไกลการท างานท่ีแตกตา่งกนั

โดยการท างานของ canonical NF-κB pathway จะตอบสนองตอ่ตวักระตุ้นได้หลากหลายประกอบไป

ด้วย  ligands ของ  cytokine receptors, pattern recognition receptors (PRRs), TNF receptor 

(TNFR) superfamily, T-cell receptor (TCR) และ   B-cell receptor โดยกลไกในการกระตุ้ น 

canonical NF-κB pathway คือ  การกระตุ้ นให้เ กิดการแยกตัวของ IκBα โดยการกระตุ้ นให้

เกิดปฏิกิริยา phosphorylation ท่ีบริเวณท่ีมีความจ าเพาะด้วย multi-subunit IκB kinase (IKK) 

complex ซึ่ง IKK complex ประกอบไปด้วย 2 catalytic subunits คือ IKKα, IKKβ และ NF-κB 

essential modulator (NEMO ; IKKγ) ซึง่ IKK complex จะท างานเม่ือถกูกระตุ้นด้วยตวักระตุ้นตา่งๆ 

เ ช่ น  cytokines, growth factors, mitogens, microbial แล ะ  stress agents ซึ่ ง จ ะ ท า ใ ห้ เ กิ ด 

phosphorylation ท่ี  N-terminal serines  ข อ ง  IκBα แ ล้ ว ท า ใ ห้ เ กิ ด  ubiquitin-dependent 

degradation ของ IκBα  ใน proteasome ส่งผลให้นิวเคลียสมีการย้ายท่ี (Nuclear translocation) 

ของ  p50/RelA และ  p50/c-Rel dimers ท่ี เ ป็นส่ วนหนึ่ ง ของ  canonical NF-κB   ในขณะ ท่ี  

noncanonical  pathways จะถูกกระตุ้นด้วย  LTβR, BAFFR, CD40 และ RANK ท่ีเป็นส่วนหนึ่งใน 
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ligand ของ TNF receptor (TNFR) superfamily โดยการท างานของ noncanonical pathway ไมไ่ด้มี

ส่วนเก่ียวข้องกับการสลายตวัของ IκBα แตจ่ะเก่ียวข้องกับ NF-κB2 precursor protein และ p100 

โดยโมเลกลุท่ีท าหน้าท่ีหลกัในการสง่สญัญาณใน  pathways นีคื้อ NF-κB-inducing kinase (NIK) ท่ี

จะท างานร่วมกับ IKKα ท าให้เกิด phosphorylation ของ p100 แล้วท าให้เกิดการแยกตวัโดยการ

แยกตวัของ p100 จะเร่ิมท่ี C-terminal IκB-like structure ท าให้เกิด NF-κB2 p52 และเกิด nuclear 

translocation ของ noncanonical NF-κB complex p52/RelB(14) 

การท างานของ canonical pathways นัน้จะมีความเก่ียวข้องกับกระบวนการตอบสนองของ

ภูมิคุ้ มกันในทุกๆ ด้านในขณะท่ี noncanonical  pathways จะท าหน้าท่ีเสริมร่วมกับ canonical 

pathways ในการควบคุม adaptive immune system นอกจากนีก้ารยับยัง้ NF-κB activation ผ่าน  

alternative NF-κB pathway ท าให้เกิดการเข้าจบักบั DNA และควบคมุการแสดงออกของยีนสง่ผลให้

กดการเจริญของ cancer ได้อีกด้วย(15) 

 

 

 

 

 

 

 

  

                            รูปท่ี 1 Activation of NF-κB signaling by TNF receptors. (15) 
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4. กระบวนการสังเคราะห์เอไมด์(Amidation) 

    ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์เอไมด์ สามารถสงัเคราะห์ได้หลายวิธี ดงันี ้

 4.1 

  

 

 จากปฏิกิริยาใช้สารตัง้ต้น carboxylic acids และ amines ท าปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิห้องหรือ

อณุหภมูิ 45 °C นาน 2-48 ชัว่โมง และใช้ (2-(Thiophen-2-ylmethyl)phenyl)boronic acid เป็นตวัเร่ง

ปฏิกิริยา(16) 

4.2 

 

 Borane-tetrahydrofuran complex หรือ borane-methyl sulfide complex เกิดปฏิกิริยากับ 

carboxylic acid ได้เป็น triacyloxyboranes ท่ีมีคณุสมบตัเิป็น electrophile ท าปฏิกิริยาได้ดีกบัสารท่ี

เป็น nucleophiles(alkylamines, arylamines, hydrazides, alcohols, phenols) ผ่านการ reflux ใน

สารละลาย toluene ได้ผลิตภณัฑ์เป็น amides(17) 

4.3 

  

 

 จากปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ใช้ primary amines และ potassium acyltrifluoroborates เป็น

สารตัง้ต้น ปฏิกิริยาเกิดได้เร็วในสภาวะกรด(18)  
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4.4   

  

 

 Aliphatic หรือ aromatic esters เปล่ียนเป็น amides โดยใช้ tert-butoxide น า้และอากาศ ใน

สภาวะ mild conditions ปฏิกิริยานีมี้ประสิทธิภาพสงู เกิดได้ไว เป็นมิตรตอ่สิ่งแวดล้อมและประหยัด

ต้นทนุในการสงัเคราะห์ จงึมกัน าไปใช้ในการสงัเคราะห์สารอินทรีย์ ชีวเคมีและอตุสาหกรรมเคมี(19) 

4.5  

 

  Carboxylic acids ท าปฏิกิริยากบั amine ในสารละลาย toluene และใช้ 

trimethylaluminium เป็นตวัเร่ง ท่ีอณุหภมูิ 90˚C เป็นเวลา 1 ชัว่โมง(20)  
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5. การพสูิจน์เอกลักษณ์ของสาร 

    การพิสจูน์เอกลกัษณ์ของสาร สามารถตรวจสอบได้หลายเทคนิค โดยใช้เคร่ืองมือดงัตอ่ไปนี ้ 

    5.1 Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR spectrometer)  

 

รูปท่ี 2 เคร่ือง Bruker AVANCE Ultrashield 400 MHz spectrometer(21) 

เคร่ือง NMR spectrometer ประกอบด้วยสว่นประกอบหลกั 4 สว่นคือ 

1. เคร่ืองคอมพิวเตอร์และซอฟต์แวร์ในการควบคมุการประมวลผลข้อมลู  (Computer Control or 

WorkStation) ท าหน้าท่ีสัง่งานเคร่ือง NMR spectrometer ประมวลผล และสัง่พิมพ์ผลการทดลอง 

2. สว่นควบคมุปฏิบตักิาร (Spectrometer console) ท าหน้าท่ีในการสง่สญัญาณไปกระตุ้นสาร

ตวัอยา่งภายใน magnet และตรวจจบัสญัญาณท่ีสารตวัอยา่งปล่อยออกมาแล้วสง่ไปให้ Computer 

Control 

3. แมเ่หล็กก าลงัสงู (Magnet) ท าหน้าท่ีในการสร้างสภาวะท่ีเหมาะสมในการทดลองโดยให้

สนามแมเ่หล็กความเข้มสงูท่ีคงท่ี   (Strong and homogenous magnetic field)  โดยความเข้มของ

สนามแมเ่หล็กจะสมัพนัธ์กบัความถ่ีของคล่ืนวิทยท่ีุผา่นเข้าไปยงัเคร่ือง ดงันัน้จงึนิยมท่ีจะระบุ
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สมรรถนะหรือ specification ของเคร่ือง NMR spectrometer ในรูปแบบของคา่ความถ่ี เชน่ 60 MHz, 

100 MHz, 300 MHz และ 400 MHz เป็นต้น 

4. หวัตรวจหรือโพรบ (NMR Probe) ติดตัง้อยูด้่านในระหวา่งแมเ่หล็กทัง้ 2 (magnet gap) และมี

หน้าท่ีคอยช่วยพยงุหรือรักษาระดบั (hold) ของสารตวัอย่าง(22) 

  การวดัสญัญานของเคร่ือง FT-NMR spectrometer จะใช้เทคนิคท่ีเรียกว่า Pulsed NMR โดย

เคร่ือง NMR spectrometer จะส่งสัญญาณคล่ืนวิทยุทุกความถ่ีในช่วงท่ีสนใจเข้าไปยังตัวอย่างท่ี

วิเคราะห์ การท าเช่นนีจ้ะสง่ผลให้เกิดการเปล่ียนสปินของนิวเคลียสทัง้หมดทนัที ซึ่งเราจะเรียกสภาวะ

ดงักล่าวว่าสถานะถกูกระตุ้น (excited state) จากนัน้นิวเคลียสดงักล่าวจะกลบัสู่สถานะพืน้ (ground 

state) โดยการคายพลงังานออกมาในรูปของคล่ืนวิทยใุนรูปของคล่ืนท่ีซ้อนกนัท่ีเรียกว่าสญัญาณ FID 

(free induction decay) ซึ่งเราสามารถแยกออกเป็นความถ่ีตา่งๆ ท่ีมีความแรงของสญัญาณแตกตา่ง

กันได้ โดยอาศัยคอมพิวเตอร์เก็บข้อมูลและประมวลผลออกมาเป็นสเปคตรัม ท่ีเรียกว่า NMR 

spectrum ท่ีมีลกัษณะเป็นพีค ดงัรูปท่ี 3 โดยมีแกนนอน (x-axis) เป็นคา่ chemical shift(21) 

รูปท่ี 3 ตวัอยา่ง 1H NMR สเปคตรัมของสารอินทรีย์(16) 

  การดดูกลืนพลงังานจากสนามแม่เหล็กของนิวเคลียสของธาตแุต่ละชนิดจะมีความแตกตา่ง

กัน แม้กระทัง่นิวเคลียสของธาตชุนิดเดียวกันท่ีอยู่ในสภาวะแวดล้อมท่ีแตกต่างกันก็จะให้สัญญาณ
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การดดูกลืนพลงังานท่ีแตกตา่งกันด้วย ยกตวัอย่างการดดูกลืนพลงังานของนิวเคลียสของ H อะตอม 

ของโมเลกลุสารอินทรีย์ท่ีมีหมู่ฟังก์ชัน่ท่ีแตกตา่งกนั ท่ีจะปรากฏคา่ chemical shift ท่ีแตกตา่งกนัดงัใน

รูปท่ี 4(21) 

     
                     รูปท่ี 4 คา่ chemical shift โดยประมาณของโปรตอน(21)      
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                 5.2 Gas Chromatography-mass spectrometer (GC-MS spectrometer)   

 

  รูปท่ี 5 เคร่ือง Gas Chromatography-mass spectrometry (GC-MS) (23)   

GC-MS spectrometer เป็นเคร่ืองมือท่ีใช้วิเคราะห์สารประกอบอินทรีย์ในสารผสมหรือสาร

เดี่ยว(23)  ซึง่ประกอบด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี (GC) และเทคนิคแมสสเปกโทรเมตรี (MS)  

GC-MS spectrometer ใช้พิสจูน์เอกลกัษณ์ของสารจากการเปรียบเทียบ fingerprint ของเลข

มวล (mass number) ของสารตวัอยา่งนัน้ๆ กบัข้อมลูท่ีมีอยู ่ โดยการท าให้โมเลกลุของสารแตกตวัใน 

ion source ซึง่อาจใช้วิธียิงอิเล็คตรอน ( Electron Impact, EI) หรือใช้วิธียิงสารมีประจ ุ (Chemical 

Ionization, CI) ไปท่ีสารตวัอยา่ง แล้วท าให้แตกตวัเป็นไอออน ด้วยปฏิกิริยาเคมี โดยใช้ไอออนบวก 

(secondary ion) จากนัน้แยกสว่น fragments ตา่งๆ ด้วย mass analyzer (quadrupole) ตามคา่มวล

ตอ่ประจ(ุm/z) ของสนามแม่เหล็กหรือสนามไฟฟ้า(23) 
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บทที่ 3 

วธีิการด าเนินการวิจัย 

1. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในการท าวิจัย 
1.1 คอมพวิเตอร์ 

1.1.1 Notebook PC Intel Core i7-6700HQ CPU (2.60 - 3.50 GHz) with 16 GB   

        of RAM, Microsoft Windows 10 Home 

1.2 โปรแกรม 

     1.2.1 AutoDock 1.5.6 

     1.2.2 ChemDraw Pro16.0 

     1.2.3 Chem3D Ultra12.0  

1.3 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

     1.3.1 Separatory funnel 

     1.3.2 Round bottom flask 

     1.3.3 Analytical balance 

     1.3.4 Heating magnetic stirrer  

     1.3.5 Glass chromatography column  

     1.3.6 Rotary evaporator  

     1.3.7 TLC tank 

     1.3.8 TLC plates 

     1.3.9 UV lamp (254/365nm, Buchi Thailand Ltd 

.
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                 1.3.10 Fourier Transform Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer  

                            (Bruker Avance III HD 400 MHz.) 

     1.3.11 Infrared Spectrometer (Thermo Spectra-Tech, P/N 700-0085, Ver3.9  

                10/01, Shelton, USA and APW1200202, Becthai Thailand)  

     1.3.12 Gas Chromatograph-Mass Spectrometer/Mass Spectrometer  

                (7890GC/ 7000C GCMS TripleQuad) 

2. สารเคมี 

2.1 2,6-dimethylaniline (Fluka, Switzerland) 

2.2 5-bromo-2-hydroxybenzoic acid (Alfa Aesar, USA) 

2.3 Dichloromethane (RCI Labscan, Thailand) 

2.4 Dimethylformamide (RCI Labscan, Thailand) 

2.5 Toluene (RCI Labscan, Thailand) 

2.6 Triethylamine (Carlo Erba, Italy) 

2.7 Oxalyl chloride (Sigma-Aldrich, USA) 

2.8 Sodium chloride (Unilab, USA) 

2.9 Sodium hydroxide (RCI Labscan, Thailand) 

2.10 Magnesium sulfate (RCI Labscan, Thailand) 

2.11 Methanol (RCI Labscan, Thailand) 

2.12 Hexane (RCI Labscan, Thailand) 

2.13 Nitrogen gas high priority 99.95% 

2.14 Silica gel 1.07734.1000 (Merck, Germany) 
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3. วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 ศึกษาและออกแบบโครงสร้างยาโดยใช้โปรแกรมคอมพวิเตอร์ 

3.1.1 คดัเลือกและน าโครงสร้างสามมิตขิองสารชีวโมเลกลุเปา้หมายจากข้อมลูการ 

        เอ็กซเรย์ผลึกสามมิติของเอนไซม์ IKKβ ท่ีจบัอยู่กบัลิแกนด์ท่ีอยูใ่นฐานข้อมลู 

        ของ Protein Data Bank ท่ีอยูใ่นรูปของไฟล์ .pdb 

3.1.2 เตรียมสารชีวโมเลกลุเปา้หมายจากเดมิท่ีอยูใ่นรูป .pdb ให้อยูใ่นรูป .pdbqt   

         โดยใช้โปรแกรม AutoDockTools-1.5.6 ท่ีมีขัน้ตอนดงันี ้

        1) เตมิอะตอมของไฮโดรเจนเข้าไปในโครงสร้างของเอนไซม์ IKKβ จากนัน้ท า 

            การก าจดัโมเลกลุของน า้และลิแกนด์ จากนัน้ค านวณประจแุบบแบบ    

            Gasteiger ซึง่คา่ท่ีออกมาต้องเทา่เดมิทกุครัง้เพ่ือเป็นการย่ืนยนัวา่   

            สารชีวโมเลกลุเปา้หมายเป็นสารเดมิ 

        2) บนัทกึไฟล์ในนามสกลุ .pdbqt 

3.1.3 เตรียมลิแกนด์ส าหรับการจบักบัสารชีวโมเลกลุเปา้หมายการสร้างโครงสร้างใน 

         โปรแกรม ChemDrawProfessional 16.0  และน าโครงสร้างท่ีได้จาก Chem- 

         DrawProfessional 16.0 ไปวางในโปรแกรม Chem3D 16.0 เพ่ือท าให้สารอยู่ 

         ในรูปท่ีสเถียรท่ีสดุ 

3.1.4 เม่ือได้ลิแกนด์ท่ีอยูใ่นรูปท่ีสเถียรท่ีสดุแล้วบนัทึกโครงสร้างดงักลา่วให้อยูรู่ปไฟล์  

         .pdb ท่ีจะน าไปเปิดในโปรแกรม AutoDockTool-1.5.6 เพ่ือแปลงไฟล์ให้อยูใ่น       

         รูป .pdbqt 

3.1.5 เปิดไฟล์เอนไซม์ IKKβ ท่ีอยูใ่นรูป .pdbqt ด้วยโปรแกรม AutoDockTools- 

         1.5.6 และท าการก าหนด residual sites ท่ีเป็นเปา้หมายท่ีต้องการให้ลิแกนด์ 

         เข้าจบั 

3.1.6 ท าการก าหนด  Grid box  เพ่ือก าหนดบริเวณท่ีจะจ าลองการเข้าจบัทัง้หมด   
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         โดยให้ครอบคลมุทัง้ลิแกนด์และ  residual sites  โดยท าการก าหนด คา่  

         พารามิเตอร์ตา่งๆ ดงันี ้

Grid box parameter Parameters 
Number of point in X, Y, Z-
dimension 

100, 100, 100 

Spacing (Ao) 0.375 
Center Grid Box Center to residual site 

    ตารางท่ี 1 Grid box parameters 

     3.1.7 ท าการ save Grid box ให้อยูใ่นรูป .gpf และท า Autogrid เพ่ือท าการตรวจสอบ 

                           ความถกูต้องของเอนไซม์ IKKβ และลิแกนด์ 

                  3.1.8 เตรียม Docking parameters ในโปรแกรม AutoDockTools-1.5.6 ในรูปโดยเปิด 

                           ไฟล์เอนไซม์ IKKβ และลิแกนด์ท่ีเป็นไฟล์ .pdbqt แล้วท าการก าหนดพารามิเตอร์ 

                           ตา่งๆ ดงันี ้

Docking parameters 
Number of GA run 100 
Population size (Medium) 150 
Maximum number of energy evaluations 2,500,000 
Maximum number of generation 27,000 
Maximum number of top individual that 
automatically survive 

1 

Rate of gene mutation 0.02 
Rate of crossover 0.8 
Mean of Cauchy distribution for gene 
mutation 

0.0 
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Variance of Cauchy distribution for gene 
mutation  

1.0 

Number of generation for picking worst 
individual 

10 

                              ตารางท่ี 2 Docking parameters 

                3.1.9 ท าการ Docking เพ่ือให้ได้ไฟล์ .dlg ซึง่รายงานผลเป็น Binding energy  โดย 

                         เลือก Conformation ท่ีมี Binding energy เป็นลบมากท่ีสดุมาเข้าสู่กระบวน  

                         การสงัเคราะห์ 

 

3.2 สังเคราะห์อนุพันธ์ของสาร Fluorosalan 

3.2.1 การสงัเคราะห์สารประกอบเอไมด์ ใช้การเกิดปฏิกิริยา 2 steps ดงันี ้

         A. Acid chloride synthesis 

 

 

 

         

        B. Amide synthesis 

 

 

 

3.2.2 กระบวนการสงัเคราะห์สารเคมี 

       3.2.2.1 Acid chlorde synthesis 

         1) ชัง่สาร 5-bromo-2-hydroxybenzoic acid (1.11 g, 4.4146 mmol)  

                        ใสใ่นขวดก้นกลม 
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         2) เตมิสารละลาย Toluene 15 ml ลงในขวดก้นกลม 

         3) เตมิ oxalyl chloride (0.75 ml, 5.9088 mmol) และเตมิตวัเร่ง 

                        ปฏิกิริยา dimethylformamide 3 หยด โดยท าในสภาวะปิดภายใต้ 

                        ท่ีมีแก๊สไนโตรเจนและคมุอณุหภมูิให้อยู่ในชว่ง 2-8 °C 

         4) น าไป reflux ท่ีอณุหภมูิ 110 °C โดยท าในสภาวะปิดภายใต้ 

                        บรรยากาศท่ีมีแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

         5) น าไประเหยตวัท าละลายออกท่ีอณุหภมูิ  90 °C โดยใช้เคร่ือง   

                        Rotary Evaporator 

       3.2.2.2 Amide synthesis 

         1) น าสาร 2,6-dimethylaniline (0.956 ml, 0.5069 mmol)  ใสล่งใน 

                        ขวดก้นกลม 

         2) เตมิสารละลาย dry Dichloromethane (dry DCM) 15 ml ท าใน 

                        สภาวะปิดภายใต้บรรยากาศท่ีมีแก๊สไนโตรเจน 

         3) เตมิสารละลาย triethylamine (0.75 ml, 14.6742 mmol) ท าใน 

                        สภาวะปิดภายใต้บรรยากาศท่ีมีแก๊สไนโตรเจน 

 4) น าสารในขวดก้นกลมท่ีได้จากข้อ 3) เตมิลงในขวดก้นกลมท่ีได้จาก 

           ขัน้ตอนท่ี 5 ของปฏิกิริยา Acid chloride synthesis และกลัว้ขวด 

           ก้นกลมด้วย dry DCM ท าในสภาวะปิดภายใต้บรรยากาศท่ีมีแก๊ส 

           ไนโตรเจนเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอณุหภมูิห้อง   

       5) เก็บสารตวัอยา่งท่ี 0, ½, 1, 2 และ 4 ชัว่โมง เพ่ือตรวจการเกิด  

           ปฏิกิริยาเคมี 

         6) หาคา่ %yield 

       3.2.2.3 ขัน้เตรียมสารเคมีเพ่ือพิสจูน์การเกิดปฏิกิริยาเคมี 
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             1) เตรียมสารตวัอย่าง 2,6-dimethylaniline ผสมกบั DCM:Hexane  

                             ในอตัราสว่น 1:1   

             2) เตรียมสารตวัอย่าง 5-bromo-2-hydroxybenzoic acid ผสมกบั       

                             DCM:Hexane ในอตัราสว่น 1:1   

             3) ดดูสารตวัอยา่งโดยใช้หลอด capillary 

             4) spot  สารตวัอยา่งลงบนแผน่ TLC โดยก าหนด Starting point  

                             ห่างจากขอบลา่ง 1 cm และก าหนด solvent front ให้หา่งจาก 

                             ขอบบน 0.5 cm 

             5) วางแผน่ TLC ใน TLC tank โดย Mobile phase ประกอบด้วย   

                             DCM:Hexane ในอตัราสว่น 1:1  เม่ือตวัท าละลายเคล่ือนขึน้ไป  

                             จนถึงขอบบนจงึน าแผ่น TLC ออก 

             6) น าแผน่ TLC ส่องดภูายใต้แสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm และ  

                             365 nm ค านวณหาคา่ Retention factor (Rf) 

 

3.3 การแยกสกัดสารด้วยตัวท าละลาย 

3.2.1 เตมิสารละลาย Dichloromethane 10 ml ลงในขวดก้นกลม จากนัน้ดดู  

         สารละลายใสใ่นกรวยแยก และเตมิ Dichloromethane 140 ml ลงไป 

3.2.2 เตมิสารละลาย 1N NaOH จ านวน 20 ml และ NaCl จ านวน 20 ml 

3.2.3 เตมิน า้กลัน่ปริมาตร 200 ml เขย่าเพ่ือให้เกิดการดงึสารตามสภาพขัว้ให้ไปอยู่ 

         ในแตล่ะวฏัภาค  

3.2.4 เก็บชัน้น า้มาสกดัตอ่ด้วย DCM จ านวน 200 ml 2 ครัง้ 

3.2.5 รวมชัน้ DCM ท่ีได้จากการสกดัแยก 3 ครัง้ มาสกดัแยกด้วยน า้อีก 400 ml  

         1 ครัง้  

3.2.6 ไขชัน้น า้ทิง้ แล้วสกดัชัน้ DCM ด้วยน า้ 400 ml อีก 1 ครัง้ 
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3.2.7 น าสารละลายท่ีได้จากการสกดัแยกเตมิ anhydrous MgSO4 จนได้สารละลาย 

         ใส กรองด้วยส าลีและเก็บชัน้สารละลายใส 

3.2.8 น าสารละลายใสท่ีกรองได้ไประเหยตวัท าละลายออกท่ีอณุหภมูิ 50 °C โดยใช้ 

         เคร่ือง Rotary Evaporator 

3.4 การแยกสารให้บริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์โครมาโตกราฟี 

3.2.1 บรรจซุิลิการเจลลงในคอลมัน์ โดยมี mobile phase คือ DCM:Hexane ใน  

         อตัราสว่น 1:1   

3.2.2 ละลายสารตวัอย่างด้วย mobile phase เล็กน้อย (3-5 drops 

3.2.3 หยดสารละลายตวัอย่างลงในคอลมัน์ แล้วเปิด stopcock ให้อตัราการไหล 

         พอเหมาะกบัการแยก 

3.2.4 เก็บสารละลายตวัอยา่งจากคอลมัน์ แล้วน าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค TLC เพ่ือ 

         หา fraction ท่ีมีสารตวัอยา่งท่ีบริสทุธ์ิ 

3.2.4 น าแผน่ TLC ไปส่องภายใต้แสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 nm และ 365 nm  

          จากนัน้ค านวณหาคา่ Retention factor (Rf)  

3.2.5 น า fraction ของสารตวัอยา่งท่ีมีคา่ Rf value เทา่กนัมารวมกนั  

3.2.6 น าแตล่ะ fraction ไประเหยตวัท าละลายออกท่ีอณุหภมูิ 50 °C โดยใช้เคร่ือง  

         Rotary Evaporator3.2.7 เก็บสารตวัอยา่งเพื่อน าไปพิสจูน์เอกลกัษณ์ 

3.5 พสูิจน์เอกลักษณ์ของสารท่ีสังเคราะห์ได้โดยใช้เคร่ืองมือต่างๆ ดังนี ้

3.5.1 Infrared Spectrometer (IR Spectrometer) 

3.5.2 Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer (NMR Spectrometer) 

       3.2.2.1 1H NMR Spectroscopy 

       3.2.2.1 13C NMR Spectroscopy 

3.5.3 Mass Spectrometer 

3.5.4 Differential Scanning Calorimeter 



 

26 
 

บทที่ 4 

ผลการวจิัย 

4.1 ผลการออกแบบโครงสร้างจากสารต้นแบบ 

จากการออกแบบโครงสร้างของสารตัวอย่าง โดยการใช้สาร  Fluorosalan มาเป็นต้น แบบใน

ส่วนของ B และในส่วนของ  A ใช้สาร 7-azaindole มาเป็นต้นแบบ โดยได้น าสองส่วนนีเ้ช่ือมกันด้วย

พนัธะเอไมด์  และดดัแปลงโครงสร้างเพ่ือให้มีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเซลล์มะเร็งได้ดีย่ิงขึน้โดย

พิจารณาจากผลของ steric hindrance ต่อ receptor และผลของ inductive effect จากการมีหมู่

แทนท่ี Electron donating group บน aromatic ring ในการชว่ยจบักบั receptor ให้ดียิ่งขึน้  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                         รูปท่ี 6 การออกแบบโครงจากสารต้นแบบ
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4.2 ผลการท า Computer-Aided Drug Design 
ตารางท่ี 3 แสดงผลของ conformation ของ Compound ท่ีเกิด interaction บริเวณ active site 

Compound Order Conformation Docked pose BE IC50 Bonding 

Fluorosalan 100 

 

-7.06 6.72 µM 1 H-bond(CYS99) 
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Compound Order Conformation Docked pose BE IC50 Bonding 

A9B4 100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 -6.50 20.25  µM 1 H-bond(CYS99) 
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4.3 ผลการสังเคราะห์สาร 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2- 

     hydroxybenzamide 
 ในขัน้ตอนการสงัเคราะห์สาร 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide 

จะแบง่ออกเป็น 2 ขัน้ตอนหลกั คือ 

1. Acid chloride synthesis โดยกลไกการเกิดปฏิกิริยาเป็นดงันี ้

 

2. Amide synthesis โดยกลไกการเกิดปฏิกิริยาเกิดขึน้ดงันี ้

 

  จากการสงัเคราะห์สารผ่าน 2 ปฏิกิริยา จะได้สารประกอบ 5-bromo-N-(2,6-dimethyl 

phenyl)-2-hydroxylbenzamide ท่ีมีโครงสร้างดงัรูป  

 

 

 

         รูปท่ี 7 โครงสร้างของ 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide 
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ตารางท่ี 4 แสดงผลการสงัเคราะห์สาร 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxy    

                benzamide 

List 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide 

%Yield(Pure) 92.5% 

Physical appearance ลกัษณะเป็นผงสีขาว 

m.p. 238.1 
 

4.4 ผลการพสูิจน์เอกลักษณ์ของสารด้วย IR spectrometer 

จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FT-IR spectroscopy พบว่าได้ผลดงัตารางท่ี 5 

ตารางท่ี 5 ความสมัพนัธ์ระหวา่ง wavenumber (cm-1) กบัหมูฟั่งก์ชัน่ทางเคมีของ 5-bromo-N-

(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide 

Wavenumber(cm-1) Attributed to 

3,336 การยืดของพนัธะ N-H ของเอไมด์, secondary amine 

3,188 การยืดของพนัธะ O-H ของแอลกอฮอล์ 

2,977 การยืดของพนัธะ =C-H ของวงเบนซีน 

1,624 การยืดของพนัธะ C=O ของเอไมด์ 
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รูปท่ี 8 แสดงต าแหนง่ wavenumber บน FT-IR spectrum ของ 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide
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4.5 ผลการพสูิจน์เอกลักษณ์ของสารด้วย 1H NMR spectrometer 

 จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค FT-IR spectroscopy พบว่าได้ผลดงัดงันี ้

 

 

 

 

รูปท่ี 9 แสดงการก าหนดต าแหนง่โปรตอนของ 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxy  

            benzamide 

ตารางท่ี 6 ความสมัพนัธ์ระหวา่ง chemical shift กบัต าแหนง่โปรตอนของ 5-bromo-N-(2,6- 

                dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide 

Position δ1H (ppm) Shape 

a’ 2.195  Singlet 

c 6.956 และ 6.970  Doublet 

 c’ และ d’ 7.154  Singlet 

b 7.606, 7.612, 7.628 และ 7.634  Doublet of doublet 

a 8.193 และ 8.199  Doublet 

d 10.110 Singlet 
a’ 12.314 Singlet 
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รูปท่ี 10 แสดงต าแหนง่ chemical shift บน NMR spectrum ของ 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide 

a b 
c 

c', 

N

C
H  

A 

B 
H2O DMSO 
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4.6 ผลการพสูิจน์เอกลักษณ์ของสารด้วย 13C NMR spectrometer 

จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค  13C NMR spectroscopy พบวา่ได้ผลการทดลองดงันี ้

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 11 ความสมัพนัธ์ระหว่าง chemical shift กบัต าแหนง่คาร์บอนของ 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide 
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4.7 ผลการพสูิจน์เอกลักษณ์ของสารด้วย Mass spectrometer 

  จากการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของสารด้วยเคร่ือง Mass spectrometer พบวา่สารท่ีออกแบบ

มีสตูรโมเลกลุ C15H14BrNO2 น า้หนกัโมเลกลุ 320.18 มี m/z: 319.02, 321.02, 320.02, 

322.02, 321.03, 323.03  

 

 

 

 

 

รูปท่ี 12 ผลการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของสารด้วย Mass spectrometer ของ 5-bromo-N-(2,6- 

             dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide 
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4.8 ผลการทดสอบ Differential Scanning Calorimeter 

 จากการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของสารด้วย Differential Scanning Calorimeter พบวา่สารท่ี

ออกแบบมีจดุหลอมเหลวเท่ากบั 238.1 °C ดงัแสดงในรูปท่ี 14 

 

รูปท่ี 13 ความสมัพนัธ์ระหว่าง Temperature กบั คา่พลงังานท่ีให้เข้าไปของ 5-bromo-N-(2,6- 

             dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide 
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บทที่ 5 

อภปิรายผลการท าวจิัย 

 สารต้นแบบ Fluorosalan มีฤทธ์ิในการยบัยัง้ NF-kB โดยเข้าจบัท่ี IKK  receptor ซึ่งสามารถ

ยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งได้ คณะผู้วิจยัจงึมีความสนใจท่ีจะพฒันาสารใหม ่ โดยท าการ

ออกแบบและสงัเคราะห์สารท่ีเป็นอนพุนัธ์ของสาร Fluorosalan เพ่ือให้มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การ

เจริญเตบิโตของเซลล์มะเร็ง 

  จากการออกแบบโครงสร้างของสารโดยใช้สารต้นแบบ Fluorosalan แล้วน ามาดดัแปลง

โครงสร้างจากนัน้โครงสร้างไปจ าลองการจบักบั residue ท่ีก าหนดบน IKK receptor ด้วยวิธีการทาง

คอมพิวเตอร์ และพิจารณาคา่พารามิเตอร์ตา่งๆ เชน่ คา่พลงังานในการเกิดพนัธะของสารท่ีดดัแปลง

โครงสร้างแล้วกบั residue บน receptor ท่ีก าหนด จนได้สารท่ีออกแบบมา ผลการท า molecular 

docking พบว่า Fluorosalan มีคา่ binding energy เทา่กบั -7.06 และมีคา่ IC50 เท่ากบั 6.72 µM  โดย

เกิดพนัธะไฮโดรเจน 1 พนัธะ ท่ีต าแหนง่ CYS-99 ในขณะท่ีสารท่ีออกแบบมีคา่ binding energy เทา่กบั 

-6.50 และมีคา่ IC50 เทา่กบั 20.25 µM  โดยเกิดพนัธะไฮโดรเจน 1 พนัธะ ท่ีต าแหน่ง CYS-99 สารท่ี

ออกแบบท่ีคณะผู้วิจยัมีความสนใจท่ีจะน าเข้าสูก่ระบวนการสงัเคราะห์และพิสจูน์เอกลกัษณ์ของ

โครงสร้างคือ สาร 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide  

ก ร ะ บ ว น ก า ร สั ง เ ค ร า ะ ห์ ส า ร เ พ่ื อ ใ ห้ ไ ด้  5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-

hydroxybenzamide เกิดจาก 2 ปฏิกิริยาหลกั คือ ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ Acid chloride และเปล่ียน 

Acid chloride เป็นสารประกอบเอไมด์ จากการสงัเคราะห์พบว่าได้สารท่ีมีลกัษณะเป็นผงสีขาว และมี 

%Yield เทา่กบั 92.5% 
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จากการตรวจสอบเอกลักษณ์ของสารโดยใช้ เคร่ืองมือทาง spectroscopy พบว่าสารท่ี

ออกแบบและสังเคราะห์ได้ คือ 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide ท่ีสามาร

สงัเคราะห์ได้เกิดจากการท าปฏิกิริยาระหวา่ง 2,6-dimethylaniline และ 5-bromo-2-hydroxybenzoic 

acid ผ่านปฏิกิริยา Amidation ได้เป็นสารประกอบเอไมด์ ซึ่งจะพบ 2º N-H stretching singlet ของ

หมูฟั่งก์ชัน่เอไมด์ท่ี wavenumber 3,336 cm-1 และพบ C=O  stretching ท่ี wavenumber 3,472 cm-

1 ซึ่งเป็นหมู่ carbonyl ของหมู่ฟังชัน่เอไมด์ จึงพิสจูน์ได้ว่าสาร 2,6-dimethylaniline ท าปฏิกิริยากบั 5-

bromo-2-hydroxybenzoic acid ในรูป acid chloride ได้เป็นสารประกอบเอไมด์  

 จากการตรวจสอบเอกลกัษณ์ของสารโดยใช้ 1H NMR spectrometer พบวา่ 5-bromo-N-(2,6-

dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide พบความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ chemical shift กบัต าแหนง่

โปรตอนของ N-H ท่ี 12.314 ppm เกิด downfield มากท่ีสดุ เน่ืองจากอยูต่ิดกบัหมู ่carbonyl ซึง่เป็น

หมูด่งึอิเล็กตรอน และ integrate proton ได้ 1 H และคา่ chemical shift  ในชว่ง 6.9-8.4 ppm เป็น

ต าแหนง่ท่ีแสดงโปรตอนของ  aromatic ring โดย Hc ปรากฏท่ีต าแหนง่ 6.9 ppm มีลกัษณะเป็น 

doublet ซึง่การแตกของ peak จะสมัพนัธ์กบัการ conjugate กบั Hb ท่ีต าแหนง่ 7.6 ppm และผลจาก

การอยูใ่กล้ Electron donating group จงึท าให้ต าแหนง่ของ Hb เกิด upfield สว่นต าแหนง่ท่ี 8.2ppm 

เป็นต าแหนง่ท่ีแสดงโปรตอน Ha ท่ีมีลกัษณะเป็น doublet และ integrated ได้เท่ากบั 1 H ซึง่เป็น

ต าแหนง่ของโปรตอนบนวง aromatic ท่ีมีการเกิด downfield มากท่ีสดุ เน่ืองจากอยูใ่กล้กบัหมู ่

carbonyl และอะตอมของ Br ซึง่เป็น electron withdrawing group และท่ีต าแหนง่ 7.1 ppm, singlet 

เป็นต าแหนง่ท่ีแสดงโปรตอนของ Hc’ และ Hd’ ท่ีเกิดการ coupling ซึง่กนัและกนั integrated ได้เทา่กบั 

3 H จาก 1H NMR spectrum แสดงให้เห็นถึงโปรตอนท่ีอยูใ่นโครงสร้างของสาร 5-bromo-N-(2,6-

dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide ทัง้หมด 14 โปรตอน และในการตรวจสอบเอกลกัษณ์ของ

สารโดยใช้เทคนิค 13C NMR spectroscopy พบความสมัพนัธ์ระหวา่งคา่ chemical shift กบัต าแหนง่

ท่ีแสดงอะตอมคาร์บอนของ 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide ทัง้หมด 13 

ต าแหนง่ โดยเป็นสญัญาณของตวัท าละลาย DMSO 1 ต าแหนง่ ซึง่ตามสตูรโมเลกลุของสาร 5-bromo-
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N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide คือ C15H14BrNO2 ต าแหนง่ท่ีหายไปเกิดจาก carbon 

บน aromatic ring เกิดการ coupling กนั ท าให้ต าแหนง่ท่ีแสดงคาร์บอนเกิดการซ้อนทบักนั  

  จากการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของสารด้วยเคร่ือง Mass spectrometer พบวา่สารท่ีออกแบบมี 

Molecular ion peak เท่ากบั m/z 319.1  และ  321.1   ในอตัราสว่น  1 : 1 แสดงถึงการมี Br ในโมเลกลุ 

และมีสว่นแตกหกัท่ีส าคญัเป็น base peak ซึง่มีคา่ m/z เทา่กบั 121.2 ซึง่เป็นสว่นท่ีเกิดการแตกหกัของ

พนัธะเอไมด์ โดยท่ี m/z  121.2 เป็นสว่นของ ring B นอกจากนีย้งัมี m/z   199.0  และ   201.1 เป็นสว่น

ของ ring A  

จากการทดสอบด้วยเคร่ือง Differential Scanning Calorimeter ซึ่งเป็นกราฟท่ีมีการดูด

พลงังานเป็นทิศทางบวก พบว่าสารมีการดูดพลงังาน ซึ่งสารมีการดูดพลงังานเพ่ือใช้ในการเปล่ียน

สถานะจากของแข็งเป็นของเหลวท่ีอณุหภมูิ 238.1 °C 

จากการพิสูจน์เอกลักษณ์ของโครงสร้างของสารท่ีสังเคราะห์ได้  โดยใช้เคร่ืองมือทาง 

Spectroscopy ท าให้ทราบถึงโครงสร้างของสารท่ีออกแบบและสงัเคราะห์ขึน้ และสามารถพิสจูน์การ

เกิดปฏิกิริยาของสารว่า สาร 2,6-dimethylaniline ท าปฏิกิริยากบั 5-bromo-2-hydroxybenzoic acid 

ในรูป acid chloride ได้เป็นสาร 5-bromo-N-(2,6-dimethylphenyl)-2-hydroxybenzamide ท่ีมีสูตร

โมเลกุล C15H14BrNO2 และมีน า้หนกัมวลโมเลกุลเท่ากับ 320.18 g/mol มีลกัษณะเป็นผงสีขาว มีจุด

หลอมเหลวท่ี 238.1 °C 

ข้อเสนอแนะ 

              การศกึษาวิจยัครัง้นี ้ได้ออกแบบและสงัเคราะห์สารท่ีเป็นอนพุนัธ์ของสาร Fluorosalan โดย

คาดวา่จะมีฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเซลล์มะเร็ง เพ่ือให้ทราบถึงประสิทธิภาพของสารท่ีออกแบบ

และสังเคราะห์ได้ ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในส่วนของฤทธ์ิยับยัง้การเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง  

ปัญหาของงานวิจยันีคื้อ งานวิจยัมีระยะเวลาในการศกึษาท่ีจ ากดั จึงท าให้ไม่สามารถทดสอบฤทธ์ิได้

ทนั 
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