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620720049 : จุลชีววิทยา แผน ก แบบ ก 2 ระดบัปริญญามหาบณัฑิต 
ค าส าคญั : Streptomyces zerumbet, อนุพนัธ์เจลดานามยัซิน,ทดสอบความเป็นพิษ,ความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็ง,กิจกรรม
ตา้นไวรัส 

นางสาว ทิพพรัตน์ เสมสวสัด์ิ: การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเจลดานามยัซินและคุณสมบติัทางชีวภาพ อาจารยท่ี์
ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : รองศาสตราจารย ์ดร. ธงชยั เตโชวิศาล 

 
 เจลดานามยัซิน (GDM 1) เป็นยาปฏิชีวนะท่ีแยกไดจ้าก Streptomyces zerumbet W14 ได ้จากการเล้ียงเช้ือใน

อาหาร International Streptomyces Project 2 (ISP-2) ท าการสกดัดว้ย ethyl acetate และแยกสารดว้ยซิลิกาเจลคอลมัน์โคร
มาโตกราฟีจะไดส้ารเจลดานามยัซินท่ีบริสุทธ์ิซ่ึงใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในปฏิกิริยาการแทนท่ีดว้ยนิวคลีโอไฟล์เพ่ือสังเคราะห์
อ นุ พั น ธ์ ช นิ ด ใ ห ม่  8 ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  สั ง เค ร า ะ ห์ อ นุ พั น ธ์ ข อ ง ก ลุ่ ม โ ด ป า มี น  23-27 ไ ด้ แ ก่  ก า ร
สั ง เค ร า ะ ห์   (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-dihydroxyphenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14dimethoxy-
4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa1(21),4,6,10,18pentaen-9-ylcarbamate(23), 
(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-dimethoxyphenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-
tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-ylcarbamate (24) , 
(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-dibutoxyphenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-
tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (25) , 
(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-bis(benzyloxy)phenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-
tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (26) , แ ล ะ 
(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-bis((2-bromobenzyl)oxy)phenethyl) amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-
4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]do-cosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (27) , 
กลุ่มอะมิโนแอลกอฮอล์ ได้แก่ การสังเคราะห์ (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-
phenylpro pan-2-yl)amino)-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]doco sa-
1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate  (28) , (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-
(4-hydroxyphenyl)propan-2-yl)amino)-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-
azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (29) , (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-
hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-(1H-indol-3-yl)propan-2-yl)amino)-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-
trioxo-2-azabicyclo [16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (30) อนุพนัธ์ของเจลดานามยัซินชนิดใหม่ มี
ค่าละลายน ้าไดดี้กว่าเจลดานามยัซิน 

อนุพนัธ์ของเจลดานามยัซินชนิดใหม่เหล่าน้ีได้น ามาทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ พบว่า สารทุกชนิด (ยกเวน้ 
compound 24 และ  25 ) มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเพ่ิมจ านวนไวรัสไข้หวดัใหญ่  (influenza virus A/free-grazing duck/Nakhon 
Pathom/1/2017(H5N2)) และผลการศึกษาพบว่าความเป็นพิษต่อเซลล์มีฤทธ์ิปานกลางใน  Hela HepG2 และ MDA มี IC50 
19-71 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรและความเป็นพิษต่อเซลลป์กติต ่า 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ  

620720049 : Major (MICROBIOLOGY) 
Keyword : Streptomyces zerumbet Geldanamycin derivatives cytotoxicity activity anticancer activity antiviral activity 

MISS TIPPARAT SAMSAWAT : SYNTHESIS OF GELDANAMYCIN 
DERIVATIVES AND THEIR BIOLOGICAL ACTIVITIES  THESIS ADVISOR : ASSOCIATE 
PROFESSOR THONGCHAI TAECHOWISAN, Ph.D. 

Geldanamycin (GDM, 1) is an antibiotic that was isolated from Streptomyces zerumbet W14 After 
cultivation on International Streptomyces Project 2 (ISP-2) medium, ethyl acetate extraction and silica gel column 
chromatography, the purified geldanamycin was obtained. Eight new geldanamycin derivatives were synthesized by 
nucleophilic substitution of geldanamycin with dopamine 23-27 derivative synthesis; 
(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-dihydroxyphenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14dimethoxy-4,10,12,16-
tetramethyl -3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa1(21),4,6,10,18 pentaen-9-yl carbamate(23) 
,  (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-dimethoxyphenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16 -
tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate(24) 
,  (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-dibutoxyphenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16 -
tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (25) 
,  (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-bis(benzyloxy)phenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10 
,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (26) 
,  (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-bis((2-bromobenzyl)oxy)phenethyl) amino)-13-hydroxy-8,14- 
dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]do-cosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate 
(27) , amino alcohol group, including synthesis (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-
3-phenylpro pan-2-yl)amino)-8, 14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]doco sa-
1(21),4,6,10,18-pentaen-9- yl carbamate (28), (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-
(4-hydroxyphenyl)propan-2-yl)amino )-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-
azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen -9-yl carbamate (29), (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-
hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-(1H-indol-3-yl)propan-2 -yl)amino)-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-
trioxo-2-azabicyclo [16.3.1]docosa-1(21),4,6,10 ,18-pentaen-9-yl carbamate (30), All geldanamycin derivatives showed 
the water solubility higher than that of geldanamycin.  

These geldanamycin derivatives (except compound 24 and 25) exhibited antiviral activity against influenza 
virus A/free-grazing duck/Nakhon Pathom/1/2017(H5N2)) The results showed that cytotoxicity was moderately active 
in Hela, HepG2 and MDA cell lines with IC50 19-71 μg/mL and low cytotoxicity in normal cell 
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บทท่ี 1 

ท่ีมาและความส าคัญของปัญหา 

ในปัจจุบนัโรคมะเร็งเป็นปัญหาสาธารณสุขท่ีส าคญัทัว่โลกและเป็นสาเหตุการเสียชีวิต

อนัดบัสองในสหรัฐอเมริกา ในแต่ละปี American Cancer Society จะประมาณการจ านวนผูป่้วย

มะเร็งรายใหม่และการเสียชีวิตท่ีจะเกิดขึ้นในสหรัฐอเมริกาและรวบรวมขอ้มูลล่าสุดเก่ียวกบัการ

เกิดมะเร็งตามประชากร ขอ้มูลอุบติัการณ์ จนถึงปี 2559 ถูกรวบรวมโดยโครงการเฝ้าระวงัระบาด

วิทยาและผลลพัธสุ์ดทา้ย โครงการจดทะเบียนมะเร็งแห่งชาติ และสมาคมทะเบียนมะเร็งกลางแห่ง

อเมริกาเหนือ ขอ้มูลการเสียชีวิต จนถึงปี 2560 ถูกรวบรวมโดยศูนยส์ถิติสุขภาพแห่งชาติ ในปี 2020 

ประมาณการณ์วา่จะมีผูป่้วยมะเร็งรายใหม่ 1,806,590 ราย และผูเ้สียชีวิตจากโรคมะเร็ง 606,520 ราย

ในสหรัฐอเมริกา (Siegel et al., 2020)  

Streptomyces เป็นแบคทีเรียประเภทแกรมบวกท่ีเติบโตในสภาพแวดลอ้มต่าง ๆ โดยมี

ลกัษณะเป็นเส้นใยคลา้ยกบัเช้ือรา ความแตกต่างทางสัณฐานวิทยาของ Streptomyces เก่ียวขอ้งกบั

การก่อตวัของชั้นของเส้นใยท่ีท่ีสามารถแยกความแตกต่างในห่วงโซ่ของสปอร์ กระบวนการน้ีมี

ลกัษณะเฉพาะในกลุ่ม Gram-positives คุณสมบติัท่ีน่าสนใจท่ีสุดของ Streptomyces คือ

ความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพ เช่น ยาตา้นเช้ือรา ,ยาตา้นไวรัส, ยาตา้น

มะเร็งและส่วนใหญ่เป็นยาปฏิชีวนะและภูมิคุม้กนั ลกัษณะเฉพาะอีกประการหน่ึงคือการพฒันา

หลายเซลลท่ี์ซบัซอ้นซ่ึงสปอร์ท่ีงอกเหล่าน้ีจะก่อตวัเป็นเส้นใยท่ีมี mycelium ทางอากาศหลายซ่ึงก่อ

ตวัเป็น septa ในช่วงเวลาปกติจะมีการสร้างของสปอร์ท่ีไม่นิวเคลียส (de Lima Procópio et al., 

2012)  

จากการศึกษาต่อพบวา่ มีสารเจลดานามยัซินเป็นยาปฏิชีวนะเบนโซควิโนนท่ีแยกไดจ้าก

แบคทีเรีย Streptomyces hygroscopicus ซ่ึงเจลดานามยัซินสามารถจบัและยบัย ั้งการท างานของ 

cytosolic chaperone ของโปรตีน ซ่ึงมีหนา้ท่ีรักษาเสถียรภาพและรูปร่างการท างานของโปรตีนและ

ส่งสัญญาณท่ีก่อให้เกิดมะเร็งหลายชนิด  

Hsp90 เป็นหน่ึงในโปรตีน chaperone ท่ีมีอยูม่ากท่ีสุดใน cytosol ของเซลลย์คูาริโอต มี

หนา้ท่ีช่วยใหโ้ปรตีนท่ีสังเคราะห์ขึ้นใหม่เสถียรและเก่ียวขอ้งกบัการรอดชีวิตของเซลล ์Hsp90 เป็น

ส่ิงจ าเป็นส าหรับกระบวนการพื้นฐานต่าง ๆ ของเซลล ์เช่น การส่งสัญญาณฮอร์โมนการควบคุม 
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วฏัจกัรของเซลลใ์นการเพิ่มจ านวนเซลล ์การแสดงออกของ Hsp90 มีมากในเน้ืองอกและ

สูงกวา่ในเน้ือเยื่อปกติ Hsp90 จึงอาจมีบทบาทส าคญัในการเติบโตของเซลลเ์น้ืองอกและการอยูร่อด 

แมว้า่ Hsp90 จะมีความจ าเป็นต่อทั้งเซลลป์กติและเซลลม์ะเร็ง แต่เซลลม์ะเร็งก็มีความไวต่อการ

ยบัย ั้งการท างานของ chaperon โปรตีนหลายชนิดเช่น Raf-1, erbB2 และ p53 (Park et al., 2003a)  

เน่ืองจากเจลดานามยัซินมีความสามารถในการละลายน ้าท่ีต ่าและความเป็นพิษท่ีสูง จึงมี

การสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเจลดานามยัซินใหม่ท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ีดีขึ้น เช่น DHQ3 และ 17-

demethoxy-reblastatin (17-DR) ซ่ึงเป็นแอนะลอ็กของเจลดานามยัซิน ไดม้าจากการดดัแปลงเป็น

โครงสร้าง phenolic ช่วยเพิ่มความสามารถในการละลายน ้าไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเม่ือเทียบกบั

โครงสร้างเบนโซควิโนนเดิม (Zhang et al., 2016) 

ต่อมามีการศึกษาการสังเคราะห์อนุพนัธุ์ของเจลดานามยัซิน ท่ีแยกไดจ้าก Streptomyces 

zerumbet W14 และใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์เจลดานามยัซินใหม่ 2 ชนิด ไดแ้ก่ 17- 

(tryptamine) -17-demethoxygeldanamycin และ 17- (5′-methoxytryptamine) - 17-

demethoxygeldanamycin (Taechowisan et al., 2020) 

งานวิจยัน้ีมีความสนใจท่ีจะปรับเปล่ียนดดัแปลงโครงสร้างของสารเจลดานามยัซิน โดย

วิธีการสังเคราะห์ semi-systhesis ขึ้น สารท่ีน ามาเป็นตวัตั้งตน้คือ สารทุติยภูมิท่ีผลิตจาก endophytic 

actinomycetes ซ่ึงมีฤทธ์ิในการตา้นแบคทีเรีย, ตา้นเช้ือรา, ตา้นไวรัส, ตา้นการอกัเสบ และตา้น

มะเร็ง ส่ิงท่ีส าคญัคือ ความสามารถในการเขา้จบักบั Hsp90 ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีส าคญัในการก่อใหเ้กิด

มะเร็ง เน่ืองจากเจลดานามยัซิน มีความเป็นพิษต่อตบัและคุณสมบติัในการละลายน ้าไม่ดี ดงันั้นจึง

จ าเป็นตอ้งมีอนุพนัธ์ของเจลดานามยัซินใหม่ท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ีดีขึ้น 
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บทท่ี 2 

งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

Endophytic actinomycetes 

จากการศึกษาจ านวนมากแสดงใหเ้ห็นวา่ endophytic actinomycetes ท่ีอุดมสมบูรณ์มี

ความสามารถในการสร้างสารทุติยภูมิท่ีน่าสนใจซ่ึงออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลาย เช่น ยา

ปฏิชีวนะ สารตา้นมะเร็งและสารตา้นการติดเช้ือและยงัสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

endophytic actinomycetes ยงัมีการใชป้ระโยชน์ในดา้นเภสัชกรรมการเกษตรและอุตสาหกรรมอีก

ดว้ย จากขอ้มูลของการคน้พบยาชนิดใหม่ สายพนัธุ์แอคติโนแบคทีเรียท่ีแปลกใหม่มีความน่าสนใจ

เน่ืองจากมีแนวโนม้ท่ีจะสามารถ ผลิตเป็นผลิตเป็นผลิตภณัฑช์นิดใหม่ ๆ สารปฏิชีวนะจะถูกผลิต

ขึ้นโดยขบวนการ  secondary  metabolite  และจะถูกผลิตขึ้นมาในขบวนการต่าง ๆ ซ่ึงจ าเป็นต่อ

การเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์บางชนิดเท่านั้นท่ีสามารถผลิตสารปฏิชีวนะได ้ดงันั้นโอกาสในการ

คน้พบสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพทางเภสัชกรรมใหม่จาก endophytic actinomycetes จึงมีมากขึ้น (de 

Lima Procópio et al., 2012) งานวิจยัก่อนหนา้น้ี แสดงใหเ้ห็นถึงสารออกฤทธ์ิทางธรรมชาติซ่ึงเป็น

สาร secondary  metabolite  หรือสารทุติยภูมิ ประกอบดว้ยสารประกอบ 2 ชนิด 5, 7-dimethoxy-4-

phenylcoumarin และ 5, 7-dimethoxy-4- p -methoxylphenylcoumarin  แยกไดจ้าก endophytic 

Streptomyces aureofaciens CMUAc130 และพบวา่มีสารตา้นเช้ือรา และฤทธ์ิตา้นมะเร็ง 

(Taechowisan et al., 2005) ปัจจุบนัไดมี้การน ายาปฏิชีวนะหลายชนิดมาใชรั้กษาและป้องกนัโรคติด

เช้ือ แมก้ระทัง่ในโรคมะเร็ง จึงจ าเป็นตอ้งคน้หายาปฏิชีวนะชนิดใหม่หรือปรับปรุงดดัแปลง

โครงสร้างทางเคมีของสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพใหมี้ฤทธ์ิท่ีดียิง่ขึ้นหรือลดความเป็นพิษเพื่อท่ีจะได้

น ามาใชเ้ป็นยาและทดสอบทางคลินิกต่อไป  

Endophytic actinomycetes เป็นแบคทีเรียท่ีอาศยัภายในเน้ือเยื่อพืชซ่ึงมีความน่าสนใจอยา่ง

มากเน่ืองจากมีศกัยภาพในการใชใ้นการกระตุน้การเจริญเติบโตของพืชและการอยูร่อดของพืชโดย

การผลิตสารท่ีใชใ้นการต่อตา้นจุลินทรียก่์อโรคท่ีอาศยัอยู่ในพืชชนิดเดียวกนั (Aamir et al., 2020) 

endophytic actinomycetes เหล่าน้ีจึงถือไดว้า่เป็นแหล่งท่ีอุดมไปดว้ยสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพชนิด

ใหม่และยงัมีศกัยภาพท่ีจะน าไปใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่งมาก จากความหลากหลายทางชีวภาพของ 

endophytic actinomycetes แสดงใหเ้ห็นถึง endophytic actinomycetes ท่ีไดรั้บการแยกจากพืชหลาย

ชนิดตั้งแต่พืชผล เช่น มนัฝร่ัง แครอท มะเขือเทศและส้ม (Araújo et al., 2002), (Sessitsch et al., 
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2004; Surette et al., 2003) การแยกจากเฟิร์นและมอส (Janso and Carter, 2010) จากพืชสมุนไพร 

36 ชนิดของไทย (Taechowisan et al., 2003) จากบทความทางวิชาการจ านวนมากท่ีแสดงใหเ้ห็นถึง

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพของ endophytic actinomycetes จ านวนมากโดยเฉพาะจากพืชสมุนไพรท่ีมี

ความสามารถในการยบัย ั้งหรือฆ่าเช้ือจุลินทรียห์ลายชนิด ดงันั้นจึงเป็นส่ิงท่ีน่าสนใจอยา่งยิง่ในการ

น ามาใชป้ระโยชน์ในดา้นต่าง ๆ รวมไปถึงการคน้พบความสามารถในดา้นเภสัชวิทยาซ่ึงมีงานวิจยั

ท่ีแสดงใหเ้ห็นถึงคุณสมบติัในการเป็นยาปฏิชีวนะของ endophytic actinomycetes ปัจจุบนัยา

ปฏิชีวนะใหม่ ๆ ท่ีแยกไดจ้าก endophytic actinomycetes มีจ านวนมากขึ้น เช่น celastramycins AB 

(Pullen et al., 2002) munumbicins AD (Castillo et al., 2002) และ kakadumycins (Castillo et al., 

2003) นอกจากน้ี ยงัพบวา่ สารสองชนิด คือ cedarmycins A และ B ถูกแยกจาก Streptomyces sp. 

TP-A0456 ซ่ึงแยกไดจ้ากก่ิงของตน้ซีดาร์ Cedarmycins A แสดงฤทธ์ิตา้นเช้ือราในสภาวะ

หอ้งปฏิบติัการต่อ Candida glabrata อีกดว้ย (Igarashi, 2004) ต่อมามีการแยก saadamycin ซ่ึงเป็น

สารประกอบ antimycotic ใหม่จาก endophytic Streptomyces sp. Hedaya48 และแสดงฤทธ์ิตา้นเช้ือ

แบคทีเรียท่ีส าคญัต่อผิวหนงัและเช้ือราทางคลินิกอ่ืน ๆ (El-Gendy and EL-Bondkly, 2010) จาก

การศึกษาเหล่าน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่ endophytic actinomycetes นอกจากท่ีจะสร้างสารออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพท่ีเป็นสารปฏิชีวนะแลว้ พบวา่มีสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพกลุ่มอ่ืน ๆ ท่ีส าคญัท่ีมีความสนใจ

ในการคน้พบ คือ สารตา้นมะเร็งและสารตา้นการอกัเสบจาก endophytic actinomycetes ตวัอยา่ง

การรายงานการผลิตสาร Taxol จาก endophytic actinomycetes อีกตวัอยา่งหน่ึงคือ maytansinoids 

(macrocyclic lactams 19 ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัยาปฏิชีวนะ ansamycin) ซ่ึงเป็นสารตา้นมะเร็งท่ีมีศกัยภาพ

มากซ่ึงเดิมแยกไดจ้ากพืชตระกูล Celastraceae , Rhamnaceae และ Euphorbiaceae (Kupchan et al., 

1972) นอกจากน้ียงัพบวา่ Kitasatospora sp ผลิต paclitaxel แยกไดจ้าก Taxus baccataในอิตาลี 

(Caruso et al., 2000) และมอสบางชนิด (Suwanborirux et al., 1990)  Actinosynnema Pretiosum 

(Higashide et al., 1977) และนอกจากน้ียงัคน้พบสาร ansamycin ชนิดใหม่คือ  napththomycin K ท่ี

แยกไดจ้าก Streptomyces sp. ซ่ึงเป็น endophytic ใน Maytenus hookeri ซ่ึงเป็นพืชสมุนไพรท่ีผลิต

สาร maytansinoids พบวา่ สารน้ีมีความเป็นพิษต่อเซลล ์P388 และ A-549 ท่ี IC50 0.07 และ 3.17 

μM ตามล าดบั (Lu and Shen, 2007) และยงัคน้พบ 24-demethyl-bafilomycin C1 ซ่ึงเป็นสารชนิด
ใหม่ในกลุ่มของ bafilomycin และอนุพนัธ์ของ bafilomycin ใหม่อีก 2 ชนิดถูกแยกออกจาก 

Streptomyces sp. (Lu and Shen, 2003) และในงานวิจยัดา้นการยบัย ั้งมะเร็งยงัพบสารใหม่รวมทั้ง 

macrolides 16 ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่มของ bafilomycin ท่ีถูกแยกจาก  Streptomyces sp. CS พบวา่ เป็น 
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endophyte ใน M. hookeri มีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเซลล ์MDA-MB-435 (Li et al., 2010) สารออกฤทธ์ิ

ทางชีวภาพบางชนิดท่ีแยกไดจ้าก endophytic actinomycetes ยงัพบวา่มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือราไดอี้ก

ดว้ยตวัอยา่งเช่น Coronamycin เป็นสารปฏิชีวนะชนิดใหม่ท่ีสร้างจาก  Streptomyces verticllate sp. 

แยกไดจ้ากตน้เถาวลัย ์Monstera sp. มีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือรา pythiaceous และเช้ือราก่อโรคใน

มนุษย ์Cryptococcus neoformans และยงัพบวา่ยงัมีฤทธ์ิในการตา้นเช้ือมาลาเรีย Plasmodium 

falciparum อีกดว้ย (Ezra et al., 2004) เน่ืองจากเกิดความตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะท่ีพฒันาขึ้นใน

แบคทีเรียก่อโรคและการเพิ่มจ านวนของโรคและเช้ือโรคใหม่ ๆ ในปัจจุบนั เช่น กลุ่มอาการ

ภูมิคุม้กนับกพร่องโรคทางเดินหายใจเฉียบพลนัรุนแรงและไวรัสไขห้วดัใหญ่ H1N1 ท าใหเ้กิด

ความสนใจในการคน้หาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใหม่ ๆ ส าหรับยาจาก endophytic actinomycetes 

(Bérdy, 2005) จะเห็นไดว้า่จากงานวิจยัถึงประโยชน์ท่ีไดจ้าก endophytic actinomycetes ท่ีเกิดขึ้น

ทั้งทางดา้นอุตสาหกรรมและการเกษตร ดงันั้นการวิจยัท่ีเนน้สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจาก 

endophyte จึงเป็นการคน้หาและพฒันายาใหม่ และผลิตธรรมชาติใหม่ท่ีจะน ามาใชป้ระโยชน์และ

ทดแทนและแกไ้ขปัญหาความตา้นทานยาของจุลินทรียก่์อโรคได ้ 

เจลดานามยัซินถือไดว้า่เป็นสารทุติยภูมิชนิดหน่ึงทีแยกไดจ้าก endophytic actionomycetes 

ซ่ึงพบวา่เป็นยาปฏิชีวนะเบนโซควิโนนท่ีผลิตจาก Streptomyces hygroscopicus เจลดานามยัซินจบั

และยบัย ั้งการท างานของ cytosolic chaperone ของโปรตีน Hsp90 โปรตีน Hsp90 ท าหนา้ท่ีรักษา

ความเสถียรและรูปร่างการท างานของโปรตีนส่งสัญญาณท่ีก่อใหเ้กิดมะเร็งหลายชนิด การยบัย ั้ง 

Hsp90 ช่วยส่งเสริมการยอ่ยสลายของโปรตีโอโซมของโปรตีนสัญญาณมะเร็งท่ีอาจแสดงออกมาก

เกินไปหรือท ามากเกินไปในเซลลเ์น้ืองอก จากบทความทางวิชาการท่ีศึกษาเก่ียวกบั เจลดานามยัซิ

นตวัอยา่งเช่น สารตา้นมะเร็ง เจลดานามยัซินไดแ้สดงผลของสารออกฤทธ์ิท่ีมีศกัยภาพโดยสามารถ

ยบัย ั้งการเจริญเติบโตได ้50% (GI 50 ) เม่ือเทียบกบัเซลลเ์น้ืองอกทั้งหมด 60 สายพนัธุ์ (Stebbins et 

al., 1997b) นอกจากน้ียงัมีการคน้พบวา่ เจลดานามยัซินยงัมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเน้ืองอกของหนูเมาส์

อีกดว้ย (Sasaki et al., 1979) จากการศึกษาต่อมาพบวา่ การต่อตา้นมะเร็งของ เจลดานามยัซินน่าจะ

เป็นผลมาจากความสามารถในการท าลายเซลลข์องโปรตีนการส่งสัญญาณท่ีควบคุมการ

เจริญเติบโตสองประเภท ไดแ้ก่ โปรตีนไคเนส และ erbB2 (Miller et al., 1994) จากการศึกษาท่ีผา่น

มากลบัพบวา่ เจลดานามยัซินมีความสามารถในการเขา้ไปจบัท่ี Hsp90 ท าให้เกิดความผิดปกติใน

การท างานของโปรตีน Hsp90 ตวัอยา่งงานวิจยั เช่น เจลดานามยัซินซ่ึงเป็นยาปฏิชีวนะเบนโซควิ

โนนแอนซามยัซินท่ีเขา้ไปจบักบัโดเมน N-terminal ADP / ATP ของโปรตีน Hsp90 ซ่ึงน าไปสู่การ
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ยอ่ยสลายของโปรตีนท่ีชกัน าไปสู่การเป็นมะเร็ง (Li et al., 2019) และยงัพบวา่ เจลดานามยัซินซ่ึง

เป็นสารยบัย ั้งเฉพาะของ Hsp90 แสดงฤทธ์ิในการเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งของมนุษยห์ลายชนิด (Park 

et al., 2003b) ต่อมามีการคน้พบวา่ เจลดานามยัซิน มีฤทธ์ิในการตา้นมะเร็งและตา้นมะเร็ง เน่ืองจาก

การจบักบั Hsp90 ยบัย ั้งปฏิกิริยา การรีโฟลดแ์ละส่งผลใหผิ้วของโปรตีน Hsp90 ถูกการยอ่ยสลาย 

(Stebbins et al., 1997a) 

จากบทความทางวิชาการท่ีมีการศึกษาท่ีผา่นมา พบวา่โปรตีน Hsp90 เป็นท่ีน่าสนใจคือ

เซลลเ์น้ืองอกนั้นขึ้นอยูก่บั Hsp90 มากกวา่เซลลป์กติส าหรับการแพร่กระจายและการอยูร่อด 

(Chatterjee and Burns, 2017) เป้าหมายหลกัในการเขา้ไปจบัของ เจลดานามยัซิน ในการออกฤทธ์ิ

ในการยบัย ั้งของเซลลม์ะเร็ง การพฒันายาตา้นมะเร็งในปัจจุบนัเป้าหมายระดบัโมเลกุลใหม่ซ่ึงมี

ความส าคญัคือ Molecular chaperone heat shock protein (Hsp) 90 เน่ืองจากมีความส าคญัในการ

รักษารูปแบบความเสถียรและการท างานของโปรตีนไคลเอนตท่ี์ก่อใหเ้กิดมะเร็งท่ีส าคญั (Maloney 

and Workman, 2002) งานวิจยัก่อนหนา้น้ีพบวา่ผลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติ เจลดานามยัซินและ 

radicicol มีฤทธ์ิตา้นมะเร็งโดยการยบัย ั้งการท างานของ ATPase ภายในของ Hsp90 ส่งผลใหเ้กิด

การยอ่ยสลายของโปรตีนไคลเอนต ์Hsp90 (Maloney and Workman, 2002) จากตวัอยา่งบทความท่ี

ยกตวัอยา่งมานั้น แสดงให้เห็นวา่เป้าหมายในการยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งคือ โปรตีน Hsp90 และเป็นท่ี

น่าสนใจเน่ืองจาก เจลดานามยัซินสามารถเขา้ไปจบัท่ีต าแหน่งท่ีส าคญัของการเกิดมะเร็ง  

ถึงแมว้า่จะมีความกา้วหนา้อยา่งมากในการพฒันาการรักษาโรคมะเร็งในช่วงหลาย

ทศวรรษท่ีผา่นมา แต่โรคมะเร็งก็ยงัถือวา่เป็นโรคท่ีมีผูเ้สียชีวิตมากท่ีสุดจากการรวมรวบขอ้มูล

พบวา่ สาเหตุท่ีพบบ่อยท่ีสุดของการเสียชีวิตจากมะเร็ง ไดแ้ก่ มะเร็งปอด, มะเร็งตบั, และมะเร็ง

กระเพาะอาหาร (Ferlay et al., 2015) ตวัอยา่งบทความทางวิชาการ เก่ียวกบัการศึกษาสารออกฤทธ์ิ

ของสารทุติยภูมิ endophytic actinomycetes รวมไปถึงอนุพนัธุ์ของสารทุติยภูมิจาก endophytic 

actinomycetes ท่ีสามารถยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งชนิดต่าง ๆ ได ้เช่น การเพิ่มจ านวนของเซลลม์ะเร็งช่อง

ปากสายพนัธุ์  YD-10B และ YD-38 ถูกยบัย ั้งอยา่งมีนยัส าคญัดว้ย เจลดานามยัซินท่ีความเขม้ขน้

ต่าง ๆ และ 17-AAG เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (Lee, 2018) ต่อมาไดค้น้พบวา่เจลดานามยัซิน กระตุน้

มะเร็งรังไข่บางส่วนไดไ้วต่อยา paclitaxel โดยเฉพาะอยา่งยิง่เม่ือเน้ืองอกท่ีมีความตา้นทานเกิดจาก

การปิดใชง้านของ p38 / H2AX (Mo et al., 2016) นอกจากน้ียงัคน้พบวา่อนุพนัธุ์ของ เจลดานามยั

ซิน17-AAG ท่ีทดสอบกบัเซลลม์ะเร็งกระเพาะแสดงผลช่วยลดการแสดงออกของ VEGF, TSP-1, 



  7 

ES และ MMP-9 และในปัจจุบนัอนุพนัธุ์ของ เจลดานามยัซิน17-AAG ก าลงัอยูใ่นการทดลองทาง

คลินิกระยะท่ี 2 และอาจเป็นยาในการรักษามะเร็งกระเพาะอาหารในอนาคต (Gürpınar et al., 2020) 

การศึกษาต่อมาไดค้น้พบวา่ 17-AAG ช่วยลดการสร้างเส้นเลือดและการตา้นการแพร่กระจายของ

มะเร็งล าไส้ใหญ่และมะเร็งทวารหนกั (Zeynali-Moghaddam et al., 2019) การศึกษาต่อมาคือ การ

ออกฤทธ์ิตา้นมะเร็งและเคมีบ าบดัของอนุพนัธุ์เจลดานามยัซิน 17AAGA ยงัยบัย ั้งการแพร่กระจาย

ของเซลลม์ะเร็งปอด (Nguyen et al., 2000)  ต่อมาไดศึ้กษาสาร เบนโซควิโนน ansamycin เจลดานา

มยัซิน พบวา่มีปฏิกิริยาในการกระตุน้ท าใหเ้กิดการตายของเซลลม์ะเร็งปอดของมนุษย ์(Pataer et 

al., 2007)  ถึงแมว้า่เจลดานามยัซินจะมีความน่าสนใจในการทดลองในหลอดทดลอง แต่ก็ยงัแสดง

ใหเ้ห็นถึงความพิษต่อตบัอยา่งรุนแรงในระยะพรีคลินิก และเน่ืองจากอาจเป็นเพราะโครงสร้างท่ี

เป็นหมู่เบนโซควิโนน ท่ีท าใหเ้กิดการละลายท่ีไม่ดี (Sharp et al., 2014)  ดงันั้นจึงมีการสังเคราะห์

อนุพนัธุ์ของเจลดานามยัซินขึ้นเพื่อลดความเป็นพิษต่อตบั และการละลายน ้าท่ีดียิง่ขึ้น  

การสังเคราะห์ของ เจลดานามยัซินเป็นการสังเคราะห์แบบ semi-synthesis เป็นการเปล่ียน

หมู่ หรือเลียนแบบสารทางธรรมชาติเพื่อท่ีเขา้มาจบัในต าแหน่งของเจลดานามยัซิน เพื่อท่ีจะท าให้

ลดการเป็นพิษต่อตบัและค่าการละลายน ้าดีขึ้น ตวัอยา่งงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง เช่น เจลดานามยัซินท่ีมี

หมู่เบนโซควิโนน ยงัไม่ไดเ้ป็นท่ียอมรับในการเป็นยาตา้นมะเร็ง เน่ืองจากแสดงผลขา้งเคียงท่ีเป็น

พิษต่อตบัส่วนหน่ึงเป็นเพราะคุณสมบติัของ Michael-acceptor ท่ีมีต่อ thiol  (Hermane et al., 2019) 

การวิจยัก่อนหนา้น้ีไดค้น้พบ Reblastatin 4 ซ่ึงเป็น analogue phenolic ของเจลดานามยัซิน แสดง

ฤทธ์ิยบัย ั้ง Hsp90 และฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ (Rascher et al., 2005) ดงัท่ีไดก้ล่าวไวก่้อนหนา้น้ีการ

สังเคราะห์ อนุพนัธ์ประสบความส าเร็จในการเขา้กบัต าแหน่ง C-17ของเจลดานามยัซิน (Kim et al., 

2009) นอกจากน้ี อนุพนัธุ์ของเจลดานามยัซิน คือ 17-DR แสดงฤทธ์ิยบัย ั้งยสีต ์Hsp90 ATPase ได้

ดีกวา่เม่ือเทียบกบัเจลดานามยัซิน ท่ียงัไม่ไดรั้บการเปลี่ยนโครงสร้าง และมีฤทธ์ิในการตา้น

เซลลม์ะเร็งเตา้นมของมนุษยอี์กดว้ย (Wu et al., 2012)  เป็นท่ีทราบกนัดีวา่เจลดานามยัซิน และ 

analogue ของเจลดานามยัซิน คือ 17-allylamino-demethoxy geldanamycin (17-AAG) ยบัย ั้งการ

ท างานของ Hsp90 (Wu et al., 2010) การคน้พบต่อมาคือ การเพิ่มความอยู่รอดของสัตวอ์ยา่งมี

นยัส าคญั และการลดการตายท่ีสูงซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัภาวะไตวาย ดว้ยอนุพนัธุ์ของเจลดานามยัซิน 17-

(dimethylaminoehtylamino)-17-demethoxygeldanamycin (17-DMAG)  (Zhang et al., 2012)    
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Taechowisan et al. (2019a) มีการแยก endophytic actinomycetes จาก Zingiber zerumbet 

(L. ) ซ่ึงไดส้ายพนัธุ์ใหม่ของ Streptomyces คือ Streptomyces zerumbet W14 โดยจดัเป็น 

metabolites ทุติยภูมิ สารประกอบบริสุทธ์ิไดรั้บการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพเก่ียวกบัคุณสมบติัใน

การตา้นเช้ือแบคทีเรียและตา้นการอกัเสบ จากขอ้มูลสเปกตรัมพบวา่ สารประกอบท่ีไดค้ือ เจลดานา

มยัซิน 

 

(1) 

รูปท่ี 1โครงสร้างทางเคมีของเจลดานามยัซิน 
ท่ีมา (Taechowisan et al., 2019a) 

นอกจากน้ียงัพบวา่ Tryptamine เป็น monoamine alkaloid ท่ีมีโครงสร้างวงแหวนอินโดล

ไดม้าจากการสลายตวัของ amino acid tryptophan มีศกัยภาพท่ีส าคญัในการเป็นสารส่ือประสาท, 

สารตา้นเช้ือแบคทีเรีย, เช้ือรา และสารตา้นอนุมูลอิสระ (Kousar et al., 2017)  

งานวิจยัต่อมาแสดงใหเ้ห็นวา่ tryptamine hybrid เจลดานามยัซิน สามารถยบัย ั้งการ

ตอบสนองต่อการอกัเสบและโรคอกัเสบจากภูมิตา้นทานเน้ือเยื่อ และมีความเป็นพิษนอ้ยลง โดย
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การสังเคราะห์อนุพนัธุ์ของ เจลดานามยัซิน คือ (17-(tryptamine)-17-demethoxygeldanamycin และ 

(17-(5’-methoxytryptamine)-17-demethoxygeldanamycin) (Taechowisan et al., 2019b) 

 

รูปท่ี 2โครงสร้างทางเคมีของเจลดานามยัซิน และอนุพนัธุ์ของ เจลดานามยัซิน ทั้ง 2 อนุพนัธุ์ 

ท่ีมา (Taechowisan et al., 2019b) 

เน่ืองจากเกิดความตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะท่ีพฒันาขึ้นในแบคทีเรียก่อโรคและการเพิ่ม

จ านวนของโรคและเช้ือโรคใหม่ ๆ ในปัจจุบนั เช่น กลุ่มอาการภูมิคุม้กนับกพร่องโรคทางเดิน

หายใจเฉียบพลนัรุนแรงและไวรัสไขห้วดัใหญ่ H1N1 (Bérdy, 2005) ตวัอยา่งบทความทางวิชาการ 

เช่น เจลดานามยัซินสามารถยบัย ั้งการเปล่ียนจาก Ring เป็น trophozoite การเปล่ียนจาก trophozoite 

ไปเป็น schizonts ของเช้ือมาลาเลีย Plasmodium falciparum (PfHsp90) (Banumathy et al., 2003) 

นอกจากน้ีมีการคน้พบ การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ Plasmodium yoelii สายพนัธุ์ 17XL ในหลอด

ทดลอง ของอนุพนัธุ์ของเจลดานามยัซินไดแ้ก่ 17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17 

AAG) และ 17-N- (3- (2 - (- 2 (3-aminopropoxy) ethoxy) propyl) pent-4-ynamide-17-

demethoxygeldanamycin (17-PEG-Alkyn-GA)  (Mout et al., 2012) นอกจากน้ียงัมีการศึกษาการ

ยบัย ั้งต่อเช้ือไวรัส H1N1 ดว้ยเจลดานามยัซินพบวา่ เจลดานามยัซินช่วยลดการบาดเจ็บท่ีปอดและ

การอกัเสบในปอดไดอ้ยา่งมากเม่ือเทียบกบัหนูตวัอ่ืน ๆ (Wang et al., 2017)  

(17-(tryptamine)-17-demethoxygeldanamycin Geldanamycin 

(17-(5’-methoxytryptamine)-17-demethoxygeldanamycin) 
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Cell culture 

HepG2 cell line  

 

รูปท่ี 3 ลกัษณะของ HepG2 cell line 
ท่ีมา (Darby et al., 2014) 

เซลลต์บัของมนุษย ์สายพนัธุ์ HepG2 เป็นเซลลท่ี์มีศึกษากนัมากท่ีสุด เน่ืองจากมีขอ้ดี คือ

ความพร้อมในการใชง้านและมีการหลัง่โปรตีนของมนุษย ์ซ่ึงเป็น subclone ของ HepG2 ท่ีใชใ้น 

Extracorporeal Liver Assist Device (ELAD) (Baquerizo et al., 2015) และเพื่อแกปั้ญหาท่ีเซลลต์บั

ของมนุษยใ์นหลอดทดลองสูญเสียการท างานไดง้่าย จึงไดรั้บการพฒันาโดยการถ่ายโอนยนี ท าให้

เซลลเ์หล่าน้ีมีขอ้ไดเ้ปรียบคือการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วและความพร้อมใชง้านอยา่งไม่จ ากดั 

(Pan and Li, 2012)  
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Hela cell line 

 

รูปท่ี 4 ลกัษณะของ Hela cell line 
ท่ีมา (Rabe et al., 2004) 

เซลลม์ะเร็งปากมดลูกของมนุษย ์สายพนัธุ์  Hela เป็นเซลลม์ะเร็งสายพนัธุ์แรกท่ีนิยมใชใ้น

งานการวิจยั ตั้งแต่มีการแยกจากหญิงสาวท่ีพบวา่เป็นมะเร็งปากมดลูก (Masters, 2002) การศึกษา

พบวา่ Hela เป็นเซลลม์ะเร็งปากมดลูกของมนุษยท่ี์มีโปรตีนมากกวา่ 10,000 ชนิด (Nagaraj et al., 

2011)  ลกัษณะสัณฐานวิทยาของ Hela เป็นเซลลช์ั้นเดียวท่ีมีองคป์ระกอบย่อยของเซลล์

ประกอบดว้ยพื้นผิวของเซลลข์อบเขตเซลลแ์ละโครมาตินนิวเคลียร์ควบแน่น สภาวะการเล้ียงของ

เซลล ์Hela เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 ใน Dulbecco modified Eagle medium และ 

(FBS) fetal bovine serum 5% (Gey, 1952) 
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MDA-MB-231 cell line  

 

รูปท่ี 5 ลกัษณะของ MDA-MB-231 cell line 
ท่ีมา (Masiello et al., 2014) 

เซลลม์ะเร็งเตา้นมของมนุษยส์ายพนัธุ์ MDA-MB-231 เป็นท่ีนิยมใชใ้นการศึกษาเก่ียวกบั

การหลัง่โปรตีน 3 ปัจจยัคือ  ER, PR และ E-cadherin เป็นสายลบ และ p53 ท่ีกลายพนัธุ์ ในการท า 

microarray กลุ่มจีโนมของเซลล ์MDA-MB-231 ท่ีเป็นพื้นฐานของมะเร็งเตา้นม และเน่ืองจาก

เซลลม์ะเร็งเตา้นมของมนุษย ์สายพนัธุ์ MDA-MB-231 ยงัขาดตวัรับปัจจยัในการเจริญเติบโต HER2 

จึงเป็นท่ีนิยมน ามาใชใ้นหอ้งทดลอง (Welsh, 2013) ในปี ค.ศ 2014 มีการประเมินความเป็นพิษต่อ

เซลลข์องสารสกดัจาก M. indica L ในเซลลม์ะเร็งเตา้นม 2 ชนิด คือ MCF-7 และ MDA-MB- 231 

แสดงใหเ้ห็นไดว้า่สารสกดัดงักล่าวมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเตา้นมอยา่งมีนยัส าคญั (Derese et 

al., 2017) 
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LLC-MK2 cell line  

 

รูปท่ี 6  ลกัษณะของ  LLC-MK2 cell line 
ท่ีมา (Chompoosri et al., 2016) 

เซลล ์LLC-MK2 แยกมาจาก Macaca mulatta, monkey, rhesus ไดม้าจากเซลลข์องไตลิง 

เป็นเซลลเ์ยือ่บุผิว และเป็นเซลลป์ระเภทยดึเกาะ ซ่ึงมียนีท่ีแสดงออกคือ ตวักระตุน้ plasminogen 

(Hull et al., 1962) มีการน าเซลลป์กติ LLC-MK2 มาใชใ้นงานวิจยัต่าง ๆ ยกตวัอยา่ง เช่น การน า

เซลล ์LLC-MK2 มาทดสอบความเป็นพิษต่อเมลาโทนิล ผลแสดงใหเ้ห็นวา่ การรักษาดว้ยเมลาโท

นิลไม่ก่อใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงท่ีส าคญัใด ๆ ในเซลล ์LLC-MK2 ตรวจพบแนวโนม้ความมีชีวิตท่ี

ลดลงเม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของเมลาโทนิลสูงเป็นเวลา 48 ชัว่โมงและ 6 วนั (Machado et al., 2020) 
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Vero cell line  

 

รูปท่ี 7 ลกัษณะของ  Vero cell line 
ท่ีมา (Ammerman et al., 2008) 

เซลล ์Vero ถูกแยกออกจากไตของลิงเขียวแอฟริกนั ( Cercopithecus aethiops ) ระยะ

ตวัเตม็หรือไม่เป็นโรค เม่ือวนัท่ี 27 มีนาคม พ.ศ. 2505 (Yasumura and Kawakita, 1963) หลงัจาก

นั้นเซลลไ์ดถู้กน าไปเก็บท่ีสถาบนัโรคภูมิแพแ้ละโรคติดเช้ือท่ีสถาบนัสุขภาพแห่งชาติใน

สหรัฐอเมริกา (ATCC) ในปี 1966 (Yasumura and Kawakita, 1963) (Simizu, 1988)  และ

นอกจากน้ีเซลล ์Vero ยงัไดรั้บการศึกษาส าหรับการผลิตวคัซีนไวรัสทั้งท่ีมีชีวิต (โรตาไวรัส) และ

วคัซีนไวรัสท่ีไม่มีชีวิต (โปลิโอไวรัส) เซลล ์Vero ยงัถูกน าไปใชใ้นการผลิตไวรัสอ่ืน ๆ จ านวนมาก

รวมถึง ไวรัสพิษสุนขับา้และไวรัสไขส้มองอกัเสบญ่ีปุ่ นอีกดว้ย (Ammerman et al., 2008)  

กลไกการตายของเซลล์ 

มะเร็งเป็นหน่ึงในตวัอยา่งท่ีเม่ือมีการตายของเซลลน์อ้ยเกินไปส่งผลใหเ้ซลลม์ะเร็งไม่ตาย 

กลไกการตายของเซลลมี์ความซบัซอ้นและเก่ียวขอ้งกนัในหลาย pathway ลกัษณะเด่นทางสัณฐาน

วิทยาของการตายของเซลลใ์นนิวเคลียสคือการควบแน่นของโครมาตินและการแตกตวัของ

นิวเคลียร์ซ่ึงท าใหเ้กิดการลดปริมาตรของ (pyknosis) และการหดตวัของ pseudopods (Kroemer et 

al., 2005) การตายของเซลลเ์กิดจากการควบแน่นของโครมาตินเร่ิมตน้ท่ีรอบนอกของเมมเบรน

นิวเคลียร์โดยมีโครงสร้างเป็นรูปเส้ียวหรือวงแหวน โครมาตินจะควบแน่นต่อไปจนกวา่จะแตก

ออกภายในเซลล ์(Manjo and Joris, 1995) และในขั้นตอนต่อมาของการตายของเซลลบ์างส่วน 

ไดแ้ก่ blebbing เมมเบรนดดัแปลงนิวเคลียสและการสูญเสียความสมบูรณ์ของเมมเบรน (Kroemer 
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et al., 2005) โดยทัว่ไปแลว้การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีสามารถสังเกตไดจ้ากการตายของเซลล ์คือ 

การกระตุน้ของแคสเปส, การสลายดีเอน็เอและโปรตีน และการเปลี่ยนแปลงของเยือ่หุ้มเซลลแ์ละ

การรับรู้โดยเซลลฟ์าโกไซติก (Kumar et al., 2014)  จากขอ้มูลพบวา่caspases เป็นศูนยก์ลางของ

กลไกการตายของเซลล ์ และมี 3 pathway ในการเปิดใชง้านของ caspases pathway แรกคือเกิดขึ้น

ภายใน mitochondrial  และภายนอก mitochondrial นัน่ก็คือการกระตุน้ใหเ้กิด apoptosis และ 

pathway สุดทา้ยคือ การถูกกระตุน้ท่ีเรติคูลมัเอนโดพลาสมิกภายในเซลล ์(O'Brien and Kirby, 

2008)  

การถูกกระตุน้โดย apoptosis เก่ียวขอ้งกบัการเปิดใชง้าน caspases หลายชุด caspase ท่ี

ส าคญัใน pathway น้ีคือ caspases9 และ pathway ภายนอกคือ caspase 8 และ pathway ทั้ง 2 มา

รวมกนัเป็น pathway caspase 3 จากนั้น Caspase 3 (Ghobrial et al., 2005) กลุ่มโปรตีน Bcl-2 

ประกอบดว้ย pro-apoptosis และโปรตีนต่อตา้นการตายของเซลลซ่ึ์งมีบทบาทส าคญัในการควบคุม

การตายของเซลล ์(Gross et al., 1999) ตวัอยา่งเช่น การแสดงออกท่ีมากเกินไปของเซลลม์ะเร็งต่อม

ลูกหมากท่ีป้องกนั Bcl-2 จากการตายของเซลล ์(Raffo et al., 1995) นอกจากน้ียงัพบวา่ การ

แสดงออกท่ีมากเกินไปของ Bcl-2 น าไปสู่การยบัย ั้งการตายของเซลลท่ี์เกิดจาก TRAIL ใน 

neuroblastoma, glioblastoma และเซลลม์ะเร็งเตา้นม (Minn et al., 1995)  

การก าหนดเป้าหมาย Caspases ตวัอยา่งเช่น Apoptin เป็นสารกระตุน้ให้เกิด Caspase ซ่ึง

เร่ิมแรกมาจากไวรัสโรคโลหิตจางในไก่และมีความสามารถในการกระตุน้ให้เกิด apoptosis ใน

เซลลม์ะเร็ง ออกแบบมาเพื่อกระตุน้การท างานของ Caspases (Rohn and Noteborn, 2004) เปปไทด์

ท่ีมีแม่ลายอาร์จินิน - ไกลซีน – แอสปาร์เตต  ซ่ึงเป็นยาอีกประเภทหน่ึงซ่ึงเป็นตวักระตุน้ของ 

Caspases (Philchenkov et al., 2004) การศึกษาดว้ยยนีบ าบดัแบบ caspase  ตวัอยา่งเช่น การรักษา

ดว้ย etoposide ในเน้ืองอกในตบั AH130 และพบวา่ท าใหเ้กิดการตายของเซลลอ์ยา่งกวา้งขวางและ

ลดปริมาณของเน้ืองอก โดยการใชย้นีบ าบดัของมนุษย ์caspase-3  (Yamabe et al., 1999) 
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บทท่ี 3 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.1 การผลติและการสกดัสารเจลดานามัยซิน จาก Streptomyces zerumbet W14 

สายพนัธุ์ของ actinomycetes คือสายพนัธุ์ W14 ท่ีแยกไดจ้ากรากของตน้กระทือ (Zingiber 

zerumbet (L.)  Roscor ex. Sm) โดย คุณวิญญู  ภกัดี (Taechowisan et al., 2019a) ท่ีมีศกัยภาพสูงใน

การผลิตสารตา้นเช้ือแบคทีเรีย เป็นสายพนัธุ์ท่ีน่าสนใจท่ีจะน ามาศึกษาการผลิตสารปฏิชีวนะและ

สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ  

1) โดยการเล้ียงเช้ือในอาหาร ISP-2 และท าการสกดั ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP-2 ให้เต็ม 

plate ประมาณ 200-300 plate บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 14 วนั หรือจนสังเกตเห็นเช้ือแอคติ

โนมยัซีสมีการสร้างสปอร์ 

2)  ตดัช้ินวุน้ในจานอาหาร ISP-2 ใหมี้ขนาดประมาณ 1×1 ตารางเซนติเมตร ใหท้ัว่ทั้งจาน

อาหารเล้ียงเช้ือแลว้ใส่ช้ินวุน้ลงใน flask ขนาด 3000 ml 

3)  เติมสารละลาย EtOAc (ตวัท าละลายอินทรียท่ี์มีคุณสมบติัในการละลายสารอินทรียท่ี์

สร้างขึ้นโดยเช้ือแอคติโนมยัซีสออกจากช้ินวุน้) ใหท้่วมช้ินวุน้ แลว้ปิดปาก flask ดว้ยการ

อุดส าลีและปิดดว้ยกระดาษฟรอยด ์น าไปบ่มเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 180 rpm อุณหภูมิห้อง 

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

4)  น าสารละลายมากรองโดยใหผ้า่นส าลี จากนั้นเทใส่ลงใน round bottom flask (ท่ีทราบ

น ้าหนกัแน่นอน) และระเหยภายใตสุ้ญญากาศในเคร่ืองระเหยแบบหมุน (rotary 

evaporator) ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส   ใหเ้หลือแต่สารสกดัหยาบท่ีตอ้งการ ชัง่

น ้าหนกัและบนัทึกลกัษณะของสารสกดัหยาบท่ีได ้

3.2 การท าให้บริสุทธิ์ของสารเจลดานามัยซิน 

โดยเทคนิค  Thin layer chromatography (TLC) 

1) น า capillary tube จุ่มสารละลายสารสกดัหยาบ แลว้หยดลงบนแผน่ TLC โดยใหห่้างจาก

ขอบดา้นล่าง 1.5 เซนติเมตร เป่าใหแ้หง้ 

2) จากนั้นน าแผน่ TLC จุ่มในภาชนะท่ีมีตวัชะเป็นตวัท าละลายท่ีสภาวะต่าง ๆ  
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3) รอจนตวัท าละลายเคล่ือนท่ี ห่างจากขอบดา้นบน ประมาณ 1.5 เซนติเมตร  

4) จากนั้นน าแผน่ TLC ท่ีจุ่มเรียบร้อยแลว้ มาผึ่งให้แหง้ ท าการวดั (detection)  ดว้ยการฉายดว้ย 

UV ท่ีความยาวคล่ืน 254 นาโนเมตร เลือกสภาวะท่ีเหมาะสมของตวัท าละลาย  

แยกสารสกดัหยาบใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยวิธีคอลมัน์โครมาโตรกราฟฟี (Column Chromatography) 

1)  น าสารสกดัหยาบมาแยกดว้ยวิธี Column Chomatography  ใช ้silica gel เป็นเฟสหยดุน่ิง 

และตวัท าละลานอินทรียเ์ป็นเฟสเคล่ือนท่ี 

2) แยกเก็บ faction น า faction ท่ีเก็บไดท้ั้งหมดระเหยกบัสารละลายดว้ยเคร่ือง rotary 

evaporator  

3) น า faction ท่ีมี geldanamycin  บริสุทธ์ิ ไปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค Nuclear magnetic 

resonance spectroscopy (NMR)  

 

3.3 การสังเคราะห์สาร synthesis 

การสังเคราะห์ dopamine derivative 

การสังเคราะห์ N-tert-butyl 3,4-dihydroxyphenethylcarbamate (5) 

 

น า dopamine hydrochloride (4) (0.48 กรัม, 2.54 มิลลิโมล) ใส่ลงในขวดก้นกลม ละลาย

ด้วย dioxane (5 มิลลิลิตร) และ H2O (2.50 มิลลิลิตร) เติม 2N NaOH (1.27 มิลลิลิตร, 2.54 มิลลิ

โมล) ท าการกวนเป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นเติมสารละลาย tert-butyl dicarbonate 

(0.60 มิลลิลิตร, 2.54 มิลลิโมล) ใน dioxane (4 มิลลิลิตร) ลงในสารผสม กวนต่อท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็น

เวลา 24 ชั่วโมง ภายใตบ้รรยากาศ Ar จากนั้นท าสารผสมให้เยน็แลว้เติม EtOAc และปรับให้เป็น

กรดดว้ย 1N HCl ให้มีค่า pH ประมาณ 3 แลว้ท าการสกดัดว้ย EtOAc  น าชั้น EtOAc มาสกดัดว้ยน ้ า 

และก าจดัน ้ าท่ีปนอยู่ด้วย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท าละลายออกภายใต้ความดันต ่าได้

ผลิตภัณฑ์ดิบ จากนั้นท าสารให้บริสุทธ์ิด้วย column chromatography โดยใช้ hexane:EtOAc 3:1 

เป็นสารชะ จะได้ผลิตภัณฑ์  N-tert-butyl 3,4-dihydroxyphenethylcarbamate (5) เป็นของแข็งสี
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น ้ าตาล 0.47 g (73%  yield) จุดหลอมเหลว 134-135 oC; 1H-NMR (DMSO-d6, 300 MHz) δ 8.72 

(1H, br), 8.64 (1H, br), 6.78 (1H,  br), 6.63 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.56 (1H, d, J = 2.0 Hz), 6.42 

(1H, dd, J = 8.0, 2.0 Hz), 3.04 (2H, m), 2.47-2.52 (2H, m), 1.38 (9H, s); 13C-NMR (DMSO-d6, 75 

MHz) δ 155.5, 145.0, 143.4, 130.2, 119.1, 115.9, 115.4, 77.4, 41.9, 35.0, 28.3. 

การสังเคราะห์ N-tert-butyl 3,4-dimethoxyphenethylcarbamate (6) 

 

น า N-tert-butyl 3,4-dihydroxyphenethylcarbamate (5) (0.39 กรัม , 1.56 มิลลิโมล) ใส่ลง

ในขวดกน้กลม ละลายดว้ย anh. MeOH (10 มิลลิลิตร) เติม K2CO3 (0.95 กรัม, 6.87 มิลลิโมล) และ 

Me2SO4 (0.33 มิลลิลิตร, 3.44 มิลลิโมล) ท าการให้ความร้อนโดยวิธี reflux เป็นเวลา 5 ชั่วโมง 

ภายใตบ้รรยากาศ Ar จากนั้นท าให้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้กรองของแข็งออกโดยลา้งดว้ย MeOH 

น าของเหลวท่ีกรองได้มาระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดันต ่าได้ผลิตภณัฑ์ดิบ ท าสารให้

บ ริ สุท ธ์ิด้วยวิ ธี  flash column chromatography โดยใช้  hexane:EtOAc 2:1 เป็นสารชะ จะได้

ผลิตภณัฑ์ N-tert-butyl 3,4-dimethoxy phenethylcarbamate (6a) เป็นของแข็งสีเหลืองอ่อน 0.31 g 

(76% yield) จุดหลอมดเหลว 52-54 oC; 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 6.78 (1H , d, J = 8.5 Hz), 

6.69-6.72 (2H, m), 4.56 (1H, br), 3.85 (3H, s), 3.83 (3H, s), 3.32 (2H, t , J = 7.1 Hz), 2.71 (2H, t, 

J = 7.1 Hz), 1.41 (9H, s); 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 156.0, 149.0, 147.7, 131.6, 120.8, 112.1, 

111.4, 79.3, 56.0, 55.9, 42.1, 35.9, 28.5. 
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การสังเคราะห์ N-tert-butyl 3,4-bis(benzyloxy)phenethylcarbamate (7) 

 

น า  N-tert-butyl 3,4-dihydroxyphenethylcarbamate (5) (0.04 กรัม, 0.17 มิลลิโมล) ใส่ลง

ในขวดกน้กลม  ละลายดว้ย anh. DMF (2 มิลลิลิตร) เติม K2CO3 (0.14 กรัม, 1.02 มิลลิโมล) และ 

BnCl (0.04 มิลลิลิตร, 0.37 มิลลิโมล) ท าการกวนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ภายใต้

บรรยากาศ Ar จากนั้นท าการกรองผา่น celite และลา้งดว้ย EtOAc น าของเหลวท่ีกรองไดม้าสกดั

ดว้ยน ้า และน ้าเกลือ น าชั้น EtOAc มาก าจดัน ้าท่ีปนอยูด่ว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท า

ละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย column 

chromatography โดยใช ้hexane:EtOAc 2:1 เป็นสารชะ จะไดผ้ลิตภณัฑ ์N-tert-butyl 3,4-

bis(benzyloxy)phenethylcarbamate (6b) เป็นของแขง็สีขาว 0.065 g (88%  yield) จุดหลอมเหลว

111-113 oC; 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 7.30-7.47 (10H, m), 6.88 (1H, d, J = 8.1), 6.80 (1H, 
s), 6.71 (1H, dd, J = 1.8, 8.1 Hz), 5.15 (2H, s), 5.14 (2H, s), 4.52 (1H, br), 3.32 (2H, q , J = 5.9 

Hz), 2.69 (2H, t , J = 6.9 Hz), 1.45 (9H, s);  13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 156.0, 149.2, 147.8, 
137.6, 137.4, 132.6, 128.6, 127.9, 127.9, 127.6, 127.4 121.8, 116.0, 115.6, 79.4, 71.6, 71.5 41.9, 

35.8, 28.6. 
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การสังเคราะห์ N-tert-butyl 3,4-bis((2-bromobenzyl)oxy)phenethylcarbamate (8) 

 

น า N-tert-butyl 3,4-dihydroxyphenethylcarbamate (5) (0.06 กรัม, 0.24 มิลลิโมล) ใส่ลง

ในขวดกน้กลม  ละลายดว้ย anh. DMF (2 มิลลิลิตร) เติม K2CO3 (0.27 กรัม, 1.42 มิลลิโมล) และ 2-

bromobenzyl bromide (0.06 มิลลิลิตร, 0.46 มิลลิโมล) ท าการกวนท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 

ชัว่โมง ภายใตบ้รรยากาศ Ar จากนั้นกรองผา่น celite และลา้งดว้ย EtOAc น าของเหลวท่ีกรองไดม้า

สกดัดว้ยน ้า และน ้าเกลือ น าชั้น EtOAc มาก าจดัน ้าท่ีปนอยูด่ว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวั

ท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย column 

chromatography โดยใช ้hexane:EtOAc 4:1 เป็นสารชะ จะไดผ้ลิตภณัฑ ์N-tert-butyl 3,4-bis((2-

bromobenzyl)oxy)phenethyl carbamate (6c) เป็นของแขง็สีขาว 0.10 g (72% yield) จุดหลอมเหลว 

82-84 oC;  1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 7.61-7.65 (2H, td, J = 1.3, 7.2 Hz), 7.53-7.57 (2H, dd, 

J = 2.3, 7.9 Hz), 7.26-7.32 (2H, td, J = 2.6, 7.5 Hz), 7.12-7.18 (2H, tt, J = 2.0, 7.6 Hz), 6.89 (1H, 

d, J = 8.2), 6.81 (1H, d, J = 1.6 Hz), 6.72 (1H, dd, J = 1.8, 8.1 Hz), 5.19 (2H, s), 5.18 (2H, s), 4.55 

(1H, br), 3.31 (2H, brs), 2.71 (2H, t, J = 6.9 Hz), 1.43 (9H, s); 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 
155.9, 148.7, 147.3, 136.7, 136.6, 132.8, 132.6, 132.5, 129.2, 129.1, 129.0, 128.8, 127.5, 122.2, 

122.0, 115.7, 115.2, 79.3, 70.8, 70.7, 41.9, 35.7, 28.5. 
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การสังเคราะห์ N-tert-butyl 3,4-dibutoxyphenethylcarbamate (9) 

 

น า N-tert-butyl 3,4-dihydroxyphenethylcarbamate (5) (0.12 กรัม, 0.47 มิลลิโมล) ใส่ลง

ในขวดกน้กลม ละลายดว้ย anh. DMF (4 มิลลิลิตร) เติม K2CO3 (0.39 กรัม, 2.84 มิลลิโมล) และ 

butyl bromide (0.10 มิลลิลิตร, 0.95 มิลลิโมล) ท าการกวนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ภายใตบ้รรยากาศ Ar จากนั้นกรองผา่น celite และลา้งดว้ย EtOAc น าของเหลวท่ีกรองไดม้าสกดั

ดว้ยน ้า และน ้าเกลือ น าชั้น EtOAc มาก าจดัน ้าท่ีปนอยูด่ว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท า

ละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย preparative 

chromatography โดยใช ้hexane:EtOAc 4:1 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ ์N-tert-butyl 3,4-

dibutoxyphenethylcarbamate (6d) เป็นของหนืดใสไม่มีสี 0.02 g (12% yield); 1H-NMR (CDCl3, 

300 MHz) δ 6.81 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.68-6.71 (2H, m), 4.53 (1H, br), 3.98 (4H, dt, J = 2.4, 6.6 
Hz), 3.33 (2H, q, J = 6.2 Hz), 2.71 (2H, t, J = 7.0 Hz), 1.74-1.82 (4H, m), 1.46-1.54 (4H, m), 1.44 

(9H, s), 0.95-1.00 (6H, dt, J = 1.9, 7.4 Hz); 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 155.9, 149.2, 147.8, 
131.7, 120.9, 114.7, 114.2, 79.2, 69.1, 69.0, 41.9, 35.7, 31.4, 28.4, 19.2, 13.8,  

 

การสังเคราะห์ 2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethanamine (10) 

 

น า N-tert-butyl 3,4-dimethoxy phenethylcarbamate (6) (0.31 กรัม, 1.11 มิลลิโมล) ใส่ลง

ในขวดกน้กลม เติม 5% TFA ใน CH2Cl2 (24 มิลลิลิตร, 15.54 มิลลิโมล) กวนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็น

เวลา 2 ชัว่โมง ระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิ

ดว้ย preparative chromatography โดยใช ้15% MeOH ใน CH2Cl2 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ ์



  22 

2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethanamine (7a) เป็นของหนืดสีเหลือง 0.15 g (47% yield); 1H-NMR 

(CDCl3, 300 MHz) δ 6.65-6.84 (3H, m), 4.47 (2H, br), 3.82 (3H, s), 3.81 (3H, s), 2.99 (2H, t, J = 

7.1 Hz), 2.75 (2H, t, J = 7.1 Hz); 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 149.1, 147.9, 130.7, 120.8, 
112.1, 111.5, 56.0, 55.9, 42.5, 36.7. 

 

การสังเคราะห์ 2-(3,4-bis(benzyloxy)phenyl)ethanamine (11) 

 

น า N-tert-butyl 3,4-bis(benzyloxy)phenethylcarbamate (7) (0.40 กรัม, 0.92 มิลลิโมล) ใส่

ลงในขวดกน้กลม เติม 5% TFA ใน CH2Cl2 (20 มิลลิลิตร, 13.10 มิลลิโมล) กวนท่ีอุณหภูมิห้องเป็น

เวลา 2 ชัว่โมง ระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิ

ดว้ย preparative chromatography โดยใช ้15% MeOH ใน CH2Cl2 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ ์

2-(3,4-bis(benzyloxy)phenyl)ethanamine (7b) เป็นของหนืดสีเหลือง0.30 g (72% yield) ; 1H-NMR 

(CDCl3, 300 MHz) δ 7.27-7.38 (10H, m), 6.83 (1H, d, J = 8.1), 6.76 (1H, d, J = 1.8 Hz), 6.65 
(1H, dd, J = 1.8, 8.1 Hz), 5.10 (2H, s), 5.07 (2H, s), 3.94 (2H, br), 2.86 (2H, t, J = 6.8 Hz), 2.64 

(2H, t, J = 7.0 Hz);  13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 149.0, 147.8, 137.4, 137.3, 131.9, 128.6, 
128.0, 127.9, 127.6, 127.4, 121.8, 116.0, 115.5, 71.5, 71.4, 42.5, 37.1. 
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การสังเคราะห์ 2-(3,4-bis((2-bromobenzyl)oxy)phenyl)ethanamine (12) 

 

น า  N-tert-butyl 3 ,4 -bis((2 -bromobenzyl)oxy)phenethylcarbamate (8) (0.25 ก รัม , 0.42 

มิลลิโมล) ใส่ลงในขวดก้นกลม เติม 5% TFA ใน CH2Cl2 (9.20 มิลลิลิตร, 6.00 มิลลิโมล) กวนท่ี

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชัว่โมง ระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้น

ท าสารให้บ ริสุท ธ์ิด้วย preparative chromatography โดยใช้  15% MeOH ใน  CH2Cl2 เป็น เฟส

เคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ์ 2-(3,4-bis((2-bromobenzyl)oxy) phenyl)ethanamine (7c) เป็นของแข็งสี

เหลืองอ่อน 0.19 g (76% yield) จุดหลอมเหลว 68-69 oC; 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 7.60-7.62 

(2H, d, J = 7.7 Hz), 7.55 (2H, dd, J = 0.7, 7.9 Hz), 7.25-7.31 (2H, m), 7.27-7.38 (2H, td, J = 1.4, 

7.7 Hz), 6.87 (1H, d, J = 8.2), 6.80 (1H, d, J = 1.6 Hz), 6.73 (1H, dd, J = 1.6, 8.2 Hz), 5.19 (2H, 

s), 5.17 (2H, s), 3.02 (2H, br), 2.93 (2H, t, J = 6.6 Hz), 2.69 (2H, t, J = 6.8 Hz);  13C-NMR 

(CDCl3, 75 MHz) δ 148.7, 147.4, 136.7, 136.6, 132.8, 132.7, 132.6, 129.3, 129.2, 129.1, 129.0, 
127.7, 122.3, 122.2, 115.9, 115.2, 70.9, 70.8, 43.0, 38.1.  
 

การสังเคราะห์ 2-(3,4-dibutoxyphenyl)ethanamine (13)  

 

น า N-tert-butyl 3,4-dibutoxyphenethylcarbamate (9) (0.02 กรัม, 0.06 มิลลิโมล) ใส่ลงใน

ขวดกน้กลม เติม 5% TFA ใน CH2Cl2 (1.2 มิลลิลิตร, 0.81 มิลลิโมล) กวนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 

ชัว่โมง ระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดันต ่าไดผ้ลิตภณัฑ์ดิบ น ามาท าปฏิกิริยาในขั้นต่อไป

โดยปราศจากการท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
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การสังเคราะห์อมิโนแอลกอฮอล์ 

การสังเคราะห์ (S)-methyl 2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanoate hydrochloride (15) 

 

น า tryptophan (14) (1.01 กรัม , 4.99 มิลลิโมล)  ใส่ลงในขวดก้นกลม ละลายด้วย dry 

MeOH (10 มิลลิลิตร) กวนสารละลายเป็นเน้ือเดียวกนัภายใตบ้รรยากาศอาร์กอน จากนั้นค่อยๆ เติม 

SOCl2 (0.40 มิลลิลิตร, 5.50 มิลลิโมล)  ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ท าการให้ความร้อนโดยวิธี 

reflux เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นท าให้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง ระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนั

ต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ น ามาท าปฏิกิริยาในขั้นต่อไปโดยปราศจากการท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

 

การสังเคราะห์ (S)-methyl 2-amino-3-phenylpropanoate hydrochloride (17) 

 

น า phenylalanine (16) (0.83 กรัม, 5.00 มิลลิโมล)  ใส่ลงในขวดก้นกลม ละลายด้วย dry 

MeOH (10 มิลลิลิตร) กวนสารละลายเป็นเน้ือเดียวกันภายใต้บรรยากาศ Ar จากนั้นค่อยๆ เติม 

SOCl2 (0.40 มิลลิลิตร, 5.50 มิลลิโมล) ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ท าการให้ความร้อนโดยวิธีรีฟ

ลกัซ์ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นท าให้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง ระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่า

ไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ น ามาท าปฏิกิริยาในขั้นต่อไปโดยปราศจากการท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
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การสังเคราะห์ (S)-methyl 2-amino-3-(4-hydroxyphenyl)propanoate hydrochloride (19) 

 

น า tyrosine (18) (0.91 กรัม, 5.00 มิลลิโมล)  ใส่ลงในขวดกน้กลม ละลายดว้ย dry MeOH 

(10 มิลลิลิตร) กวนสารละลายเป็นเน้ือเดียวกนัภายใตบ้รรยากาศ Ar จากนั้นค่อยๆ เติม SOCl2 (0.40 

มิลลิลิตร, 5.50 มิลลิโมล)  ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ท าการใหค้วามร้อนโดยวิธี reflux เป็นเวลา 1 

ชัว่โมง จากนั้นท าให้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง ระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑ์ดิบ 

น ามาท าปฏิกิริยาในขั้นต่อไปโดยปราศจากการท าใหบ้ริสุทธ์ิ 

 

การสังเคราะห์ (S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propan-1-ol (20) 

 

น า (S)-methyl 2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanoate hydrochloride (15) (0.78 กรัม , 3.60 

มิลลิโมล)  ใส่ลงในขวดกน้กลม ละลายดว้ย THF: H2O (10:1) (5.50 มิลลิลิตร) เติมลงในสารผสม 

NaBH4 (0.55 กรัม, 14.38 มิลลิโมล)  ใน H2O (20 มิลลิลิตร) ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส กวนท่ี

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นน ามาท าใหเ้ป็นกรดดว้ย 2 N HCl และสกดัดว้ย Et2O น าชั้น

น ้ ามาปรับให้เป็นเบสดว้ย 2 N NaOH และสกดัดว้ย EtOAc น า EtOAc ท่ีสกดัไดม้าลา้งดว้ยน ้ า น า

ชั้น EtOAc มาก าจดัน ้ าท่ีปนอยู่ดว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนั

ต ่าไดผ้ลิตภณัฑ ์น ามาท าปฏิกิริยาในขั้นต่อไปโดยปราศจากการท าใหบ้ริสุทธ์ิ  
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การสังเคราะห์ (S)-2-amino-3-phenylpropan-1-ol (21) 

 

น า (S)-methyl 2 -amino-3 -phenylpropanoate hydrochloride (17) (1.31 กรัม , 6.10  มิล ลิ

โมล)  ใส่ลงในขวดกน้กลม ละลายดว้ย THF: H2O (10:1) (11 มิลลิลิตร) เติมลงในสารผสม NaBH4 

(0.93 ก รัม , 24.40 มิล ลิโมล )  ใน  H2O (25 มิล ลิ ลิตร) ท่ี อุณหภู มิ  0 องศาเซลเซี ยส  กวน ท่ี

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นน ามาท าใหเ้ป็นกรดดว้ย 2 N HCl และสกดัดว้ย Et2O น าชั้น

น ้ ามาปรับให้เป็นเบสดว้ย 2 N NaOH และสกดัดว้ย EtOAc น า EtOAc ท่ีสกดัไดม้าลา้งดว้ยน ้ า น า

ชั้น EtOAc มาก าจดัน ้ าท่ีปนอยู่ดว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนั

ต ่าไดผ้ลิตภณัฑ ์น ามาท าปฏิกิริยาในขั้นต่อไปโดยปราศจากการท าใหบ้ริสุทธ์ิ  

 

การสังเคราะห์ (S)-4-(2-amino-3-hydroxypropyl)phenol (22) 

 

น า (S)-methyl 2-amino-3-(4-hydroxyphenyl)propanoate hydrochloride (19) (1.15 กรัม, 5 

มิลลิโมล)  ใส่ลงในขวดก้นกลม ละลายด้วย THF: H2O (10:1) (11 มิลลิลิตร) เติมลงในสารผสม 

NaBH4 (0.76 กรัม , 20 มิลลิโมล)  ใน  H2O (25 มิลลิลิตร) ท่ี อุณหภูมิ  0 องศาเซลเซียส กวนท่ี

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นน ามาท าใหเ้ป็นกรดดว้ย 2 N HCl และสกดัดว้ย Et2O น าชั้น

น ้ ามาปรับให้เป็นเบสดว้ย 2 N NaOH และสกดัดว้ย EtOAc น า EtOAc ท่ีสกดัไดม้าลา้งดว้ยน ้ า น า

ชั้น EtOAc มาก าจดัน ้ าท่ีปนอยู่ดว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนั

ต ่าไดผ้ลิตภณัฑ ์น ามาท าปฏิกิริยาในขั้นต่อไปโดยปราศจากการท าใหบ้ริสุทธ์ิ  
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การสังเคราะห์ อนุพนัธ์ุของ 17-demethoxy geldanamycin  

การสังเคราะห์ (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-dihydroxyphenethyl)amino)-13-

hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-

1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (23) 

 

 

 

น า dopamine hydrochloride (4) (0.04 กรัม, 0.20 มิลลิโมล) ละลายใน CH2Cl2 (2 มิลลิลิตร) 

เติม Et3N (0.03 มิลลิลิตร, 0.23 มิลลิโมล) กวนเป็นเวลา 10 นาที แลว้เติมลงในสารละลาย 

geldanamycin (1) (0.06 กรัม, 0.10 มิลลิโมล) ใน CH2Cl2 10 (มิลลิลิตร) กวนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็น

เวลา 48 ชัว่โมงและเก็บใหพ้น้แสง จากนั้นระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่า ละลายดว้ย 

EtOAc แลว้ท าการสกดัดว้ย 1 N HCl น ้า และน ้าเกลือ  ตามล าดบั น าชั้น EtOAc มาก าจดัน ้าท่ีปนอยู่

ดว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท า

สารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย preparative chromatography โดยใช ้Hexane:EtOAc 1:2 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะ

ไดผ้ลิตภณัฑ ์(4E,6Z,8S,9S, 10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-dihydroxyphenethyl)amino)-13-

hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-

1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (a) เป็นของแขง็สีม่วง 0.0167 g (21% yield using 1:2 

Hexane:EtOAc as a mobile phase) จุดหลอมเหลว114-116 oC; 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 
9.18 (1H, br), 7.21 (1H, s), 6.94 (1H, d, J = 11.5 Hz), 6.81 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.73 (1H, d, J = 

1.8 Hz), 6.54-6.61 (2H, m), 6.41 (1H, br), 5.83-5.90 (2H, m), 5.18 (1H, s), 4.97 (2H, br), 4.33 

(1H, d, J = 9.7 Hz), 3.59-3.73 (3H, m), 3.46 (1H, m), 3.36 (3H, s), 3.27 (3H, s), 2.62-2.83 (4H, 
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m), 2.35-2.43 (1H, m), 2.01 (3H, s), 1.80 (3H, s), 1.60-1.78 (3H, m), 1.00 (3H, d, J =  6.9 Hz), 

0.93 (3H, d, J =  6.2 Hz); 
13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 183.9, 180.4, 168.5, 156.3, 144.9, 144.3, 143.1, 141.3, 134.9, 
133.6, 132.8, 129.6, 127.0, 126.6, 120.8, 115.7, 115.6, 108.7, 108.5, 81.9, 81.4, 81.1, 72.8, 57.1, 

56.7, 47.0, 35.2, 35.0, 34.3, 32.3, 29.7, 28.6, 22.8, 12.8, 12.6, 12.5.                              
 

การสังเคราะห์ (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-dimethoxyphenethyl)amino)-13-

hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-

1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (24) 

 

 

 

น า  2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethanamine (10) (0.05 กรัม, 0.30 มิลลิโมล) ละลายใน 

CH2Cl2 (5 มิลลิลิตร) เติม Et3N (0.05 มิลลิลิตร, 0.33 มิลลิโมล) กวนเป็นเวลา 10 นาที แลว้เติมลงใน

สารละลาย geldanamycin (1) (0.08 กรัม, 0.14 มิลลิโมล) ใน CH2Cl2 (10 มิลลิลิตร) กวนท่ี

อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมงและเก็บใหพ้น้แสง จากนั้นระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนั

ต ่า ละลายดว้ย EtOAc แลว้ท าการสกดัดว้ย 1 N HCl น ้า และน ้าเกลือ  ตามล าดบั น าชั้น EtOAc มา

ก าจดัน ้าท่ีปนอยูด่ว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าได้

ผลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย preparative chromatography โดยใช ้Hexane:EtOAc 

1:1 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ ์(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-

dimethoxyphenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-
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2-azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (b) เป็นของแขง็สีม่วง 0.0508 

g (50% yield using 1:1 Hexane:EtOAc as a mobile phase)  จุดหลอมเหลว 127-129 oC; 1H-NMR 

(CDCl3, 300 MHz) δ 9.17 (1H, br), 7.26 (1H, s), 6.95 (1H, d, J = 11.4 Hz), 6.71-6.91 (3H, m), 
6.58 (1H, t, J = 11.5 Hz), 6.38 (1H, br), 5.83-5.92 (2H, m), 5.19 (1H, s), 4.86 (2H, br), 4.31 (1H, 

d, J = 9.8 Hz), 3.89 (3H, s), 3.87 (3H, s), 3.62-3.85 (1H, m), 3.57 (1H, dd, J = 1.8, 9.0 Hz), 3.45 

(1H, m), 3.36 (3H, s), 3.27 (3H, s), 2.67-2.93 (4H, m), 2.39-2.46 (1H, m), 2.02 (3H, s), 1.80 (3H, 

s), 1.62-1.78 (3H, m), 1.00 (3H, d, J =  6.9 Hz), 0.95 (3H, d, J =  6.4 Hz); 13C-NMR (CDCl3, 75 

MHz) δ 183.8, 180.7, 168.4, 156.0, 149.3, 148.2, 144.7, 141.3, 135.8, 134.9, 133.7, 132.7, 129.6, 
126.9, 126.5, 120.7, 111.7, 111.6, 108.7, 108.6, 81.6, 81.4, 81.2, 72.65, 57.1, 56.7, 55.9, 47.1, 

35.5, 35.1, 34.4, 32.3, 28.5, 22.9, 12.8, 12.6, 12.3.  

 

การสังเคราะห์ (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-dibutoxyphenethyl)amino)-13-

hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-

1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (25) 
 

 

 

น าผลิตภณัฑดิ์บ 2-(3,4-dibutoxyphenyl)ethanamine (13) (0.03 กรัม, 0.09 มิลลิโมล) 

ละลายใน CH2Cl2 (2.5 มิลลิลิตร) เติม Et3N (0.02 มิลลิลิตร, 0.11 มิลลิโมล) กวนเป็นเวลา 10 นาที 

แลว้เติมลงในสารละลาย geldanamycin (1) (0.03 กรัม, 0.05 มิลลิโมล) ใน CH2Cl2 (5 มิลลิลิตร) 

กวนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมงและเก็บใหพ้น้แสง จากนั้นระเหยตวัท าละลายออกภายใต้

ความดนัต ่า ละลายดว้ย EtOAc แลว้ท าการสกดัดว้ย 1 N HCl น ้า และน ้าเกลือ  ตามล าดบั น าชั้น 
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EtOAc มาก าจดัน ้าท่ีปนอยูด่ว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่า

ไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย preparative chromatography โดยใช ้CH2Cl2:EtOAc 

10:7 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ ์(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-

dibutoxyphenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-

azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (e) เป็นของแขง็สีม่วง 0.0097 g 

(25% yield using 10:7 CH2Cl2:EtOAc as a mobile phase) จุดหลอมเหลว 178-181 oC; 1H-NMR 

(CDCl3, 300 MHz) δ 9.17 (1H, br), 7.26 (1H, s), 6.95 (1H, d, J = 11.7 Hz), 6.85 (1H, d, J = 8.67 

Hz), 6.72-6.75 (2H, m), 6.58 (1H, t, J = 11.6 Hz), 6.37 (1H, br), 5.83-5.92 (m, 2H), 5.19 (1H, s), 

4.84 (2H, br), 4.31 (1H, d, J = 9.9 Hz), 3.99 (4H, td, J = 3.9, 6.6 Hz), 3.62-3.87 (2H, m), 3.57 

(1H, dd, J = 1.8, 8.9 Hz), 3.45 (1H, m), 3.36 (3H, s), 3.27 (3H, s), 2.88 (2H, t, J = 7.5 Hz), 2.65-

2.80 (2H, m), 2.38-2.46 (1H, m), 2.02 (3H, s), 1.61-1.89 (10H, m), 1.41-1.60 (4H, m), 0.98-1.01 

(12H, m); 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 183.7, 180.6, 168.4, 156.0, 149.5, 148.4, 144.8, 141.3, 

135.8, 135.0, 133.8, 132.7, 129.7, 126.9, 126.5, 120.9, 114.4, 114.3, 108.7, 108.6, 81.7, 81.5, 

81.2, 72.6, 69.1, 57.1, 56.7, 47.1, 35.5, 35.1, 34.4, 32.3, 31.3, 28.5, 22.9, 19.2, 13.8, 12.7, 12.6, 

12.3.  

 

การสังเคราะห์ (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-bis(benzyloxy)phenethyl)amino)-

13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-

azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (26) 
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น า 2-(3,4-bis(benzyloxy)phenyl)ethanamine (11) (0.13 กรัม, 0.40 มิลลิโมล) ละลายใน 

CH2Cl2 (5 มิลลิลิตร) เติม Et3N (0.06 มิลลิลิตร, 0.46 มิลลิโมล) กวนเป็นเวลา 10 นาที แลว้เติมลงใน

สารละลาย geldanamycin (1) (0.11 กรัม, 0.20 มิลลิโมล) ใน CH2Cl2 (15 มิลลิลิตร) กวนท่ี

อุณหภมิูหอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมงและเก็บใหพ้น้แสง จากนั้นระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนั

ต ่า ละลายดว้ย EtOAc แลว้ท าการสกดัดว้ย 1 N HCl น ้า และน ้าเกลือ  ตามล าดบั น าชั้น EtOAc มา

ก าจดัน ้าท่ีปนอยูด่ว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าได้

ผลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย preparative chromatography โดยใช ้CH2Cl2:EtOAc 

5:2 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ ์(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-

bis(benzyloxy)phenethyl)amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-

trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (c) เป็นของแขง็สีม่วง 

0.0501 g (14% yield using 5:2 CH2Cl2:EtOAc as a mobile phase) จุดหลอมเหลว 92-94 oC; 1H-

NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 9.17 (1H, br), 7.40-7.55 (4H, m), 7.29-7.40 (6H, m), 7.26 (1H, s), 
6.95 (1H, d, J = 10.8 Hz), 6.91 (1H, d, J = 8.2 Hz), 6.79 (1H, d, J = 2.0 Hz), 6.73 (1H, dd, J = 2.0, 

8.1 Hz), 6.58 (1H, t, J = 11.5 Hz), 6.32 (1H, br), 5.82-5.91 (2H, m), 5.18 (1H, s), 5.16 (2H, s), 

5.14 (2H, s), 4.96 (2H, br), 4.31 (1H, d, J = 9.9 Hz), 3.62-3.82 (2H, m), 3.58 (1H, dd, J = 1.7, 8.9  

Hz), 3.43-3.46 (1H, m), 3.36 (3H, s), 3.26 (3H, s), 2.84 (2H, t, J = 6.9 Hz), 2.64-2.77 (1H, m), 

2.34-2.42 (1H, m), 2.02 (3H, s), 1.79 (3H, s), 1.62-1.78 (3H, m), 1.00 (3H, d, J =  6.9 Hz), 0.93 

(3H, d, J =  6.4 Hz); 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 183.7, 180.6, 168.3, 156.1, 149.3, 148.2, 

144.7, 141.3, 137.2, 137.1, 135.8, 134.9, 133.7, 132.7, 130.4, 128.5, 127.8, 127.3, 126.9, 126.5, 

121.6, 115.6, 115.4, 108.7, 108.6, 81.6, 81.4, 81.2, 72.6, 71.5, 71.4, 57.1, 56.7, 46.9, 35.4, 35.0, 

34.4, 32.3, 28.5, 22.9, 12.7, 12.6, 12.3. 
  

 

 

 

 



  32 

การสังเคราะห์ (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-bis((2-

bromobenzyl)oxy)phenethyl) amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-

3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]do-cosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (27) 

 

 

น า 2-(3,4-bis((2-bromobenzyl)oxy) phenyl)ethanamine (12) (0.15 กรัม, 0.29 มิลลิโมล) 

ละลายใน CH2Cl2 (5 มิลลิลิตร) เติม Et3N (0.05 มิลลิลิตร, 0.32 มิลลิโมล) กวนเป็นเวลา 10 นาที 

แลว้เติมลงในสารละลาย geldanamycin (1) (0.08 กรัม, 0.14 มิลลิโมล) ใน CH2Cl2 (10มิลลิลิตร) 

กวนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมงและเก็บใหพ้น้แสง จากนั้นระเหยตวัท าละลายออกภายใต้

ความดนัต ่า ละลายดว้ย EtOAc แลว้ท าการสกดัดว้ย 1 N HCl น ้า และน ้าเกลือ  ตามล าดบั น าชั้น 

EtOAc มาก าจดัน ้าท่ีปนอยูด่ว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่า

ไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย preparative chromatography โดยใช ้CH2Cl2:EtOAc 

2:1 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ ์(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-bis((2-

bromobenzyl)oxy)phenethyl) amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-

3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1] docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (d) เป็น

ของแขง็สีม่วง  0.0757 g (53% yield using 2:1 CH2Cl2:EtOAc as a mobile phase) จุดหลอมเหลว

174-176 oC; 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 9.17 (1H, br) 7.61 (2H, ddd, J = 1.8, 2.3, 7.7 Hz), 

7.56 (2H, d, J = 7.9 Hz), 7.31 (2H, td, J = 0.6, 7.5 Hz), 7.26 (1H, s) 7.17 (2H, td, J = 0.5, 7.4 Hz), 

6.95 (1H, d, J = 11.6 Hz), 6.93 (1H, d, J = 8.1 Hz), 6.77-6.86 (2H, m), 6.58 (1H, t, J = 11.6 Hz), 

6.33 (1H, br), 5.82-5.91 (2H, m), 5.22 (2H, s), 5.20 (2H, s), 5.18 (1H, s), 5.06 (2H, br), 4.31 (1H, 

d, J = 9.9 Hz), 3.60-3.85 (2H, m), 3.57 (1H, dd, J = 1.4, 8.6  Hz), 3.43-3.46 (1H, m), 3.36 (3H, s), 

3.26 (3H, s), 2.88 (2H, t, J = 6.9 Hz), 2.65-2.80 (1H, m), 2.36-2.44 (1H, m), 2.02 (3H, s), 1.80 
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(3H, s), 1.62-1.79 (3H, m), 1.00 (3H, d, J =  6.9 Hz), 0.94 (3H, d, J =  6.4 Hz); 13C-NMR (CDCl3, 

75 MHz) δ 183.6, 180.6, 168.3, 156.2, 148.9, 148.8, 147.8, 147.7, 144.7, 141.2, 136.4, 136.3, 

135.8, 134.9, 133.6, 132.8, 132.4, 130.8, 130.7, 129.2, 129.1, 128.9, 128.8, 127.6, 127.5, 126.9, 

126.5, 122.1, 122.0, 121.9, 115.2, 115.1, 108.7, 108.6, 81.5, 81.4, 81.2, 72.5, 70.6, 57.0, 56.7, 

46.8, 35.3, 35.0, 34.4, 32.3, 28.4, 22.9, 12.7, 12.5, 12.3. 

 

การสังเคราะห์ (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-

phenylpro pan-2-yl)amino)-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-

azabicyclo[16.3.1]doco sa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate  (28) 

 

 

 

น าผลิตภณัฑดิ์บ (S)-2-amino-3-phenylpropan-1-ol (21) (0.04 กรัม, 0.28 มิลลิโมล) ละลาย

ใน MeOH (2 มิลลิลิตร) เติมลงในสารละลาย geldanamycin (1) (0.08 กรัม, 0.14 มิลลิโมล) ใน 

CH2Cl2 (10 มิลลิลิตร) กวนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมงและเก็บใหพ้น้แสง จากนั้นระเหยตวั

ท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่า ละลายดว้ย EtOAc แลว้ท าการสกดัดว้ย 1 N HCl น ้า และน ้าเกลือ  

ตามล าดบั น าชั้น EtOAc มาก าจดัน ้าท่ีปนอยูด่ว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท าละลายออก

ภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย preparative chromatography โดย

ใช ้CH2Cl2:EtOAc 2:3 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ ์(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-

hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-phenylpropan-2-yl)amino)-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-
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tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate 

(3a) 16 mg (40% yield)  จุดหลอมเหลว 129.131 oC; 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 9.10 (1H, br), 

7.28 (m, 5H), 7.22 (1H, s), 6.92 (1H, d, J = 11.5 Hz), 6.57 (1H, t, J = 11.6 Hz), 6.37 (1H, d, J = 

9.1 Hz), 5.86 (2H, m), 5.16 (1H, s), 4.95 (2H, br), 4.40 (1H, m), 4.29 (1H, d, J = 9.8 Hz), 3.64 

(2H, d, J = 3.8 Hz), 3.55 (1H, dd, J = 1.9, 8.8 Hz), 3.42 (1H, m), 3.35 (3H, s), 3.26 (3H, s), 3.08 

(1H, dd, J = 6.6, 13.6 Hz), 2.93 (1H, dd, J = 6.8, 13.6 Hz), 2.73 (1H, m), 2.63 (1H, d, J = 13.1 

Hz), 2.21 (1H, m), 2.02 (3H, s), 1.78 (3H, s), 1.75 (4H, m), 0.98 (3H, d, J = 6.4 Hz), 0.84 (3H, d, 

J = 6.4 Hz);  13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 184.1, 180.4, 168.3, 156.2, 144.9, 140.9, 136.7, 

135.8, 134.9, 133.6, 132.8, 129.4, 128.7, 126.9, 126.5, 109.3, 109.0, 81.7, 81.3, 81.1, 72.6, 63.0, 

57.1, 56.7, 56.5, 38.2, 35.0, 34.5, 32.2, 28.7, 23.0, 12.8, 12.5, 12.4. 

 

การสังเคราะห์ (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-(4-

hydroxyphenyl)propan-2-yl)amino)-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-

2-azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (29) 

 

 

 

น าผลิตภณัฑดิ์บ (S)-4-(2-amino-3-hydroxypropyl)phenol (22) (0.05 กรัม, 0.28 มิลลิโมล) 

ละลายใน MeOH (2 มิลลิลิตร) เติมลงในสารละลาย geldanamycin (1) (0.80 กรัม, 0.14 มิลลิโมล) 

ใน CH2Cl2 (10 มิลลิลิตร) กวนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมงและเก็บใหพ้น้แสง จากนั้นระเหย
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ตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่า ละลายดว้ย EtOAc แลว้ท าการสกดัดว้ย 1 N HCl น ้ า และ

น ้าเกลือ  ตามล าดบั น าชั้น EtOAc มาก าจดัน ้าท่ีปนอยูด่ว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท า

ละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย preparative 

chromatography โดยใช ้CH2Cl2:EtOAc 2:3 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ ์

(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-(4-

hydroxyphenyl)propan-2-yl)amino)-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-

azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (4a) 28 mg (29.2% yield) จุด

หลอมเหลว 125-127 oC; 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 9.11 (1H, br), 7.24 (1H, s), 7.11 (2H, d, J 

= 8.5 Hz), 6.93 (1H, d, J = 11.6 Hz), 6.81 (2H, d, J = 8.5 Hz), 6.58 (1H, t, J = 11.3 Hz), 6.37 (1H, 

d, J = 8.8 Hz), 5.86 (2H, dd, J = 10.6, 10.8 Hz), 5.54, (1H, br), 5.17 (1H, s), 4.79 (2H, br), 4.38 

(2H, m), 4.30 (1H, d, J = 9.8 Hz), 3.59 (3H, m), 3.45 (1H, m), 3.36 (3H, s), 3.27 (3H, s), 2.94 

(2H, d, J = 5.0 Hz), 2.75 (1H, m), 2.65 (1H, d, J = 13.4 Hz), 2.14 (2H, m), 2.02 (3H, s), 1.80 (3H, 

s), 1.78 (2H, m), 1.01 (3H, d, J = 6.2 Hz), 0.89 (3H, d, J = 6.2 Hz); 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 

184.2, 180.5, 168.5, 156.4, 155.2, 141.0, 135.9, 135.1, 133.6, 133.0, 130.8, 128.0, 127.0, 126.8, 

115.8, 109.3, 109.1, 82.0, 81.4, 81.3, 72.8, 62.7, 57.3, 56.8, 56.4, 37.1, 35.1, 34.5, 32.4, 32.0, 

28.8, 23.1, 12.9, 12.7, 12.5. 
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การสังเคราะห์ (4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-(1H-

indol-3-yl)propan-2-yl)amino)-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-

azabicyclo [16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (30) 

 

 

 

น าผลิตภณัฑดิ์บ (S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propan-1-ol (20) (0.06 กรัม, 0.28 มิลลิ

โมล) ละลายใน MeOH (2 มิลลิลิตร) เติมลงในสารละลาย geldanamycin (1) (0.80 กรัม, 0.14 มิลลิ

โมล) ใน CH2Cl2 (10 มิลลิลิตร) กวนท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 ชัว่โมงและเก็บใหพ้น้แสง จากนั้น

ระเหยตวัท าละลายออกภายใตค้วามดนัต ่า ละลายดว้ย EtOAc แลว้ท าการสกดัดว้ย 1 N HCl น ้า และ

น ้าเกลือ  ตามล าดบั น าชั้น EtOAc มาก าจดัน ้าท่ีปนอยูด่ว้ย anh. Na2SO4 กรอง และระเหยตวัท า

ละลายออกภายใตค้วามดนัต ่าไดผ้ลิตภณัฑดิ์บ จากนั้นท าสารใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย preparative 

chromatography โดยใช ้CH2Cl2:EtOAc 2:3 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี จะไดผ้ลิตภณัฑ ์

(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-13-hydroxy-19-(((S)-1-hydroxy-3-(1H-indol-3-yl)propan-2-

yl)amino)-8,14-dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo[16.3.1]docosa-

1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (2a) 32 mg  (32% yield) จุดหลอมเหลว 144-146 oC; 1H-

NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 9.08 (1H, br), 8.52 (1H, br), 7.66 (1H, d, J = 7.7 Hz), 7.37 (1H, d, J = 
7.9 Hz), 7.17 (4H, m), 6.88 (1H, d, J = 11.5 Hz), 6.49 (2H, m), 5.85 (2H, m), 5.15 (1H, s), 4.93 

(2H, br), 4.52 (1H, m), 4.28 (1H, d, J = 9.8 Hz), 3.64 (2H, d, J = 4.4 Hz), 3.56 (1H, d, J = 7.5 Hz), 

3.42 (1H, m), 3.33 (4H, m), 3.25 (3H, s), 3.16, (2H, d, J = 6.0 Hz), 2.73 (1H, m), 2.60 (1H, d, J = 

13.9 Hz), 2.24 (1H, m), 1.97 (3H, s), 1.79 (3H, s), 1.74 (4H, m), 0.97 (3H, d, J = 6.9 Hz), 0.86 

(3H, d, J = 6.3 Hz); 13C-NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 184.2, 180.2, 168.3, 156.2, 145.3, 140.8, 
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136.3, 135.7, 135.0, 133.7, 132.8, 127.6, 126.8, 126.6, 123.5, 122.3, 119.9, 119.7, 118.6, 111.3, 

110.2, 109.0, 81.8, 81.3, 81.2, 72.6, 63.1, 57.1, 56.7, 55.4, 34.9, 34.5, 32.2, 28.6, 27.3, 22.8, 12.7, 

12.5, 12.3. 

3.4 การทดสอบความสามารถในการละลายน ้าของ geldanamycin และอนุพนัธ์ 

น ามาทดสอบ ความสามารถในการละลายน ้ า โดยชัง่สาร 1 มิลลิกรัม ใน microcentrifuge 

tube  แลว้เติมน ้ ากลัน่ 100 ไมโครลิตร ท าให้ละลายโดยการกลบัหลอดไปมานาน 1 นาที และใน 

rotator 5 นาที แลว้น าไป centrifuge ท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 20 นาที ดูด ส ารล ะล าย เก็ บ ไว ้

ส่วนตะกอนสารน าไประเหยแหง้ดว้ยเคร่ือง Speed Vacuum  Concentrator แล้วอบให้แห้ง

ท่ี 70 oC ในตูบ้่ม น าตะกอนท่ีเหลือไปชัง่น ้าหนกั  หาน ้ าหนักท่ีหายไปค านวณน ้ าหนักสารท่ี

ละลายในน ้ าในหน่วย มิลลิกรัม/มิลลิลิตร และ มิลลิโมล แลว้หาค่า relative solubility ของอนุพนัธ์

ท่ีสังเคราะห์ไดเ้ปรียบเทียบกบั เจลดานามยัซินท าการทดลอง 3 ซ ้า เพื่อหาค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน 

3.5 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืน ๆ 

        3.5.1 Anticancer activity 

 เซลลม์ะเร็งปากมดลูกของมนุษยส์ายพนัธุ์ Hela  ไดม้าจาก คุณกรพรรณ เศวตสุวรรณกุล 

คณะวิทยาศาสตร์ ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลยัศิลปากร วิทยาเขตพระราชวงัสนามจนัทร์ 

เซลลม์ะเร็งตบัของมนุษยส์ายพนัธุ์ HepG2 เซลลป์กติ (rhesus monkey kidney epithelial cell lines) 

สายพนัธุ์ LLC-MK2 และ เซลลม์ะเร็งเตา้นมของมนุษยส์ายพนัธุ์ MDA-MB-231 เซลลท์ั้งสามชนิด

น้ีไดม้าจากคุณนงนุช ก าลงัแพทย ์คณะวิทยาศาสตร์ ภาควิชาชีววิทยา มหาวิทยาลยัศิลปากร วิทยา

เขตพระราชวงัสนามจนัทร์  และทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลป์กติ (African green monkey kidney 

cell) สายพนัธุ์ Vero ไดม้าจาก โรงพยาบาลศิริราช เซลลเ์หล่าน้ีถูกเล้ียงในอาหาร DMEM - 

Dulbecco's Modified Eagle Medium , 10% Fetal bovine serum (FBS), และใส่ antibiotic  

penicillin (100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และ streptomycin sulfate (100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) บ่มท่ี 

37 องศาเซลเซียส 5% CO2 
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MTT assay for cell viability 

1) เล้ียงเซลลท่ี์จะทดสอบในอาหาร Dulbecco  is modified eagle  medium (DMEM,Gibco) ท่ี

เติม 10%  fetal bovine serum ,penicillin (100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และ streptomycin 

(100ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5% CO2เล้ียงจนใหไ้ด้

ความหนาแน่นของเซลล ์ประมาณ 80-90% confluent  

2) จากนั้นท าการ  trypsinization cell ดว้ย trypsin แลว้ถ่ายเซลลล์ง 96 well plate ใหมี้ความ

หนาแน่น 5×104 เซลล/์หลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5% 

CO2 เป็นเวลา 2 วนั 

3) น าสารท่ีจะทดสอบมาเจือจางใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ 512,256,128,64,32,16,8,4,2,1 และ 0.5  

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามล าดบั โดยเจือจางในอาหาร Dulbecco  is modified eagle  

medium (DMEM) ท่ีไม่มี serum และมี antibiotic penicillin (100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

และ streptomycin (100ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) โดยท า control ของเซลลม์ะเร็ง  negative 

control คือ อาหารท่ีใชเ้จือจางและเซลลม์ะเร็ง positive control คือ 20% DMSO และ 5% 

DMSO และอาหารท่ีใชเ้จือจาง และ control ของเซลลป์กติ negative control คือ 20% 

DMSO และ 5% DMSO และ positive control คือ อาหารท่ีใชเ้จือจางและเซลลป์กติ  

4) เม่ือครบเวลาท่ีก าหนด ดูดอาหารเก่าออก แลว้ลา้งดว้ย PBS 2 คร้ัง จากนั้นเติมสารท่ี

ตอ้งการทดสอบลงไปในหลุม หลุมละ 100 ไมโครลิตร ท า 2 ซ ้า ตามความเขม้ขน้ต่าง ๆ ท่ี

เจือจาง แถวท่ี 12 เป็นหลุม control ท าทั้งหมด 2 ซ ้า น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 5% CO2  

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง   

5) จากนั้น ดูดอาหารท่ีประกอบดว้ยสารท่ีทดสอบออกใหห้มด และเติม 5 (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

PBS)  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide  (MTT) ปริมาตร 20 

ไมโครลิตร  บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 5% CO2  เป็นเวลา 4 ชัว่โมง  

6) จากนั้นดูด MTT ออกใหห้มด แลว้เติม  DMSO ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทุกหลุม น าไปวดั

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร (Taechowisan T . et al.,2007:1104-

1113) การวิเคราะห์ MTT หากเซลลย์งัมีชีวิต MTT สีเหลืองจะถูกเปล่ียนเป็นผลึกสีม่วง 

formazan หลงัจากบ่มบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 5% CO2 เป็นเวลา 4 ชัว่โมง น าเซลลม์าเติม 
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DMSO 100 ไมโครลิตร ในแต่ละหลุม เพื่อละลายผลึก formazan ซ่ึงจะไดส้ารละลายสีม่วง 

น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 540  

นาโนเมตร สีม่วงท่ีละลายผลึก formazan จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกบัจ านวนเซลลท่ี์มีชีวิต 

ค่าการดูดกลืนแสงสามารถน ามาค านวณเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งได ้ดงัสมการต่อไปน้ี  

          % Inhibition = 100 – [(Abs sample – Abs blank)/ (Abs control – Abs blank)] * 100  

โดยท่ี Abs sample คือการดูดกลืนของสารทดสอบและ Abs control คือการดูดกลืนของ

ปฏิกิริยาควบคุม  เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งจะถูกน ามาสร้างกราฟ เพื่อค านวณหาค่า  IC50  

       3.5.2 Antiviral 

คุณสมบติัในการตา้นเช้ือไวรัส ของสารท่ีท าการ synthesis ขึ้นมาใหม่ จะน ามาทดสอบ

ประเมินฤทธ์ิตา้นเช้ือไวรัสโดยแสดงผลค่า  การวดัปริมาณไวรัสโดยวิธี hemagglutination assay 

เช้ือไวรัสท่ีทดการทดสอบเป็นเช้ือไวรัสสายพนัธุ์ (A/Free-Grazing duck/Nakhon 

Pathom/Thailand/1/07(H5N2) 

ไข่ไก่ฟักท่ีดีควรมีลกัษณะดงัน้ี 

เม่ือส่องไฟแลว้จะเห็นเป็นสีส้ม เห็นเส้นเลือดชดัเจน 

ไข่ท่ีส่องแลว้ เห็นเป็นสีด า น ้ าตาล หรือสีเขียว เป็นไข่ท่ีมีการปนเป้ือน ควรคดัทิ้ง 

เปลือกไข่ตอ้งไม่มีรอยแตกร้าว หรือรอยเจาะ  

ขอ้ควรระวงั 

- ต าแหน่งท่ีจะฉีดไม่ควรอยูใ่กลเ้ส้นเลือดใหญ่ 

- ต าแหน่งท่ีจะฉีดควรอยูต่รงขา้มกบัตวัอ่อน 

- ต าแหน่งท่ีจะฉีดแบบ CAS ควรอยูสู่งกวา่ air sac 0.5 เซนติเมตร 

การฉีดไวรัสเขา้ไข่ไก่ฟักแบบ CAS 

1) สวมถุงมือ ท าความสะอาดตู ้safety cabinet ดว้ย 70% alcohol 

2) ท าความสะอาดเปลือกไข่ดว้ย 70% alcohol  

3) ท าความสะอาดบริเวณท่ีจะฉีดดว้ย betadine อีกคร้ัง 
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4) ใชเ้ขม็ท่ีปราศจากเช้ือเจาะรูเปลือกไข่บริเวณท่ีจะฉีด ใหอ้ยูเ่หนือ air sac 0.5 เซนติเมตร 

5) ท าการไดรูทสารอนุพนัธุ์ของเจลดานามยัซินกบัไวรัส แลว้ฉีดปริมาณไวรัส 0.1มิลลิลิตร 

(อาจจะเจือจางไวรัสใน 0.85% NaCl หรือสารทดสอบฤทธ์ิการตา้นไวรัส) โดยตั้งเขม็ 45 

องศา ลึก 1.2 เซนติเมตร (ถา้ใช ้tuberculin syringe จะฉีดสุดปลายเขม็) 

6) ปิดรูท่ีฉีดไวรัสดว้ย paraffin wax  

7) บ่มไข่ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพทัธ์ 62% โดยมีการไหลเวียนของ

อากาศ เป็นเวลา 3 วนั 

การตรวจเช็คหลงัจากฉีดไวรัสเขา้ไปในไข่ไก่ฟัก 

หลงัจากฉีด 16-24 ชัว่โมง ควรส่องไข่เพื่อตรวจเช็ควา่ตวัอ่อนตายเน่ืองจากไดรั้บบาดเจ็บ 

จากการฉีดหรือไม่ หรือการฉีดมีการปนเป้ือนเช้ือแบคทีเรียหรือไม่ โดยการส่องไฟ หากมี

การฉีกขาดของเส้นเลือด จะเห็นเป็นสีน ้าตาลหรือมีการปนเป้ือนจะเห็นเป็นสีเขียว ไข่ท่ีดีจะ

เห็นเป็นสีส้ม เห็นเส้นเลือดชดัเจน  

การเก็บไวรัสท่ีเพิ่มจ านวนในไข่ไก่ฟัก 

1) หลงัจากบ่มไข่ 3 วนั จะเก็บไข่ไก่ไวใ้น cool room ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน 

เพื่อใหต้วัอ่อนตายและใหเ้ส้นเลือดหดตวั  

2) น าไข่ไก่มาวางใน safety cabinet แลว้ท าความสะอาดโดยการเช็คดว้ย 70% alcohol  

3) ใชก้รรไกรตดัเปลือกไข่บริเวณเหนือ air sac  เลก็นอ้ยใช ้forcep ดึง shell membrane 

ออก 

4) ใช ้forcep เจาะ chorioallantoic membrane แลว้ดึงออกเบา ๆ 

5) ใช ้pasture pipette ดูด allantoic fluid ใส่ในหลอดฝาเกลียว  

6) เก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส เพื่อเพิ่มปริมาณไวรัส แลว้น าไปใชง้านต่อไป 

การวดัปริมาณไวรัสดว้ยวิธี hemagglutination assay  

1) น าเลือดไก่มาป่ันลา้งดว้ย PBS หรือ normal saline 3 คร้ัง ท่ี 1500 rpm 5 นาที  

2) ท าการเจือจางใหเ้ป็น 10% โดยดูดเลือดไก่มา 1 มิลลิลิตร เติม PBS 9 มิลลิลิตร  
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3) จากนั้น dilute เลือดไก่มาเป็น 5%โดยการดูดเลือดไก่มา 5 มิลลิลิตร ใส่ PBS 5 

มิลลิลิตร 

4) เติม PBS ลงในหลุมทุกหลุม หลุมละ100 ไมโครลิตร จากนั้นใส่ไวรัสท่ีท าการดูด

ออกมาจาก allantoic fluid ลงใน หลุมแรก 100 ไมโครลิตรจากนั้นท าการ two four 

dilution ตามล าดบั  control คือ เลือดไก่ และไวรัส  

5) ดูดเลือดไก่ใส่ในแต่ละหลุมของ 96 well plate (กน้กลม) หลุมละ 100 ไมโครลิตร 

6) บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  

การอ่านผล end point  

Titer: ระดบัความเจือจางสูงสุด ท่ียงัคงเห็นปฏิกิริยา agglutination  

The end point: ความเขม้ขน้ต ่าสุดของหลุมสุดทา้ย ท่ีเกิดปฏิกิริยา agglutination 

3.6 การศึกษาการจ าลองการจับกนัของโมเลกุล (Molecular docking) 

เน่ืองจาก เจลดานามัยซินมี Hsp90 เป็นเป้าหมาย ดังนั้ น อนุพนัธ์ของ เจลดานามัยซินท่ี

สังเคราะห์ขึ้นเหล่าน้ีจึงจ าเป็นท่ีตอ้งน ามาศึกษาการจ าลอง การจบักนัของโมเลกุลกบั Hsp90 ดว้ย 

ซ่ึง Hsp90 ในส่ิงมีชีวิตต่าง ๆ มีความแตกต่างกนัในฐานขอ้มูล NCBI database ดงันั้นตอ้งน า Hsp90 

ตวัอยา่ง เหล่าน้ีมาท าการเปรียบเทียบความคลา้ยคลึง โดยเฉพาะอย่างยิ่งบริเวณ N-terminal domain 

ซ่ึงเป็น active site ในการจบักบั ATP และเจลดานามยัซิน 

ในการศึกษา Molecular docking ท าไดด้งัน้ี 

 1. เปล่ียนโครงสร้าง 2 มิติของเจลดานามยัซินและอนุพนัธ์ท่ีเขียนดว้ย 

โปรแกรม ChemDraw ให้เป็น SMILES strings โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ SMILES 

Translator and Structure File Generator (https://cactus.nci.nih.gov/translate/) 

 2. สร้างโครงสร้าง 3 มิติของ เจลดานามยัซินและอนุพนัธ์ และปรับโครงสร้างให้ 

มีพลงังานต ่าท่ีสุด (minimized energy) แลว้บนัทึกไฟลใ์หเ้ป็นนามสกุล  

Protein Data Bank (PDB) โดยใชโ้ปรแกรม UCSF Chimera v.1.14 

 3. เลือกโครงสร้าง 3 มิติของ Hsp90 ในฐานขอ้มูล Protein databank โดยเลือก  

PDB ID: 1OSF เป็นตวัแทน Hsp90 
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 4. Docking โครงสร้าง 3 มิติของ 1OSF กบั เจลดานามยัซินและอนุพนัธ์ ดว้ย 

โปรแกรม Auto Dock Vina โดยใช ้17-dimethylamino ethylamino-17-  

demethoxygeldanamycin (17-DMAG) เป็น positive control 

 5. บนัทึกผลการ docking เป็นไฟลน์ามสกุล PBD แลว้น าไปเปิดในโปรแกรม  

Ligplot v.4.5.3 เพื่อดู H-bond interaction และ hydrophobic interaction  

และเปิดในโปรแกรม BIOVIA Discovery Studio เพื่อดู Hydrogen bond  

acceptor, Hydrogen bond donor และ binding free energy (G) 

 3.7 การท านายคุณสมบัติ ADMET ของ เจลดานามัยซินและอนุพนัธ์ 

  ADMET คือ Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion และ Toxicity ซ่ึง

สามารถท านายไดจ้ากโครงสร้างโมเลกุล ดว้ยโปรแกรมท่ีเหมาะสม  ในการศึกษาน้ีจะใชโ้ปรแกรม

ออนไลน์ 2 แหล่ง เพื่อท านายคุณสมบติั ADMET คือ SwissADME (http://swissadme.ch) และ Pre-

ADMET (https://preadmet.bmdrc.kr) แลว้พิจารณาผลการท านายท่ีน่าจะเป็นไปไดม้ากท่ีสุด  
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การผลติและการสกดัสารเจลดานามัยซิน จาก Streptomyces zerumbet W14 

น าเช้ือแอคติโนมยัสีทสายพนัธุ์ W14 มาเล้ียงบนอาหาร ISP-2 เพื่อเพิ่มจ านวนเป็นเวลา 14 

วนัหรือจนกว่าเช้ือจะมีการสร้างสปอร์ ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้จึงท าการสกดัดว้ยตวัท าละลายอินทรีย ์

ตวัท าละลายอินทรียท่ี์ใช้คือ EtOAc แช่ทิ้งไว ้1 คืน  จากนั้นน ามากรอง และท าการระเหยตวัท า

ละลาย พบว่าสารสกดัหยาบจากเช้ือแอคติโนมยัสีทสายพนัธุ์ W14  มีลกัษณะคลา้ยขี้ ผ้ึงสีน ้าตาลเขม้  

จ านวน 4.20 กรัม 

     

 
รูปท่ี 8 ลกัษณะของสารสกดัหยาบ 
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4.2 การท าให้บริสุทธิ์ของสารสกดัเจลดานามัยซิน 

น าสารสกดัหยาบท่ีไดจ้ากการเพิ่มจ านวนของเช้ือ Streptomyces zerumbet W14 ไปท าให้

บริสุทธ์ิดว้ยวิธี column chromatography โดยใชซิ้ลิกาเจลเป็นเฟสหยดุน่ิง (stationary phase) และใช้

ตวัท าละลาย hexane:EtOAc อตัราส่วน 1:3 เป็นเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase)  

การสกดัการท าให้บริสุทธ์ิของเจลดานามยัซิน (Geldanamycin)ไดส้ารบริสุทธ์ิเจลดานามยั

ซินในรูปของของแข็งสีเหลืองใน 1.15 กรัม. จาก 4.20 กรัม. ของสารสกัดหยาบ EtOAc คิดเป็น

เปอร์เซ็นผลได้เท่ากบั 27.38% จากนั้นน าสารบริสุทธ์ิเจลดานามยัซินมาวิเคราะห์โครงสร้างด้วย

เทคนิค NMR และ Mass spectrometry (MS) เปรียบเทียบกบัรายงานก่อนหนา้ (Qin & Panek, 2008) 

และใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์อนุพนัธ์ของเจลดานามยัซิน 

 

รูปท่ี 9 ลกัษณะของสารเจลดานามยัซินท่ีไดม้าจาก Streptomyces zerumbet W14 สกดัมาจากสาร
สกดัหยาบ 
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(1) 

รูปท่ี 10 ลกัษณะโครงสร้างทางเคมีของเจลดานามยัซิน 
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4.3 การสังเคราะห์สาร synthesis 

ไดอ้นุพนัธุของเจลดานามยัซินมาทั้งหมด 8 ชนิด โดยประกอบดว้ยกลุ่มอนุพนัธ์ Amino 

และ Dopamine ดงัน้ี  

 

Compound 1 

 
Compound 23 

 

17G-Dop 
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Compound 24 

17G-Dop-3,4-OMe 
 

 
Compound 25 

17G-Dop-3,4-OBu 
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Compound 26 

17G-Dop-3,4-OBn 
 

 

 

Compound 27 

17G-Dop-3,4-O2BrBn 
 

 
Compound 28 

17G-Phe-OH 
 

 



  49 

Compound 29 

17G-Tyr-OH 
 

 

Compound 30 

17G-Trp-OH 
 

 
 

รูปท่ี 11 โครงสร้างอนุพนัธ์ของเจลดานามยัซินทั้ง 8 ชนิด 
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4.4 การทดสอบคุณสมบัติการละลายน ้า 

เจลดานามยัซินและอนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้นถูกน ามาทดสอบคุณสมบติัการละลาย

น ้า พบวา่อนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้นมีความสามารถในการละลายน ้าไดดี้กวา่เจลดานามยัซิน 

ดงัตารางท่ี 1  

ตารางท่ี 1 ความสามารถในการละลายน ้าของเจลดานามยัซิและอนุพนัธ์ชนิดใหม่ 

Compounds MW 

Water solubility  

(mg/ml)a 

Water solubility  

 (mM)a 

Relative solubility 

1 560 0.085  0.004 0.152  0.002 1.00 

23 681 3.333  1.154 4.894  1.695f 32.19 

24 709 0.666  0.577 0.940  0.814d 6.18 

25 793 4.333  0.577 5.464  0.728f 35.94 

26 862 0.333  0.577 0.386  0.669c 2.53 

27 1019 1.333  0.577 1.308  0.566e 8.60 

28 679 1.333  0.577 1.963  0.850b 12.91 

29 695 1.333  0.577 1.918  0.830b 12.62 

30 718 4.000  0.000 5.571  0.000f 36.65 

a; The results of measurements (mean ± SD) ) three experiments. b, c, d,e,f; Significant differences 

(P< 0.05). 
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จากผลการทดสอบจะเห็นไดว้า่อนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีมีการแทนท่ีเอมีนชนิดต่าง ๆ ท่ีต าแหน่ง 

C-17 methoxy group จะเพิ่มความสามารถในการละลายน ้าได ้ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ compounds 23, 

25 และ 30 มีความสามารถในการละลายสูงกวา่เจลดานามยัซินเดิมถึง 32.19 เท่า, 35.94 เท่า และ 

36.65 เท่า ตามล าดบั 

 

4.5 การทดสอบฤทธิ์ทางชีวภาพอ่ืน ๆ 

        4.5.1 Anticancer activity 

กิจกรรมความเป็นพิษต่อเซลล ์

เจลดานามยัซิน(1)และอนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้นถูกน ามาทดสอบความเป็นพิษต่อ

เซลลโ์ดยทดสอบกบัเซลลป์รกติ (normal cell lines) 2 ชนิด ไดแ้ก่ Vero cells (African green 

monkey kidney cell line) และ LLC-MK2 cells (Rhesus monkey kidney cell line) และทดสอบกบั

เซลลม์ะเร็ง 3 ชนิด ไดแ้ก่ MDA-MB-231cells (human breast carcinoma cell line), Hela cells 

(human cervical carcinoma cell line) และ HepG2 cells (human hepatocellular carcinoma cell line) 

โดยวิธี MTT assay ใช ้Doxorubicin เป็น positive control และค านวณหาค่า IC50 ซ่ึงเป็นค่าความ

เขม้ขน้ของสารท่ียบัย ั้งการเจริญของเซลลไ์ด ้50% และค านวณหาค่า Therapeutic Index (TI) ซ่ึงเป็น

ค่าบ่งบอกดชันีการรักษา โดยวิธีการของ Taechowisan et al., (2020) ซ่ึงไดผ้ลดงัตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2 การทดสอบกิจกรรมความเป็นพิษต่อเซลล ์cancer cell lines (Hela, HepG2 และ  MDA) 
และ normal cell (Vero และ  LLC-MK2) 

Compounds 

IC50 (μg/mL) 

Hela HepG2 MDA LLC-MK2 Vero 

17G-Dop (23) 62.17 238.64 41.88 341.19 104.52 
17G-Dop-3,4-OMe 

(24) 
45.05 932.88 263.07 432.42 181.00 

17G-Dop-3,4-OBu 
(25) 

53.44 175.66 70.93 408.50 369.44 

17G-Dop-3,4-OBn 
(26) 

150.29 637.76 271.84 648.70 376.70 

17G-Dop-3,4O2BrBn 
(27) 

172.03 649.40 52.12 860.11 364.31 

17G-Phe-OH (28) 45.66 616.77 96.54 339.98 94.21 
17G-Tyr-OH (29) 19.36 250.81 112.96 330.58 225.46 
17G-Trp-OH (30) 22.02 24.62 95.87 97.30 73.49 
Geldanamycin (1) 111.59 677.49 68.98 45.61 263.42 

Crude extracts 15.73 20.61 NDa 19.46 12.63 
Doxorubicin 1.95 92.16 3.16b 98.92 99.48 

anot determined. 

b IC50 values of cytotoxicity against MDA-231 of Doxorubicin. (Wen, Su, Liou, Lin, & Lee, 

2018) 

จากการทดสอบความเป็นต่อเซลลต์่าง ๆ พบวา่เจลดานามยัซิน (1) มีความเป็นพิษต่อเซลล์

ปรกติ (Vero cells และ LLC-MK2 cells) สูง แต่เม่ือน ามาท าการสร้างเป็นอนุพนัธ์ชนิดใหม่แลว้ 

กลบัมีความเป็นพิษต่อเซลลป์รกตินอ้ยลง โดยมีพิษต่อเซลลป์รกติต่อเซลล ์LLC-MK2 cell นอ้ยลง 

แต่ใน Vero cell มีเพียง compound ท่ี 25-27 ท่ีมีผลต่อเซลลป์รกติดีกวา่เจลดานามยัซิน(1) อยา่งไรก็

ตามอนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้นบางอนุพนัธ์มีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งดีกวา่เจลดานามยั
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ซิน(1) เช่น  ในHela cell มีความเป็นพิษเซลลม์ะเร็งดีกวา่เจลดานามยัซิน(1) ยกเวน้ compound ท่ี 26 

และ 27 ใน HepG2 มีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งดีกวา่เจลดานามยัซิน(1) ยกเวน้ compound ท่ี 24 

และใน MDA-MB-231 มีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งไม่ค่อยดีนกัเม่ือเทียบกบัเจลดานามยัซิน(1) 

ยกเวน้ compound ท่ี 23 และ 27 ท่ีมีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งดีกวา่เจลดานามยัซิน(1) 

นอกจากน้ียงัพบวา่  อนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้นบางอนุพนัธ์ใหค้่า Therapeutic index 

(TI) ต่อเซลลม์ะเร็งบางชนิดเม่ือเทียบกบั Vero cells และ LLC-MK2 cell ท่ีสูงกวา่เจลดานามยัซิน

(1) ซ่ึงหมายความวา่ การน าอนุพนัธ์ชนิดใหม่มาใชต้า้นเซลลม์ะเร็งบางชนิดมีความปลอดภยัสูงกวา่

เจลดานามยัซิน(1) อย่างไรก็ตามอนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้นใหม่เหล่าน้ีก็ยงัมีฤทธ์ิตา้น

เซลลม์ะเร็ง MDA-MB-231 cells และ Hela cells ไม่ดีนกัเม่ือเปรียบเทียบกบั Doxorubicin แต่มี 

compounds 25 27 และ 30 ท่ีมีฤทธ์ิตา้นเซลลม์ะเร็ง HepG2 cells ได ้และใหผ้ลดีกวา่ Doxorubicin 

ดงัแสดงไวใ้นตารางท่ี 3 และ 4 

Therapeutic index 

ตารางท่ี 3 ค่า Therapeutic index on vero ของเจลดานามยัซิน (1) และอนุพนัธ์ชนิดใหม่ต่อ normal 
cell (Vero cell) 
 

Compound Therapeutic index on vero 
Hela HepG2 MDA-MB-231 

23 1.68 0.44 2.49 
24 4.02 0.19 0.68 
25 6.91 2.07 5.20 
26 2.50 0.59 1.38 
27 2.11 0.56 6.98 
28 2.06 0.15 0.97 
29 11.64 0.89 1.99 
30 3.33 2.98 0.76 
1 2.36 0.38 3.81 

Doxorubicin 51.01 1.07 31.48 
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ตารางท่ี 4 ค่า Therapeutic index on LLC-MK2 ของเจลดานามยัซิน (1) และอนุพนัธ์ชนิดใหม่ต่อ 
normal cell (LLC-MK2 cell) 
 

Compound Therapeutic index on LLC-MK2 
Hela HepG2 MDA-MB-231 

23 5.48 1.42 8.14 
24 9.59 0.46 1.64 
25 7.64 2.32 5.75 
26 4.31 1.01 2.38 
27 4.99 1.32 16.50 
28 7.44 0.55 3.52 
29 17.07 0.13 2.92 
30 4.41 3.95 1.01 
1 0.40 0.06 0.66 

Doxorubicin 50.72 1.07 31.30 
 

 

4.5.2 Antiviral 

การทดสอบคุณสมบติัตา้นการเพิ่มจ านวนเช้ือไวรัส 

 เจลดานามยัซินและอนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ได ้เม่ือน ามาทดสอบคุณสมบติัตา้นการ

เพิ่มจ านวนเช้ือไวรัส โดยใช้เช้ือไวรัสไขห้วดัใหญ่ (influenza virus: A/free-grazing duck/Nakhon 

Pathom/1/2017 (H5N2) เป็นเช้ือไวรัสทดสอบ และเลือกวิธีการเพิ่มจ านวนเช้ือไวรัสในไข่ไก่ฟัก 

และทดสอบปริมาณเช้ือไวรัสท่ีเพิ่มโดยวิธี Hemagglutination assay พบว่า เจลดานามยัซินและอนุ

พันธ์ชนิดใหม่ ท่ีสังเคราะห์ได้ ยกเว้น compound 24 และ 25  สามารถยับยั้งการเพิ่มจ านวน 

influenza virus ในไข่ไก่ฟักได ้ ในขณะท่ีการเพิ่มปริมาณไวรัสยงัเกิดขึ้นตามปรกติในไข่ไก่ฟักท่ีไม่

มีเจลดานามยัซินหรืออนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ได ้ซ่ึงสังเกตไดจ้ากปฏิกิริยา Hemagglutination 

ดงัแสดงในรูปท่ี 12 
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รูปท่ี 12 การทดสอบการตา้นไวรัส การตกของเมด็เลือดแดงของไก่ 
 

 

 

 

23 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

Geldanamycin (1) 

 Crude extracts 

 Negative control 

(virus + RBC) 

2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096 

Positive 

control (PBS 

+ RBC) 

24 
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การทดสอบ Hemagglutination inhibition เป็นการทดสอบความสามารถของสารในการ

ยบัย ั้งการเกาะติดของไวรัสกบัเม็ดเลือดแดงของไก่ ซ่ึงหากสารท่ีทดสอบสามารถยบัย ั้งการเกาะติด

ของไวรัสได ้แสดงว่าสารทดสอบนั้นสามารถป้องกนัไม่ให้ไวรัสเกาะกบั receptor เพื่อเขา้สู่เซลล์

ไดน้ัง่เอง ในการทดสอบน้ีพบว่า อนุพนัธ์ชนิดใหม่ของเจลดานามยัซินท่ีสังเคราะห์ได ้2 ชนิด คือ 

compounds 24 และ  25 ท่ีระดบัความเขม้ 1: 64 HA titre เกิดการเพิ่มจ านวนของไวรัสขึ้น 

ตารางท่ี 5 ค่าการทดสอบการตา้นไวรัส 

 

 

Compound HA Titer ความเข้มข้นของอนุภาคไวรัส 
         (particles /ml) 

                      17G-Dop (23)                        -                    - 
                17G-Dop-3,4-OMe (24)                       64 2.56*1010 virus particles /ml 

 

                 17G-Dop-3,4-OBu (25)                        64 2.56*1010 virus particles /ml 
 

                   17G-Dop-3,4-OBn (26)                         - - 
17G-Dop-3,4O2BrBn (27)                         - - 

                   17G-Phe-OH (28)                         - - 
                 17G-Tyr-OH (29)                          - - 
                   17G-Trp-OH (30)                        - - 
                     Geldanamycin (1)                         - - 
                      Crude extracts                        - - 

Negative control (virus + RBC) 
 

                      16 6.4 *109 virus particles /ml 

Positive control (PBS + RBC)                          - - 
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4.6 การวิเคราะห์การจับกนัของสารด้วยวิธีการท า molecular docking 

ในการศึกษา molecular docking จะใช ้ Hsp90; PBD ID: 1OSF เป็นตวัแทนของ Hsp90 

เพื่อท า molecular docking กบัอนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ไดเ้ปรียบเทียบกบั เจลดานามยัซิน และ 

17-dimethylamino ethylamino-17-demethoxy geldanamycin (17-DMAG) โดยใชโ้ปรแกรม Auto 

Dock Vina และโปรแกรม UCSF Chimera v.1.14 ซ่ึงไดผ้ลการ docking ดงัรูปท่ี 13 และตารางท่ี 6 

 

รูปท่ี 13 ผลการท า molecular docking ของ Hsp90 (1OSF) กบั สารทดสอบต่าง ๆ (a) 17-DMAG, 

(b) Geldanamycin 1, (c) compound 23, (d) compound 24, (e) compound 25, (f) compound 26, (g) 

compound 27 โมเลกุลสีน ้าตาลแทนเจลดานามยัซิน, (h) compound 28, (i) compound 29, และ (j) 

compound 30, ตามล าดบั (ต่อ) 
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รูปท่ี 13 ผลการท า molecular docking ของ Hsp90 (1OSF) กบั สารทดสอบต่าง ๆ (a) 17-DMAG, 

(b) Geldanamycin 1, (c) compound 23, (d) compound 24, (e) compound 25, (f) compound 26, (g) 

compound 27 โมเลกุลสีน ้าตาลแทนเจลดานามยัซิน, (h) compound 28, (i) compound 29, และ (j) 

compound 30, ตามล าดบั (ต่อ) 

 

e 
f 



  59 

 

 

รูปท่ี 13 ผลการท า molecular docking ของ Hsp90 (1OSF) กบั สารทดสอบต่าง ๆ (a) 17-DMAG, 

(b) Geldanamycin 1, (c) compound 23, (d) compound 24, (e) compound 25, (f) compound 26, (g) 

compound 27 โมเลกุลสีน ้าตาลแทนเจลดานามยัซิน, (h) compound 28, (i) compound 29, และ (j) 

compound 30, ตามล าดบั (ต่อ) 

 

 

g 

i j 
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ตารางท่ี 6 ค่า binding energy, hydrogen bonding และ docking site ของ Hsp90 (1OSF) กบัสาร
ทดสอบต่างๆ 

Compounds 

Gbinding 

(kcal mol-1) 

Conventional hydrogen bond 

Docking site 

H-donors  H-acceptors 

17-DMAGa -145.307 

17-DMAG: H38 1OSF:ASP93:OD2 

in active site 

1OSF: LYS58:HZ2 17-DMAG: O5 

17-DMAG: H11 1OSF: ASP54:OD2 

1OSF:ASN106:HD21 17-DMAG: O6 

1OSF: LYS112:HZ1 17-DMAG: O9 

1OSF: PHE138:HN 17-DMAG: O1 

1 -141.296 

Compound 1: H38 1OSF: ASP93:OD2 

in active site 

1OSF: LYS58:HZ2 Compound 1: O5 

1OSF:ASN106:HD21 Compound 1: O6 

1OSF: LYS112:HZ1 Compound 1: O9 

1OSF: PHE138:HN Compound 1: O1 

a17-DMAG; 17-dimethylamino ethylamino-17-demethoxygeldanamycin. 
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ตารางท่ี 6 ค่า binding energy, hydrogen bonding และ docking site ของ Hsp90 (1OSF) กบัสาร

ทดสอบต่างๆ 

Compounds 

Gbinding 

(kcal mol-1) 

Conventional hydrogen bond Docking site 

23 -101.67 

1OSF:ASN106:HD21 Compound 2: O2 

partly bound in active site  

1OSF: GLY137:HN Compound 2: O4 

24 -102.36 

1OSF: LYS58:HZ1 Compound 3: O3 

partly bound in active site 

1OSF: LYS58:HZ1 Compound 3: O9 

Compound 3: HN2 1OSF: GLY132:O 

1OSF: GLY137:HN Compound 3: O4 

25 -100.50 

Compound 6: H40 1OSF: GLU47:OE1 

partly bound in active site 

1OSF:GLY137:HN Compound 6: O4 

26 -114.28 

Compound 4: HN3 1OSF: MET12:O 

outside active site  

1OSF: GLU14:HN Compound 4: O7 

a17-DMAG; 17-dimethylamino ethylamino-17-demethoxygeldanamycin. 
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ตารางท่ี 6 ค่า binding energy, hydrogen bonding และ docking site ของ Hsp90 (1OSF) กบัสาร

ทดสอบต่างๆ 

Compounds 

Gbinding 

(kcal mol-1) 

Conventional hydrogen bond Docking site 

27 -100.71 - - did not bind to the active site 

28 -122.41 

1OSF: LYS58:HZ2 Compound 8: O9 

in active pocket site 

Compound 8: O1 1OSF: ASP54:OD2 

1OSF:ASN106:HD21 Compound 8: O3 

1OSF: LYS112:HZ2 Compound 8: O10 

1OSF: PHE138:HN Compound 8: O5 

Compound 8: H38 1OSF:ASP93:OD2 

. a17-DMAG; 17-dimethylamino ethylamino-17-demethoxygeldanamycin. 
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ตารางท่ี 6 ค่า binding energy, hydrogen bonding และ docking site ของ Hsp90 (1OSF) กบัสาร

ทดสอบต่างๆ 

Compounds 

Gbinding 

(kcal mol-1) 

Conventional hydrogen bond Docking site 

29 -115.29 

1OSF: LYS58:HZ2 Compound 9: O9 

in active pocket site 

Compound 9: O1 1OSF: ASP54:OD2 

1OSF:ASN106:HD21 Compound 9: O3 

1OSF: LYS112:HZ2 Compound 9: O10 

Compound 9: H39 1OSF:ASP93:OD2 

1OSF: GLY137:HN Compound 9: O4 

30 -98.33 

1OSF: LYS58:HZ2 Compound 7: O9 

in active pocket site 

Compound 7: O1 1OSF: ASP54:OD2 

Compound 7: H38 1OSF: ASP93:OD2 

1OSF:ASN106:HD21 Compound 7: O2 

1OSF: LYS112:HZ2 Compound 7: O9 

1OSF: PHE138:HN Compound 7: O4 

a17-DMAG; 17-dimethylamino ethylamino-17-demethoxygeldanamycin. 
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จากรูปท่ี 13 และ ตารางท่ี 6 ผลการ docking ของเจลดานามยัซินและ 17-DMAG กบั 1OSF 

สารทั้งสองเกิดปฏิสัมพนัธ์ใน active pocket site ซ่ึงเป็นบริเวณ ATP binding site ของ Hsp90 

ขณะท่ี Compound 23, 24 และ 25 มีปฏิสัมพนัธ์เป็นบางส่วนกบั active pocket site ส่วน Compound 

26 มีปฏิสัมพนัธ์ดา้นนอกของ active pocket site และ Compound 27 มี mechanism อ่ืน ๆ ท่ีสามารถ

ไป interaction กบั Hsp90 ได ้ขณะท่ี Compound 28, 29 และ 30 เกิดปฏิสัมพนัธ์ใน active pocket 

site คลา้ยกบัเจลดานามยัซินและ 17-DMAG แต่มีค่า binding free energy (G) ท่ีสูงกวา่ อยา่งไรก็

ตาม การสร้างพนัธะไฮโดรเจนระหวา่ง Compound 28, 29 และ 30 กบั Hsp90  มีจ านวน 6 พนัธะ 

ซ่ึงเท่ากบั 17-DMAG และมากกวา่เจลดานามยัซิน ซ่ึงมีเพียง 5 พนัธะ  ซ่ึงรายละเอียดการสร้าง

พนัธะไฮโดรเจนทั้ง H-donors และ H-acceptors ปรากฎในตารางท่ี 6 ซ่ึงแสดงพนัธะไฮโดรเจน  

และ hydrophobic interaction ดว้ย Ligplot v.4.5.3 ดงัรูปท่ี 14 และ Hydrogen bond donor และ 

Hydrogen bond acceptor ดงัรูปท่ี 15 
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รูปท่ี 13 ปฏิสัมพนัธ์ของสารทดสอบกบั Hsp90 แสดงดว้ยโปรแกรม Ligplot v.4.5.3 โดยพนัธะ
ไฮโดรเจนแสดงดว้ยเส้นปะสีเขียว และ hydrophobic interaction แสดงดว้ยเส้นโคง้สีแดงท่ีมีเส้น
ขน (a) 17-DMAG, (b) Compound 1, (c) Compound 23, (d) Compound 24, (e) Compound 26, (f) 
Compound 27, (g) Compound 29 และ (h) Compound 30, ตามล าดบั 
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รูปท่ี 14 ปฏิสัมพนัธ์ของสารทดสอบกับ Hsp90 แสดงด้วยโปรแกรม Ligplot v.4.5.3 โดยพนัธะ

ไฮโดรเจนแสดงด้วยเส้นปะสีเขียว และ hydrophobic interaction แสดงดว้ยเส้นโคง้สีแดงท่ีมีเส้น

ขน  (a) 17-DMAG, (b) Compound 1, (c) Compound 23, (d) Compound 24, (e) Compound 26, (f) 

Compound 27, (g) Compound 29 และ (h) Compound 30, ตามล าดบั (ต่อ) 

 

g h 
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รูปท่ี 14 ปฏิสัมพนัธ์ของสารทดสอบกบั Hsp90 ดว้ยโปรแกรม BIOVIA Discovery studio v.3.5 
แสดง Hydrogen bond donor สีชมพู และ Hydrogen bond acceptor สีเขียวของพื้นผิวของโมเลกุล 
Hsp90  (a)17-DMAG, (b) Geldanamycin 1, (c) Compound 23, (d) Compound 24, (e) Compound 
25, (f) Compound 26, (g) Compound 27, (h) Compound 28,  (i) Compound 29 และ (j) Compound 
30 ตามล าดบั   
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รูปท่ี 15 ปฏิสัมพนัธ์ของสารทดสอบกบั Hsp90 ดว้ยโปรแกรม BIOVIA Discovery studio v.3.5 

แสดง Hydrogen bond donor สีชมพู และ Hydrogen bond acceptor สีเขียวของพื้นผิวของโมเลกุล 

Hsp90  (a)17-DMAG, (b) Geldanamycin 1, (c) Compound 23, (d) Compound 24, (e) Compound 

25, (f) Compound 26, (g) Compound 27, (h) Compound 28,  (i) Compound 29 และ (j) Compound 

30 ตามล าดบั (ต่อ) 

e 

f 
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รูปท่ี 15 ปฏิสัมพนัธ์ของสารทดสอบกบั Hsp90 ดว้ยโปรแกรม BIOVIA Discovery studio v.3.5 

แสดง Hydrogen bond donor สีชมพู และ Hydrogen bond acceptor สีเขียวของพื้นผิวของโมเลกุล 

Hsp90  (a)17-DMAG, (b) Geldanamycin 1, (c) Compound 23, (d) Compound 24, (e) Compound 

25, (f) Compound 26, (g) Compound 27, (h) Compound 28,  (i) Compound 29 และ (j) Compound 

30 ตามล าดบั (ต่อ) 

g 

h 

i 
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รูปท่ี 15 ปฏิสัมพนัธ์ของสารทดสอบกบั Hsp90 ดว้ยโปรแกรม BIOVIA Discovery studio v.3.5 

แสดง Hydrogen bond donor สีชมพู และ Hydrogen bond acceptor สีเขียวของพื้นผิวของโมเลกุล 

Hsp90  (a)17-DMAG, (b) Geldanamycin 1, (c) Compound 23, (d) Compound 24, (e) Compound 

25, (f) Compound 26, (g) Compound 27, (h) Compound 28,  (i) Compound 29 และ (j) Compound 

30 ตามล าดบั (ต่อ) 

จากรูปท่ี 14 ผลการ docking ระหวา่ง 17-DMAG กบั Hsp90 พบวา่เกิดพนัธะไฮโดรเจน 6 

พนัธะกบักรดอะมิโน Asp54, Lys58, Asp93, Asn106, Lys112 และ Phe138 บริเวณ N-terminal 

domain pocket  ของ 1OSF โดยมีค่า binding energy -145.307 kcal/mol ขณะท่ีเจลดานามยัซินเกิด

พนัธะไฮโดรเจน 5 พนัธะกบักรดอะมิโน Lys58, Asp93, Asn106, Lys112 และ Phe138 บริเวณ N-

terminal domain pocket ของ 1OSF โดยมีค่า  binding energy -141.296 kcal/mol ส่วน compound 

23 เกิดพนัธะไฮโดรเจน 2 พนัธะกบักรดอะมิโน Asn106 และ Gly137 บริเวณบางส่วนของ N-

terminal domain pocket ของ 1OSF โดยมีค่า  binding energy -101.67 kcal/mol ส่วน compound 24 

เกิดพนัธะไฮโดรเจน 4 พนัธะกบักรดอะมิโน Lys58 (2 ต าแหน่ง), Gly132 และ Gly137 บริเวณ

บางส่วนของ N-terminal domain pocket ของ 1OSF โดยมีค่า  binding energy -102.36 kcal/mol 

ส่วน  compound 25 เกิดพนัธะไฮโดรเจน 2 พนัธะกบักรดอะมิโน Glu47 และ Gly137 บริเวณ

บางส่วนของ N-terminal domain pocket ของ 1OSF โดยมีค่า  binding energy -100.50 kcal/mol 

compound 26 เกิดพนัธะไฮโดรเจน 2 พนัธะกบักรดอะมิโน Met12 และ Glu14 บริเวณ N-terminal 

ซ่ึงไม่อยูใ่นส่วนของ N-terminal domain pocket ของ 1OSF โดยมีค่า  binding energy -114.28 

j 
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kcal/mol ส่วน compound 27 ไม่เกิดพนัธะไฮโดรเจนใด ๆ กบัโมเลกุลของ 1OSF  ส่วน compound 

28 เกิดพนัธะไฮโดรเจน 6 พนัธะกบักรดอะมิโน Asp54, Lys58, Asp93, Asn106, Lys112 และ 

Phe138 บริเวณ N-terminal domain pocket ของ 1OSF โดยมีค่า  binding energy -122.41 kcal/mol 

ส่วน compound 29 เกิดพนัธะไฮโดรเจน 6 พนัธะกบักรดอะมิโน Asp54, Lys58, Asp93, Asn106, 

Lys112 และ Gly137 บริเวณ N-terminal domain pocket ของ 1OSF โดยมีค่า  binding energy -

115.29 kcal/mol compound 30 เกิดพนัธะไฮโดรเจน 6 พนัธะกบักรดอะมิโน Asp54, Lys58, 

Asp93, Asn106, Lys112 และ Phe138 บริเวณ N-terminal domain pocket ของ 1OSF โดยมีค่า  

binding energy -98.33 kcal/mol  

ผลการ docking นอกจากจะเกิดการสร้างพนัธะไฮโดรเจนแลว้ ยงัเกิด  hydrophobic 

interaction กบักรดอะมิโนอ่ืน ๆ ของ Hsp90 อีกดว้ย ซ่ึง hydrophobic interaction จะมีลกัษณะท่ี

คลา้ยกนั ในบริเวณท่ีใกลเ้คียงกนั และจ านวนกรดอะมิโนท่ีเกิด hydrophobic interaction มีประมาณ 

10-13 กรดอะมิโน  ยกเวน้ compound 26 ท่ีเกิดการ docking นอกบริเวณ N-terminal domain pocket 

(แต่อยูบ่ริเวณ N-terminal) ของ 1OSF ท่ีมี hydrophobic interaction ท่ีแตกต่างออกไป  

 จากรูปท่ี 14 แสดง surface interaction ระหวา่งสารท่ีทดสอบกบั Hsp90 โดยบริเวณสีเขียว 

หมายถึง hydrogen bond acceptor และบริเวณสีชมพู หมายถึง hydrogen bond donor พบวา่ surface 

interaction ของ 1OSF ท่ี docking กบั สารทดสอบ (ยกเวน้ compound 26) มีทั้ง hydrogen bond 

acceptor และ hydrogen bond donor ขณะท่ี surface interaction ของ 1OSF ท่ี docking กบั 

compound 26 ส่วนใหญ่เป็นแบบ hydrogen bond acceptor  
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4.7 การท านายคุณสมบัติ ADMET ของ geldanamycin และอนุพนัธ์ 

 ADMET คือ Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion และ Toxicity ซ่ึงสามารถ

ท านายไดจ้ากโครงสร้างโมเลกุล ในการศึกษาน้ีใชโ้ปรแกรม SwissADME (http://swissadme.ch) 

และ Pre-ADMET (https://preadmet.bmdrc.kr) เพื่อท านายคุณสมบติั ADMET ของสารทดสอบ 

ไดผ้ลดงัตารางท่ี 6 ซ่ึงพบวา่ ค่า topological polar surface area (TPSA) ของเจลดานามยัซินและอนุ

พนัธ์ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้นมีค่ามากกวา่ 140 แสดงว่าสารเหล่าน้ีมีความเป็นขั้วสูง โดยเฉพาะ

อยา่งยิง่ Compounds 23 และ 30 ซ่ึงมีค่า TPSA 206.74 และ 202.30 ตามล าดบั ค่าการท านาย 

lipophilicity พบวา่สารส่วนใหญ่ (ยกเวน้ Compounds 26 และ 27 มีค่า Log Po/w  5 หมายความวา่

สารเหล่าน้ีถูกดูดซึมไดเ้ป็นอยา่งดี ซ่ึงค่า Log Po/w สอดคลอ้งกบั Caco-2 permeability, human 

intestinal absorption (HIA), skin permeability, P-glycoprotein substrate และ P-glycoprotein 

inhibitor ซ่ึงใชพ้ิจารณาความสามารถในการถูกดูดซึมของสาร ถา้ค่าการท านายของ Caco-2 

permeability ≥ 0.90 หมายความวา่ สารนั้นสามารถดูดซึมเขา้สู่ Caucasian colon adenocarcinoma 

cell line (Caco-2 ) ไดง้่าย ซ่ึงจากการท านายพบวา่สารทุกตวัสามารถถูกดูดซึมเขา้สู่ Caco-2 ไดดี้ ค่า

การท านาย Human intestinal absorption (HIA) หากนอ้ยกวา่ 30% หมายความวา่ สารนั้นถูกดูดซึม

ไม่ดี ซ่ึงจากการท านายพบวา่ ค่า HIA ของสารทุกตวัมีค่าสูงกวา่ 30% นัน่คือ สารทุกตวัถูกดูดซึมได้

ดี ค่าการท านาย skin permeability ซ่ึงหากค่า log Kp > -2.5 หมายความวา่ สารนั้นสามารถดูดซึม

ผา่นชั้นผิวหนงัไดดี้    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://preadmet.bmdrc.kr/
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ตารางท่ี 7 ค่า ADMET ของเจลดานามยัซิน (1) และอนุพนัธ์ท่ีสังเคราะห์ขึ้นใหม่ (23 - 30).  

Propertiesa 

Compounds 

1 23 24 25 26 27 28 29 30 

TPSA 
163.4

8 

206.7

4 

184.7

4 

184.7

4 

184.7

4 

184.7

4 

186.5

1 

188.7

4 

202.3

0 

Consensus log Po/w 1.57 2.01 2.29 4.59 5.02 6.31 2.33 2.04 2.39 

Absorption          

Water solubility (log S) -3.25 -5.19 -5.55 -6.85 
-

11.38 

-

12.80 
-5.81 -5.21 -6.64 

Caco2-cell permeability 20.43 19.80 21.61 28.27 28.16 24.84 20.74 20.44 16.93 

Human intestinal absorption  

(% absorbed) 

84.62 75.89 91.16 92.82 94.20 94.20 87.15 77.85 79.31 

Skin permeability  

(log Kp cm/s) 

-8.31 -8.15 -7.86 -6.60 -6.67 -6.65 -8.08 -8.43 -8.22 

P-Glycoprotein substrate + + + + + + + + + 

P-Glycoprotein inhibitor − − − + + + − − − 

Distribution          

BBB permeability (log BB) 
0.027

0 
0.05 0.04 0.39 

0.19 1.04 0.061

7 

0.051

9 

0.076

6 

Metabolism          

CYP2D6 substrate − − − − − − − − − 

CYP3A4 substrate + + + + + + + + + 

 

 

 

 



  74 

Propertiesa 

Compounds 

1 23 24 25 26 27 28 29 30 

CYP1A2 inhibitor − − − − − − − − − 

CYP2C19 inhibitor − − − − − − − − − 

CYP2C9 inhibitor − − − − − − − − − 

CYP2D6 inhibitor − − − − − − − − − 

CYP3A4 inhibitor + + + + + + + + + 

Excretion          

Renal OCT2 substrate − − − − − − − − − 

Toxicity          

AMES toxicity − − − − − − − − − 

hERG inhibitor + + + +   + + + 

Hepatotoxicity + + + + + + + + + 

Skin sensitization − − − − − − − − − 

a: ADMET, absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity; AMES, Salmonella 

typhimurium reverse mutation assay; Caco2, Caucasian colon adenocarcinoma cell line; BBB, 

blood–brain barrier; BB, blood–brain; hERG, human ether-a-go-go related gene; Kp, skin 

permeability constant; OCT2, organic cation transporter 2; TPSA, topological polar surface area. 

 

ค่า log Kp ของสารทุกตวัมีค่าสูงกวา่ -2.5 นัน่คือ สารทุกตวัถูกดูดซึมผา่นชั้นผิวหนงัไดดี้ 

จากการท านาย พบวา่สารทุกตวัสามารถถูกขบัออกนอกเซลลไ์ดด้ว้ย P-glycoprotein อยา่งไรก็ตาม

สารส่วนใหญ่ไม่ยบัย ั้งการท างานของ P-glycoprotein ยกเวน้ Compounds 25, 26 และ 27 ส่วนค่า 

blood-brain barrier membrane permeability (logBB) การกระจายของสารจากเลือดผา่นตวักั้นเขา้สู่

สมอง ซ่ึงหากค่า logBB > 0.3 หมายความวา่ สารนั้นสามารถผา่นตวักั้นเขา้สู่สมองไดง้่าย หากค่า 

logBB < -1 หมายความวา่ สารนั้นสามารถผา่นตวักั้นเขา้สู่สมองไดย้าก จากการท านายพบวา่ สาร
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ส่วนใหญ่สามารถผา่นตวักั้นเขา้สู่สมองไดป้านกลาง ขณะท่ี Compounds 25 และ 27 สามารถผา่น

ตวักั้นเขา้สู่สมองไดง้่าย จึงอาจเป็นพิษต่อระบบประสาท (neurotoxicity) การท านายค่า  

Cytochrome P450s ซ่ึง Cytochrome P450s เป็นเอน็ไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบั drug metabolism ในตบั 

Cytochrome P450s แบ่งเป็น 2 กลุ่มยอ่ย คือ CYP2D6 และ CYP3A4 จากการท านายพบวา่สารทุก

ตวัเป็น substrate ของ CYP3A4 แต่ไม่เป็น substrate ของ CYP2D6 นอกจากน้ีสารทุกตวัยงัถูกท าวา่

เป็น CYP3A4 inhibitor อีกดว้ย หมายความวา่สารทุกตวัถูก metabolism ในตบั ดงันั้นสารเหล่าน้ีจึง

อาจเป็นพิษต่อตบั (Hepatotoxicity ใหผ้ลบวก) ไม่ถูกขบัออกทางปัสสาวะ (ค่า Renal OCT2 

substrate ใหผ้ลลบ) และไม่ท าใหเ้กิดอาการภูมิแพท่ี้ผิวหนงั (Skin sensitization ให้ผลลบ) การ

ท านาย AMES test ของสารพบวา่ สารทุกตวัไม่เป็นสารท่ีท าใหเ้กิดการผา่เหล่า (non-mutagen) โดย

วิธี Salmonella typhimurium reverse mutation assay  นอกจากน้ี ยงัพบวา่สารเหล่าน้ี ยงัสามารถ

ยบัย ั้ง การแสดงออกของ human ether-a-go-go related gene (hERG inhibitor) จึงอาจเป็นพิษต่อ

หวัใจ (cardiotoxicity) 

 ดงันั้น ค่าการท านายคุณสมบติัทาง ADMET ของเจลดานามยัซินและอนุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ี

สังเคราะห์ขึ้นโดยการอาศยัโครงสร้างเคมี พบวา่ สารเหล่าน้ีเป็น cytochrome substrate, cytochrome 

inhibitor และ hERG inhibitor สารเหล่าน้ีจึงอาจท าใหเ้กิด hepatotoxicity และ cardiotoxicity ได ้

ตามล าดบั นอกจากน้ี สารบางตวั เช่น Compounds 25 และ 27 ยงัสามารถผา่น blood-brain barrier 

ได ้ซ่ึงอาจท าใหเ้กิด neurotoxicity อีกดว้ย 
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บทท่ี 5 

อภิปรายผลการทดลอง 

จากการน าเช้ือน าเช้ือแอคติโนมยัสีทสายพนัธุ์ W14 มาเล้ียงบนอาหาร ISP-2 เพื่อเพิ่ม

จ านวนเป็นเวลา 14 วนัหรือจนกวา่เช้ือจะมีการสร้างสปอร์ท่ีอุณหภูมิห้องแลว้น ามาตดัเป็นช้ินเลก็ ๆ 

ขนาด 1 * 1 cm แลว้น ามาแช่ดว้ยเอทิลอะซิเตด แลว้ระเหยตวัท าละลายออกดว้ยเคร่ืองระเหยแบบ

หมุน มีลกัษณะเป็นของแขง็หนืดสีน ้าตาลเขม้  น ้าหนกั 4.20 กรัม ซ่ึงไดรั้บเช้ือแอคติโนมยัสีทมา

จาก Taechowisan et al. (2019a) มีการแยก endophytic actinomycetes จาก Zingiber zerumbet (L. ) 

ซ่ึงไดส้ายพนัธุ์ใหม่ คือ Streptomyces zerumbet W14 สารประกอบบริสุทธ์ิไดรั้บการทดสอบฤทธ์ิ

ทางชีวภาพเก่ียวกบัคุณสมบติัในการตา้นเช้ือแบคทีเรียและตา้นการอกัเสบ จากขอ้มูลสเปกตรัม

พบวา่ สารประกอบท่ีไดค้ือ เจลดานามยัซินการสกดัและการท าใหบ้ริสุทธ์ิของเจลดานามยัซิน 

(Geldanamycin) โดยวิธีคอลมัน์โครมาโตกราฟี ไดข้องแขง็สีเหลืองปริมาณ 1.15 กรัม (27%) จาก

สารสกดัเอทิลอะซิเตท ของแขง็สีเหลืองถูกน ามาวิเคราะห์โดย NMR ซ่ึงถูกระบุวา่เป็นเจลดานามยั

ซิน (Geldanamycin)  

ถึงแม้ว่าเจลดานามัยซินจะมีฤทธ์ิท่ีน่าสนใจในการต้านมะเร็ง ต้านเช้ือแบคทีเรียแต่ 

เน่ืองจาก เจลดานามัยซินมีความสามารถในการละลายน ้ าท่ีต ่าและความเป็นพิษท่ีสูง จึงมีการ

สังเคราะห์อนุพนัธ์ของ เจลดานามยัซินใหม่ท่ีมีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาท่ีดีขึ้น เช่น DHQ3 และ 17-

demethoxy-reblastatin (17-DR) ซ่ึงเป็นแอนะล็อกของ เจลดานามยัซินได้มาจากการดัดแปลงเป็น

โครงสร้าง phenolic ช่วยเพิ่มความสามารถในการละลายน ้ าได้อย่างมีประสิทธิภาพเม่ือเทียบกับ

โครงสร้างเบนโซควิโนนเดิม (Zhang et al., 2016) (Taechowisan et al., 2020) ได้มีการศึกษาการ

สังเคราะห์อนุพนัธุ์ของเจลดานามยัซิน ท่ีแยกไดจ้าก Streptomyces zerumbet W14 และใช้เป็นสาร

ตั้ ง ต้ น ใน ก ารสั ง เค ร าะ ห์ เจ ล ด าน ามั ย ซิ น  ให ม่  2 ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  17- (tryptamine) -17-

demethoxygeldanamycin แ ล ะ  17- (5′-methoxytryptamine) - 17-demethoxygeldanamycin 

เป้าหมายท่ีส าคญัในการเปล่ียนหมู่ คือ ต าแหน่ง C -17 ของเจลดานามยัซิน จากการศึกษาพบว่า หมู่

เมทอกซี (-OMe) ในต าแหน่งท่ี 17 ของโครงสร้างเจลดานามยัซิน  ถูกแทนท่ีดว้ยเอมีน 2 กลุ่มไดแ้ก่ 

กลุ่ ม อะ มิ โนแอลกอฮอล์  (20,21และ  22)  และกลุ่ ม โดป ามีน  (4) และอ นุพัน ธ์  (10-13) 

สารประกอบทริปโตเฟนอล (20)  ฟีนิลอะลานีนอล (21) และไทโรซีนนอล (22) ถูกสังเคราะห์

จากทริปโตเฟน (14) ฟีนิลอะลานีน (16) และไทโรซีน (18) ตามล าดบั กรดอะมิโนเหล่าน้ีถูกแปลง

เป็น เมทิลเอสเทอร์ตามดว้ยการรีดิวซ์หมู่เอสเทอร์ให้เป็นแอลกอฮอลจึ์งได้อะมิโนแอลกอฮอล ์20-
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22 และส่วนการสังเคราะห์อนุพนัธ์โดปามีน 4 และ 10-13 ถูกสังเคราะห์ขึ้นผา่นการป้องกนัอะตอม

ไนโตเจนของเอมีนปฐมภูมิดว้ย Boc2O ตามด้วยปฏิกิริยา O-alkylation ดว้ยหมู่เมทิล, บิวทิล, เบน

ซิล, และ 2-โบรโมเบนซิล และก าจดัหมู่ป้องกนั Boc ออก จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยากบัเจลดานามยั

ซิน (1) หมู่เมทิลท่ีต าแหน่ง C-17 ถูกแทนท่ีด้วยเอมีนทั้ง 2 กลุ่ม ได้ผลิตภณัฑ์ในการสังเคราะห์

อนุพันธ์ของเจลดานามัยซิน คือ 17G-Dop (23), 17G-Dop-3,4-OMe(24) ,17G-Dop-3,4-OBu(25) 

,17G-Dop-3,4-OBn(26) ,17G-Dop-3,4O2BrBn(27) ,17G-Phe-OH(28), 17G-Tyr-OH(29), แ ล ะ

17G-Trp-OH(30) ซ่ึงเป็นของแขง็สีม่วง  

จากการศึกษาของ(Hermane et al., 2019) การสังเคราะห์ของ เจลดานามัยซินป็นการ

สังเคราะห์แบบ semi-synthesis เป็นการเปล่ียนหมู่ หรือเลียนแบบสารทางธรรมชาติเพื่อท่ีเขา้มาจบั

ในต าแหน่งของ เจลดานามัยซิน เพื่อท่ีจะท าให้ลดการเป็นพิษต่อตับและค่าการละลายน ้ าดีขึ้น 

ตวัอยา่งงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง เช่น เจลดานามยัซิน ท่ีมีหมู่เบนโซควิโนน ยงัไม่ไดเ้ป็นท่ียอมรับในการ

เป็นยาต้านมะเร็ง เน่ืองจากแสดงผลขา้งเคียงท่ีเป็นพิษต่อตบัส่วนหน่ึงเป็นเพราะคุณสมบัติของ 

Michael-acceptor ท่ี มีต่อ thiol จากการศึกษาพบว่าอนุพันธ์ของเจลดานามัยซินชนิดใหม่ ท่ี

สังเคราะห์ขึ้น มีความสามารถในการละลายน ้าไดดี้กวา่เจลดานามยัซิน 2.53 – 36.65 เท่า 

เน่ืองจากเกิดความตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะท่ีพฒันาขึ้นในแบคทีเรียก่อโรคและการเพิ่ม

จ านวนของโรคและเช้ือโรคใหม่ ๆ ในปัจจุบัน เช่น กลุ่มอาการภูมิคุ ้มกันบกพร่องโรคทางเดิน

หายใจเฉียบพลนัรุนแรงและไวรัสไข้หวดัใหญ่ H1N1 (Bérdy, 2005) จากการศึกษาการประเมิน

ทดสอบการตา้นไวรัสของอนุพนัธ์เจลดานามยัซิน compound ท่ี 23-30 พบวา่สารประกอบท่ี 24 เกิด 

end point hemagglutination ท่ี  1:64  มี  virus  2.56*1010  hemagglutination virus particles per ml. 

แ ล ะ ส า ร ป ร ะ ก อ บ ท่ี  25 เ กิ ด  end point hemagglutination ท่ี  1:64 มี  virus  2.56*1010  

hemagglutination virus particles per ml. 

เจลด าน ามั ย ซิ น  ถื อ ได้ว่ า เป็ นส ารทุ ติ ยภู มิ ช นิ ดห น่ึ ง ที แยกได้ จ าก  endophytic 

actionomycetes ซ่ึงพบว่าเป็นยาปฏิชีวนะเบนโซควิโนนท่ีผลิตจาก Streptomyces hygroscopicus 

Geldanamycin จบัและยบัย ั้งการท างานของ cytosolic chaperone ของโปรตีน Hsp90 โปรตีน Hsp90 

ท าหน้าท่ีรักษาความเสถียรและรูปร่างการท างานของโปรตีนส่งสัญญาณท่ีก่อให้เกิดมะเร็งหลาย

ชนิด การยบัย ั้ง Hsp90 ช่วยส่งเสริมการยอ่ยสลายของโปรตีโอโซมของโปรตีนสัญญาณมะเร็งท่ีอาจ

แสดงออกมากเกินไปหรือท ามากเกินไปในเซลลเ์น้ืองอก จากการศึกษาอนุพนัธ์ของเจลดานามยัซิน
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ทั้ง 8 ชนิดน้ีไดรั้บการประเมินกิจกรรมทางชีวภาพ โดยการประเมินความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งของ

อนุพนัธ์เจลดานามยัซิน 23-30 สารประกอบ (23-25) และ (28-30) ความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งปาก

มดลูก (Hela) อยู่ในช่วง 19-62 ไมโครกรัม/มิลลิลิตรซ่ึงออกฤทธ์ิไดดี้กว่าเจลดานามยัซิน (1) และ

สารประกอบ 26-27 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งปากมดลูก (Hela) ปานกลางอยู่ในช่วง 150.29-

172.03 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สารประกอบ 28 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ (HepG2) สูง ท่ี 

24.62 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และสารประกอบ 25 แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตบั (HepG2) 

ในระดบัปานกลาง นอกจากน้ีสารประกอบ 23, 25 และ 27 แสดงความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งเตา้นม 

(MDA-Mb-231) ท่ี  41.88, 70.93 แล ะ  52.12 ไม โครก รัม /มิ ล ลิ ลิ ต ร  ต ามล าดับ  ใน ขณ ะ ท่ี

สารประกอบ 26-30 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเต้านม (MDA-MB-231) ปานกลาง การถูก

กระตุน้โดย apoptosis เก่ียวขอ้งกบัการเปิดใช้งาน caspases หลายชุด caspase ท่ีส าคญัใน pathway 

น้ีคือ caspases9 และ pathway ภายนอกคือ caspase 8 และ pathway ทั้ง 2 มารวมกันเป็น pathway 

caspase 3 จากนั้น Caspase 3 (Ghobrial et al., 2005) กลุ่มโปรตีน Bcl-2 ประกอบดว้ย pro-apoptosis 

และโปรตีนต่อตา้นการตายของเซลลซ่ึ์งมีบทบาทส าคญัในการควบคุมการตายของเซลล์  (Gross et 

al., 1999) Miller et al., 1994 ศึกษาต่อมาพบวา่ การต่อตา้นมะเร็งของ เจลดานามยัซิน น่าจะเป็นผล

มาจากความสามารถในการท าลายเซลลข์องโปรตีนการส่งสัญญาณท่ีควบคุมการเจริญเติบโตสอง

ประเภท ไดแ้ก่ โปรตีนไคเนส และ erbB2 จากการศึกษาท่ีผา่นมากลบัพบว่า เจลดานามยัซินมีความ

สามารถในการเขา้ไปจบัท่ี Hsp90 ท าให้เกิดความผิดปกติในการท างานของโปรตีน Hsp90 ตวัอย่าง

งานวิจยั เช่น เจลดานามยัซิน ซ่ึงเป็นยาปฏิชีวนะเบนโซควิโนนแอนซามยัซินท่ีเขา้ไปจบักบัโดเมน 

N-terminal ADP / ATP ของโปรตีน Hsp90 ซ่ึงน าไปสู่การย่อยสลายของโปรตีนท่ีชักน าไปสู่การ

เป็นมะเร็ง (Li et al., 2019) 

จากการศึกษา Molecular docking ระหวา่งเจลดานามยัซินและอนุพนัธ์ของเจลดานามยัซิน

ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้นกบั Hsp90 พบวา่ Compounds 28, 29 และ 30 จบักบั Hsp90 ท่ี active 

pocket site ขณะท่ี Compounds 23, 24 และ 25 จบักบั Hsp90 ท่ี active pocket site บางส่วน 

Compound 26 จบักบั Hsp90 ท่ีดา้นนอกของ active pocket site ส่วน Compound 27 เกิด 

mechanism อ่ืน ๆ ท่ีไป interaction กบั Hsp90  

จากการท านายคุณสมบติั ADMET ของเจลดานามยัซินและอนุพนัธ์ของเจลดานามยัซิน

ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้น พบวา่มีความคลา้ยกนั คือ สารเหล่าน้ีเป็น cytochrome substrate, 
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cytochrome inhibitor และ hERG inhibitor สารเหล่าน้ีจึงอาจท าใหเ้กิด hepatotoxicity และ 

cardiotoxicity ได ้ตามล าดบั สารบางตวั เช่น Compounds 25 และ 27 ยงัสามารถผา่น blood-brain 

barrier ได ้ ซ่ึงอาจท าให้เกิด neurotoxicity อีกดว้ย และอนุพนัธ์ของเจลดานามยัซินชนิดใหม่ท่ี

สังเคราะห์ขึ้น มีความเป็นขั้วสูงและสามารถดูดซึมไดง้่ายกวา่เจลดานามยัซิน 

 จากการพฒันาโครงสร้างเจลดานามยัซิน เพื่อใหไ้ดอ้นุพนัธ์ชนิดใหม่ท่ีมีคุณสมบติัท่ีดีกวา่

เจลดานามยัซินเดิม เม่ือน ามาทดสอบคุณสมบติัการละลายท่ีดีขึ้น ความสามารถในการยบัย ั้งการ

เพิ่มจ านวน influenza virus และความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งบางชนิด และน าโครงสร้างสารมา

วิเคราะห์ Molecular docking และ ADMET ส่ิงเหล่าน้ีจึงเป็นแนวทางการพฒันายาในอนาคตต่อไป 
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บทท่ี 6 

บทสรุป 

1. การสกดัเจลดานามยัซินจากเช้ือ Streptomyces zerumbet W14 ไดส้ารสกัดหยาบมีลกัษณะ

เป็นของแขง็หนืดสีน ้าตาลเขม้  น ้าหนกั 4.20 กรัม 

2. การท าให้บริสุทธ์ิของเจลดานามยัซิน โดยวิธีคอลมัน์โครมาโตกราฟี ไดข้องแข็งสีเหลือง

ปริมาณ 1.15 กรัม (27%)  

3. เจลดานามยัซิน ถูกน ามาใชเ้ป็นโครงสร้างหลกั ในการสังเคราะห์อนุพนัธ์ชนิดใหม่ โดย

ปฏิกิริยา nucleophilic substitution ท่ีต าแหน่ง C17 ไดอ้นุพนัธ์ชนิดใหม่ 8 ตวั คือ  

(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4- dihydroxyphenethyl)amino)-13-

hydroxy-8,14-dimethoxy-4,10,12,16- tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-

azabicyclo[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18- pentaen-9-yl carbamate (2), 

(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19- ((3,4-dimethoxyphenethyl)amino)-13-

hydroxy-8,14-dimethoxy- 4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-

azabicyclo[16.3.1]docosa- 1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (3), 

(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4- bis(benzyloxy)phenethyl)amino)-13-

hydroxy-8,14-dimethoxy- 4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-

azabicyclo[16.3.1]docosa- 1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (4), 

(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,14S,16R)-19-((3,4-bis((2- bromobenzyl)oxy)phenethyl) 

amino)-13-hydroxy-8,14-dimethoxy- 4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-

azabicyclo[16.3.1]do-cosa- 1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (5), 

(4E,6Z,8S,9S,10E,12S,13R,  14S,16R)-19-((3,4-dibutoxyphenethyl)amino)-13-

hydroxy-8,14- dimethoxy-4,10,12,16-tetramethyl-3,20,22-trioxo-2-azabicyclo 

[16.3.1]docosa-1(21),4,6,10,18-pentaen-9-yl carbamate (6),  

17-((S)-2- amino-3-(1H-indol-3-ylpropan-1-ol)-17-demethoxygeldanamycin (7), 

17- ((S)-2-amino-3-phenylpropan-1-ol)-17-demethoxygeldanamycin (8) และ 

17-((S)-4-(2-amino-3-hydroxypropyl)phenol)-17- demethoxygeldanamycin (9)  
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4. อนุพนัธ์ของเจลดานามยัซินชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้น มีความสามารถในการละลายน ้าได้

ดีกวา่เจลดานามยัซิน 2.53 – 36.65 เท่า 

5. การประเมินทดสอบการตา้นไวรัสของอนุพนัธ์เจลดานามยัซิน compound ท่ี 24 และ 25 มี 

HA titer ท่ี 64 

6. อนุพนัธ์ของเจลดานามยัซินชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้นบางตวั มีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็ง

บางชนิด เช่น Compounds 23 - 25 และ 28 – 30 มีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งปากมดลูกได้

ดีกวา่เจลดานามยัซิน มีความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งตบัไดดี้กวา่เจลดานามยัซิน ยกเวน้  

compound ท่ี 24 ในเซลลม์ะเร็งเตา้นมมีผลท่ีไม่ค่อยดีนกัเม่ือเทียบกบัเจลดานามยัซิน 

7. จากการศึกษา Molecular docking ระหว่างเจลดานามยัซินและอนุพนัธ์ของเจลดานามยัซิน

ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้ นกับ Hsp90 พบว่า Compounds 28, 29 และ 30 จับกับ Hsp90 ท่ี 

active pocket site ขณะท่ี  Compounds 23, 24 และ 25 จับกับ Hsp90 ท่ี  active pocket site 

บางส่วน Compound 26 จบักับ Hsp90 ท่ีด้านนอกของ active pocket site ส่วน Compound 

27 มี mechanism อ่ืน ๆ ท่ีสามารถไป interaction กับบริเวณของ Hsp90 และผลจากการจบั

กบั Hsp90 น้ี สอดคลอ้งกบัคุณสมบติัความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งบางชนิดดว้ย 

8. จากการท านายคุณสมบัติ ADMET ของเจลดานามัยซินและอนุพนัธ์ของเจลดานามัยซิน

ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้น พบว่ามีความคลา้ยกนั คือ สารเหล่าน้ีเป็น cytochrome substrate, 

cytochrome inhibitor และ hERG inhibitor สารเหล่าน้ีจึงอาจท าให้เกิด hepatotoxicity และ 

cardiotoxicity ได ้ตามล าดบั สารบางตวั เช่น Compounds 25 และ 27 ยงัสามารถผา่น blood-

brain barrier ได้ ซ่ึงอาจท าให้เกิด neurotoxicity อีกด้วยและอนุพันธ์ของเจลดานามัยซิน

ชนิดใหม่ท่ีสังเคราะห์ขึ้น มีความเป็นขั้วสูงและสามารถดูดซึมไดง้่ายกวา่เจลดานามยัซิน 
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ภาคผนวก ก 

 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการศึกษา 

            11.1 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการผลิตและการสกดัสารสกดัหยาบ (Crude Extract)  

                   1)   ตูป้ฏิบติัการปลอดเช้ือ (Lamina Airflow) รุ่น HVE-25/50 ยีห่่อ HIRAYAMA)  

                   2)  ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven) 

     3)  เคร่ืองชัง่สาร (Sartorius Scientific Promotion co., LTD) 

                  4)  หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความอนัไอน ้า (Autoclaveรุ่น HVE-25/50 ยีห่่อ HIRAYAM) 

                  5)  เคร่ืองระเหยแบบหมุน (Rotary Evaporator) 

                  6)  จานเพาะเช้ือ 

                  7) ขวดรูปชมพู (Erlenmeyer Flask ขนาด 1000, 500, 250 ml) 

                  8) Round bottom 250 ml (Pyrex,USA) 

                  9)  ห่วงเขี่ยเช้ือ (Aluminium loop) 

                10) กระบอกตวง (Cylender) 

                11)   แผน่เปลวอะลูมิเนียม (Aluminium foil) 

                 12)  ส าลี  

                13)  ตะเกียงแอลกอฮอล ์ 

                14) กรวยกรอง  

                15) มีดตดัวุน้ 

       11.2 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการท าใหบ้ริสุทธ์ิของสารตา้นเช้ือแบคทีเรียจาก endophytic 

actinomycetes 

                    1) capillary tube 
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                    2) แผน่เซลลูโลส  

               3)  Spectrophotometer  

               4)  UV handheld light  

               5) Column chromatography  

        11.3 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการอภิบายโครงสร้างของสารบริสุทธ์ิท่ีแยกได ้ 

               1) Gas chromatography  

               2) NMR spectrometer  

       11.4 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการสังเคราะห์สาร synthesis 

       11.5 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการวิเคราะห์การจบักนัของสารดว้ยวิธีการท า molecular docking 

                1) Program Discovery Studio 2020  

                2) Program Ligpolt 

               3) Program ChemDraw Ultra 12.0  

11.6  อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการเล้ียงเซลล ์

1) CO2 Incubator (New Brunswick Scientific,USA) 

2) Centrifuge tube (Extragenr,USA) 

3) Duran bottle 1000 ml, 500 ml, 250 ml, 100 ml  

4) Eppendorf  

5) Cryotube (Nunc,Denmark) 

6) Microscope (Nikon,Japan) 

7) Tips 1000 ml, 200 ml  

8) ท่ีวางหลอดทดลอง 

9) Syringe 10 ml 

10) Acrodisc syringe filter 0.22  
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11) ตูป้ฏิบติัการปลอดเช้ือ (Lamina Airflow) 

12) ตูเ้ยน็ 4˚C  (Refrigerator) 

13) Micropipette 1000 ml, 100 ml, 20 ml, 10 ml  

14) เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter; 827 pH lab) 

15) Cell culture flask T25  

16) 96 well plate  

11.7  อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการทดสอบไข่ไก่ฟัก 

1) เขม็ฉีดเบอร์ 27, เขม็เจาะเบอร์ 23  

2) ตูป้ฏิบติัการปลอดเช้ือ (Lamina Airflow) 

3) โคมไฟ และ กล่องกระดาษ 

4) Parafin wax  

5) Syringe  

6) คีมเปิดเปลือกไข่ 

7) Betadine 

8) กรรไกร  

9) ขวดฝาเกลียว  

10) Micropipette 1000 ml, 100 ml, 20 ml, 10 ml  

11) Tips 1000 ml, 200 ml  

12) Centrifuge tube (Extragenr,USA) 

13)  Centrifuge (Hettich Zentrifugen Micro 22R, Germany) 

14) 96 well plate กน้กลม  

11.8  สารเคมีท่ีใชใ้นการสกดัสารสกดัหยาบ (Crude Extract) 

1) Ethyl acetate (Fisher Scientific, UK) 

2) Ethanol (Merck KgaA, Germany) 

11.9  สารเคมีท่ีใชใ้นการใหบ้ริสุทธ์ิของสาร 

1) Methanol (Merck, USA) 
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2) Silica gel 60  

11.10 สารเคมีท่ีใชใ้นการเล้ียงเซลล ์

1) Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) 

2) Fetal bovine serum (FBS, Gibco) 

3) Streptomycin และ Penicillin  

4) Sodium bicarbonate (NaHCO3; Merck, Germany) 

5) Copper (III) sulphate (CuSO4.5H2O; Alpha, India) 

6) Sodium chloride (NaCl; ChemeX, USA) 

7) Potassium chloride (KCl; Renkem, india) 

8) Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4; Univar, Australia) 

9) Sodium phosphate dibasic dodecahydrate (Na2HPO412H2O; Univar, Australia) 

10) Dimethyl sulfoxide (DMSO; Merck, Germany) 

11) MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide;Sigma, 

Germany) 

12) Enzyme Trypsin  

      11.12 สารเคมี 

1) Agar 

2) Glucose (Glucose; Univar, AjixFinechem, Australia) 

3) Malt extract (Himedia, Laboratories Put. LTD, India) 

4) Yeast extract (Scharlau,Ahemies.A. Barcelona,Spain) 
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 ภาคผนวก ข 

การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 

1) International Streptomyces Project medium 2 (ISP-2) 

 Yeast                                                                   4.0                                  g 

 Malt extract                                                         10.0                                g 

 Glucose                                                               4.0                                  g 

 Agar                                                                    15.0                                 g 

 pH                                                                       7.0 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 1000 มิลลิลิตร น าไปฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ือง   autoclave ท่ี

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2) อาหารเลีย้งเซลล์เพาะเลีย้ง 

DMEM(Gibco)                                                    10.0                                       g/L 

10% Fetal bovine serum                                      10.0                                     ml/100ml 

 Penicillin                                                              100.0                                    µl/ml 

 Streptomycin                                                        100.0                                   µl/ml 

  ปรับ pH  ใช ้NaHCO3                                                         

Stock อาหาร DMEM ผสมอาหาร DMEM ชนิดผงกบัน ้าประมาณ 90% เขยา่ใหล้ะลาย จากนั้นเติม

สารท่ีเหลือลงไปผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ปรับปริมาตรดว้ยน ้าใหไ้ด ้1000 มิลลิลิตร กรองผ่านกระดาษ

กรองขนาด 0.22 ไมโครเมตร แบ่งใส่ขวด เก็บไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส  

อาหาร DMEM complete   

เติม 10% Fetal bovine serum, Penicillin + Streptomycin  100 µl ในอาหาร 100 ml และปรับ pH 

ขั้นตอนสุดทา้ย pH ประมาณ 7.2-7.5 โดยเติม NaHCO3 ประมาณ 1 ml ต่อปริมาตรอาหาร 200 ml   
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3) Phosphat Buffer Saline (PBS)(10x) 

 NaCl                                                80.0                                    g 

KCl                                                   2.0                                      g 

Na2HPO4                                          11.45                                  g 

KH2PO4                                             2.4                                     g 

เติมน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 

นาที 
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ภาคผนวก ค 

กิจกรรมความเป็นพิษต่อเซลล ์MTT assay  

 

รูปท่ี 15 ผลประเมินความเป็นพิษต่อเซลล ์human cervical cancer cells (HeLa). 
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รูปท่ี 16 ผลประเมินความเป็นพิษต่อเซลล ์human hepatocellular carcinoma cells (HepG2). 
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รูปท่ี 17 ผลประเมินความเป็นพิษต่อเซลล ์ human breast cancinoma cells (MDA-MB-231) 
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รูปท่ี 18 ผลประเมินความเป็นพิษต่อเซลล ์  monkey kidney cells (LLC-MK2). 
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รูปท่ี 19 ผลประเมินความเป็นพิษต่อเซลล ์  African green monkey kidney cells (Vero). 
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ภาคผนวก ง 

NMR spectrum 
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HMBCof 

Geldanamycin  

 



  107 

 

 



  108 

 
 
 

 



  109 

 
 
 

 

 



  110 

 
 

 



  111 

 
 

 

 



  112 

 
 

 



  113 

 
 
 

 



  114 

 
 

 

 



  115 

 
 
 

 



  116 

 
 
 

 



  117 

 

 



  118 

 

 

 



  119 

 

 



  120 

 
 

 

 



  121 

 

 



  122 

 

 
 

 



  123 

 
 
 

 



  124 

 
 
 

 



  125 

 
 
 

 



  126 

 
 
 

 



  127 

 
 

 



  128 

 

 
 

 



  129 

 
 

 



  130 

 
 

 



  131 

 
 

 



  132 

 
 
 
 

 



  133 

 
 
 
 

 



  134 

 
 
 

 



  135 

 
 

 



  136 

 
 
 
 

 



  137 

 
 

 



  138 

 
 

 

 



  139 

 
 

 



  140 

 
 
 

 



  141 

 
 

 



  142 

 
 

 



  143 

 
 

 



  144 

 
 
 

 



  145 

 
 

 



  146 

 
 

 



  147 

 
 

 
 



  148 

 

 
 

 



  149 

 
 

 

 



  150 

 

 

 



  151 

 
 

51
 

 



  152 

 
 

 
 

 



 

ประวัติผู้เขียน  
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