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บทคัดย่อ 

เพปไทด์นิวคลีอิกแอซิด (พีเอ็นเอ) เป็นสารสังเคราะห์เลียนแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ธรรมชาติ    
ซึ่งประกอบด้วยแกนหลักเป็นเพปไทด์ท่ีปราศจากประจุ ซึ่งส่งผลต่อการเพิ่มข้ึนของความแข็งแรงของการจับ
ยึดและความจ าเพาะต่อการเข้าคู่เบสของพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอท่ีสูงกว่าดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ ด้วยคุณสมบัติท่ีดีเยี่ยม
ของพีเอ็นเอ มันจึงสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ ได้อย่างหลากหลาย โดยท่ัวไป การสังเคราะห์พีเอ็น 
เอนิยมกระท าโดยการสังเคราะห์เพปไทด์บนวัฏภาคของแข็ง ซึ่งจะให้ประสิทธิภาพสูงกว่าในวัฏภาค
สารละลาย อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพในการสังเคราะห์ลดลงอย่างมากเมื่อสังเคราะห์พีเอ็นเอโอลิโกเมอร์ท่ี
มีความยาวมากๆ (มากกว่า 10-15 เบส) ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยสนใจท่ีจะพัฒนาวิธีการสังเคราะห์พีเอ็นเอท่ีมี
ล าดับเบสยาวขึ้น โดยอาศัยกระบวนการเช่ือมต่อเปรียบเทียบกัน 3 วิธี ดังนี้ 1) การเช่ือมกันด้วยการท า
ปฏิกิริยาคลิก (Click reaction) ระหว่างหมู่ฟังก์ชันเอไซด์ กับแอลไคน์ 2) การเช่ือมกันด้วยปฏิกิริยาการ
แลกเปล่ียนของไทออล (Thiol-exchange reaction) ของหมู่ฟังก์ชันไทออลกับพิริดิลไดซัลไฟด์ และ 3)  
การเช่ือมกันด้วยการท าปฏิกิริยาไมเคิลแอดดิชัน (Michael addition reaction) ของหมู่ฟังก์ชันไทออลกับ
มาลิอิไมด์ โดยพีเอ็นเอท่ีใช้ในงานวิจัยนี้คือพีเอ็นเอชนิดท่ีมีคอนฟอร์เมชันจ ากัดท่ีเรียกว่าเอซีพีซีพีเอ็นเอซึ่ง
แสดงสมบัติการจับยึดกับดีเอ็นเอท่ีแข็งแรงและจ าเพาะเจาะจงกว่าพีเอ็นเอปกติ ปฏิกิริยาเช่ือมต่อจะกระท า
กับไดเมอร์ของเอซีพีซีพีเอ็นเอท่ีมีล าดับเบสเป็น TT และผ่านการดัดแปรท่ีเหมาะสมเป็นตัวอย่างทดสอบ 
โดยติดตามการเกิดปฏิกิริยาการดัดแปรและการเช่ือมต่อของพีเอ็นเอด้วยเทคนิคมัลดิทอฟ แมสสเปกโตรเมท
รี พบว่า การเช่ือมกันของพีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาไมเคิลแอดดิชันของเอซีพีซีพีเอ็นเอท่ีถูกดัดแปรด้วยหมู่ไทออล
และเอซีพีซีพีเอ็นเอท่ีถูกดัดแปรด้วยหมู่มาลิอิไมด์ให้ผลดีท่ีสุด โดยการเติมหมู่ไทออลเข้าไปท่ีเอซีพีซีพีเอ็นเอ
ในรูปแบบท่ีถูกปกป้องด้วยหมู่อะเซติลโดยอาศัยการสังเคราะห์เพปไทด์ตามปกติ จากนั้นจึงก าจัดหมู่ปกป้อง
ออกด้วยไฮดราซีน โดยสามารถก าจัดไดซัลไฟด์ท่ีเป็นผลิตภัณฑ์ข้างเคียงและเปล่ียนให้เป็นไทออลโมโนเมอร์
โดยการท าปฏิกิริยากับทริส(คาร์บอกซีเอทิล)ฟอสฟีน (TCEP) ก่อนน าไปเช่ือมต่อกับเอซีพีซีพีเอ็นเอท่ีถูกดัด
แปรด้วยหมู่มาลิอิไมด์ การศึกษาโดยมัลดิ-ทอฟแสดงให้เห็นประสิทธิภาพการเช่ือมต่อท่ีดีดังจะเห็นได้จาก
การเกิดผลิตภัณฑ์จากการเช่ือมต่อท่ีต้องการเป็นส่วนใหญ่ โดยมีผลิตภัณฑ์ข้างเคียงอื่นเกิดน้อยมาก 

 
ค าส าคัญ: พิโรลิดินิลพีเอ็นเอ, การเช่ือมกันของไบโอโมเลกุล, ปฏิกิริยาไมเคิลแอดดิชัน, ปฏิกิริยาคลิก , 
ปฏิกิริยาการแลกเปล่ียนของไทออล 
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Abstract 

Peptide nucleic acid (PNA) is a synthetic oligonucleotide mimic consisting of  an 
uncharged peptide backbone which contributes to a higher binding affinity and sequence 

specificity of PNADNA when compared to DNADNA hybrids. With excellent benefits of PNA, 
this molecule have been successfully applied in various applications. Generally, the PNA 
synthesis is carried out by solid phase peptide synthesis which offers a higher efficiency than 
solution phase synthesis. However, the efficiency of PNA synthesis is dramatically decreased 
for long chain of PNA oligomers (more than 10-15 bases). In this study, we tried to develop 
a reliable ligation methods for synthesizing longer PNA oligomers by comparing three 
methods, namely 1) Click reaction between azide and alkyne, 2) Thiol-exchange reaction of 
thiol and pyridine disulfide, and 3) Michael addition reaction of thiol and maleimide. The 
PNA used in this study is the conformationally constrained acpcPNA that showed even 
stronger affinity and sequence specificity towards DNA than conventional PNA. The ligation 
reactions were performed using appropriately modified acpcPNA dimer as a model (TT 
sequence). The progress of the acpcPNA modification and ligation was monitored by MALDI-
TOF mass spectrometry. The ligation of two short acpcPNA sequences via Michael addition 
between thiol modified acpcPNA and maleimide-modified acpcPNA gave the best results. 
The thiol group was introduced to the acpcPNA via standard peptide coupling in the form 
of acetyl-protected thiol, which was subsequently deprotected using hydrazine. The 
disulfide by-product was also formed, but this could be converted to the monomeric thiol 
by treatment with tris(carboxyethyl)phosphine (TCEP) before linkaged with the maleimide-
modified acpcPNA. MALDI-TOF results showed the highest efficiency as revealed by the 
predominant formation of the desired ligated acpcPNA and little other by-products. 

 
Keywords: Pyrrolidinyl PNA, Bioconjugation, Michael addition, Click reaction, Thiol-exchange 
reaction 
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คุณโชติมา วิไลวัลย์ ท่ีคอยให้ค าแนะน าถึงข้อปฏิบัติภายในห้องปฏิบัติการ ขอขอบคุณ นายฐิติพงษ์ ค าเคนทรง
พานุช นายชญัญ เจริญภักดี นางสาวเพ็ญทิพ เมืองแก้ว นายณัฐพล จิระกิตติวุฒิ นางสาวกชกร ศุภบวรสถิตย์ 
นางสาวตรีชฎา รัฐจักร์ นายเกรียงศักดิ์ ฝ้ายเครือ นางสาวดวงรัตน์ นิ่มอนุสสรณ์กุล และนางสาวบุญส่ง ดิษมังค
ล้อ ท่ีคอยให้ค าแนะน าตลอดจนให้ความช่วยเหลือในทุกๆขั้นตอนของการท าวิจัย และขอขอบคุณทุกๆก าลังใจ
และความช่วยเหลือจากพ่อ แม่ และเพื่อนๆ ในภาควิชาเคมี  
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มหาวิทยาลัย ท่ีให้การสนับสนุนในการด าเนินงานวิจัยครั้งนี้ ผู้วิจัยขอน้อมร าลึกในความกรุณาของทุกท่านท่ีได้
กล่าวมากล่าวมาข้างต้น และบุคคลท่ีไม่ได้เอ่ยนามไว้ ณ ท่ีนี้ 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 

ในปัจจุบันโอลิโกนิวคลีโอไทด์สังเคราะห์ซึ่งสามารถเข้าคู่กับสายดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอได้อย่าง
สมบูรณ์แบบจ าเพาะเจาะจง มีบทบาทในการพัฒนาเพื่อน าไปประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ได้หลากหลาย เช่น
การพัฒนาเพื่อน าไปใช้ในการรักษาโรคเกี่ยวกับพันธุกรรม1 (gene therapy) และการตรวจสอบล าดับเบสของ
ดีเอ็นเอ2 (DNA sequence determination) เพื่อวัตถุประสงค์ต่างๆ เช่น การตรวจวินิจฉัย เป็นต้น แต่ดีเอ็น
เอเมื่ออยู่ในสภาวะของร่างกายปกติจะไม่เสถียรและถูกย่อยด้วยเอนไซม์นิวคลีเอสได้ง่าย นอกจากนี้การท่ีดีเอ็น
เอมีหมู่ฟอสเฟตอยู่ในสายโซ่หลักท าให้มีประจุลบและเกิดแรงผลักระหว่างดีเอ็นเอสองสายท่ีมาเข้าคู่กัน     
ความเสถียรของการเข้าคู่กันของดีเอ็นเอจึงมีขีดจ ากัด 

ภายหลังจึงได้มีการพัฒนาพีเอ็นเอ 3,4 (peptide nucleic acids, PNA) ซึ่งเป็นสารสังเคราะห์
เลียนแบบสายโอลิโกนิวคลีโอไทด์ธรรมชาติเพื่อแก้ไขปัญหาดังกล่าวข้างต้น โดยโครงสร้างของพีเอ็นเอประกอบ
ไปด้วยสายหลักท่ีไม่มีประจุท าให้การเข้าคู่กันระหว่างพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอปราศจากแรงผลักระหว่างประจุลบ
ของหมู่ฟอสเฟต ท าให้สามารถจับกับดีเอ็นเอท่ีเป็นเป้าหมายได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่าดีเอ็นเอจับกับดี
เอ็นเอด้วยกันเองในธรรมชาติ โดยการเข้าคู่เบสระหว่างพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอเป็นไปตามกฎของวัตสัน -คริก 
เช่นเดียวกับการเข้าคู่กันเองของดีเอ็นเอ กล่าวคือ เบสไทมีน (T) เข้าคู่กับ เบสอะดีนีน (A) ด้วยพันธะไฮโดรเจน
สองพันธะ ส่วนเบสไซโตซีน (C) เข้าคู่กับเบสกัวนีน (G) ด้วยพันธะไฮโดรเจนสามพันธะ 

ในการสังเคราะห์สายโอลิโกนิวคลีโอไทด์ รวมท้ังพีเอ็นเอ ส่วนใหญ่จะใช้วิธีการสังเคราะห์บนวัฏภาค
ของแข็งท่ีพัฒนาขึ้นมาโดย Merrifield5 ส าหรับการสังเคราะห์เพปไทด์ ซึ่งแม้จะเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูงกว่า
การสังเคราะห์ในวัฏภาคสารละลาย เนื่องจากสามารถใช้โมโนเมอร์มากเกินพอเพื่อบังคับให้ปฏิกิริยาเกิดไป
ข้างหน้าได้อย่างสมบูรณ์โดยไม่มีปัญหาเรื่องการแยกผลิตภัณฑ์ออกจากโมโนเมอร์ท่ีเกินพอเพราะผลิตภัณฑ์จะ
อยู่บนวัฏภาคของแข็ง จึงสามารถล้างโมโนเมอร์ท่ีเกินพอออกได้ง่าย แต่วิธีนี้ก็ยังมีข้อจ ากัดท่ีเมื่อสังเคราะห์โอลิ
โกเมอร์ท่ีมีความยาวมากๆ โดยแม้ประสิทธิภาพการเช่ือมต่อของโมโนเมอร์ในแต่ละขั้นจะสูง แต่เมื่อท าซ้ าๆ 
หลายรอบ จะท าให้ประสิทธิภาพโดยรวมลดลง  จึงท าให้ร้อยละของผลิตภัณฑ์ท่ีได้ต่ า ตัวอย่างเช่น ถ้าปฏิกิริยา
เช่ือมต่อของโมโนเมอรในแต่ละขั้นมีประสิทธิภาพ 90% เมื่อผ่านไป 10, 20 และ 50 รอบ ผลิตภัณฑ์สุดท้ายท่ีมี
ความยาว 10, 20 และ 50 หน่วยจะเหลือ 34.9, 12.2 และ 0.5% ตามล าดับ จะเห็นได้ว่า ยิ่งถ้าความยาว
เพิ่มขึ้น ประสิทธิภาพจะลดลงเป็นทวีคูณ โดยปกติการสังเคราะห์พีเอ็นเอจะได้ประสิทธิภาพดีถึงความยาว
ประมาณ 10-15 เบสเท่านั้น ในงานวิจัยนี้ต้องการท่ีจะแก้ไขปัญหาดังกล่าว โดยการสังเคราะห์พีเอ็นเอท่ีมี
ล าดับเบสยาวขึ้นจากพีเอ็นเอสายส้ันๆ สองสาย โดยผ่านกระบวนการเช่ือมต่อท่ีเหมาะสม เช่น การเช่ือมกัน
ด้วยการท าปฏิกิริยาคลิก (click reaction) ของหมู่ฟังก์ชันเอไซด์กับแอลไคน์ และการเช่ือมกันด้วยการท า
ปฏิกิริยาไมเคิลแอดดิชัน (Michael addition) และปฏิกิริยาการแลกเปล่ียนของไทออล (thiol-exchange 
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reaction) โดยคาดว่าการเช่ือมต่อพีเอ็นเอสายส้ันๆ นี้จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการสังเคราะห์พีเอ็นเอสาย
ยาว และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการเช่ือมต่อระหว่างพีเอ็นเอกับโมเลกุลอื่น เช่น ดีเอ็นเอ หรือเพปไทด์ 
เพื่อให้ได้โมเลกุล   พีเอ็นเอลูกผสมท่ีอาจน าไปใช้พัฒนาทางด้านเทคโนโลยีทางพันธุกรรมต่างๆ 
 

1.2 ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 

1.2.1 เพปไทด์นิวคลีอิกแอซิด (พเีอ็นเอ) 
 

พีเอ็นเอ6 หรือเพปไทด์นิวคลีอิกแอซิด หรือพอลิเอไมด์นิวคลีอิกแอซิด เป็นสารสังเคราะห์เลียนแบบ
สายโอลิโกนิวคลีโอไทด์ธรรมชาติ ในปี 1991 Nielsen และคณะ3,6 ได้สังเคราะห์พีเอ็นเอต้นแบบท่ีเรียกว่า 
aminoethylglycyl PNA (aegPNA) ได้จากการการเลียนแบบโครงสร้างดีเอ็นเอด้วยการแทนท่ีหมู่น้ าตาลและ
หมู่ฟอสเฟตด้วย N-(2-aminoethylglycine) ท่ีเช่ือมต่อกันด้วยพันธะเพปไทด์ ดัง รูปที่ 1.1 พีเอ็นเอแสดง
สมบัติการจับยึด (hybridization) กับดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอเป้าหมายเหมือนกับดีเอ็นเอจับกับดีเอ็นเอด้วย
กันเองโดยอาศัยความจ าเพาะของการเข้าคู่กันระหว่างเบสในโมเลกุล และเนื่องจากโครงสร้างของพีเอ็นเอ
ประกอบไปด้วยสายพอลิเพปไทด์ท่ีไม่มีประจุท าให้การเข้าคู่กันระหว่างพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอปราศจากแรงผลัก
ระหว่างประจุลบของหมู่ฟอสเฟตดังท่ีพบในดีเอ็นเอ ท าให้พีเอ็นเอสามารถจับกับดีเอ็นเอสายเด่ียวได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ เกิดเป็นโมเลกุลลูกผสมแบบดับเบิลเฮลิกซ์ท่ีมีความเสถียรมากกว่าดีเอ็นเอจับกับดีเอ็นเอ ด้วย
กันเองดังรูปที่ 1.2  โดยพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอจะแสดงความจ าเพาะเจาะจงท่ีสูงกว่าดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ โดยพีเอ็นเอจะ
ให้โมเลกุลผสมท่ีมีความผิดพลาดในการเข้าคู่ของล าดับเบสได้น้อยกว่าดีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ นอกจากนี้ยังพบว่าพี
เอ็นเอยังมีความเสถียรต่อเอนไซม์นิวคลีเอสและโปรตีเอสอีกในร่างกาย 7 สมบัติท่ีน่าสนใจเหล่านี้จึงท าให้มี
การศึกษาและพัฒนาเกี่ยวกับพีเอ็นเออย่างต่อเนื่อง  

 

 
 

รูปที่ 1.1 โครงสร้าง DNA และ aegPNA 
 



3 
 

 
 

รูปที่ 1.2 การเข้าคู่กันของ aegPNA และ DNA แบบแอนติพาราเรล 
 

ในช่วงประมาณ 25 ปีท่ีผ่านมาพีเอ็นเอต้นแบบของ Nielsen (aegPNA) ได้ถูกน าไปประยุกต์ใช้ใน
ด้านต่างๆ เช่น การรักษาโรคโดยการควบคุมการแสดงออกทางพันธุกรรม8 และตรวจวินิจฉัยโรค9 มีการพัฒนา
ต่อมาเพื่อปรับปรุงสมบัติบางประการให้ดีขึ้น เช่น ความสามารถในการจับยึดกับดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอ

เป้าหมาย ตัวอย่างท่ีส าคัญหนึ่งคือการแทนท่ีไฮโดรเจนอะตอมบนต าแหน่ง  ของ N-2-aminoethylglycine 
backbone ของ aegPNA ดังรูปที่ 1.3 (a) ด้วยหมู่แอลคิลขนาดเล็ก เช่น ไฮดรอกซีเมทิล หรืออะมิโนแอลคิล 

เกิดเป็น -PNA ท่ีแสดงสมบัติการจับยึดท่ีดีกว่าพีเอ็นเอต้นแบบเนื่องจากการบังคับคอนฟอร์เมชันของโมเลกุล
ของพีเอ็นเอด้วยหมู่แอลคิลท่ีเพิ่มเข้าไป10 อีกวิธีการหนึ่งท่ีนิยมใช้ในการบังคับคอนฟอร์เมชันของพีเอ็นเอคือ
การท าให้โครงสร้างมีลักษณะเป็นวงแหวน เช่น ในปี 2005 Vilaivan และคณะ11,12,13 ได้พัฒนาระบบของ 
pyrrolidinyl PNA ดังรูปที่ 1.3 (b) ท่ีใช้วงแหวนพิร์โรลิดีนเป็นตัวจ ากัดคอนฟอร์เมชันของพีเอ็นเอ ตัวอย่างเช่น 
acpcPNA ซึ่ งมี โครงสร้างหลักเป็น  D-prolyl-2-aminocyclopentanecarboxylic acid ซึ่ งนอกจากจะ
สามารถจับกับดีเอ็นเอได้อย่างแข็งแรง และจ าเพาะเจาะจงกว่า aegPNA พิร์โรลิดินิลพีเอ็นเอยังมีสมบัติพิเศษ
อีกหลายประการท่ีแตกต่างจากพีเอ็นเอปกติ เช่น การเลือกจับเฉพาะในทิศทางแอนติพาราเรลเหมือนกับใน
ธรรมชาติ เทานั้น โดยเป็นผลจาก pyrrolidinyl PNA ถูกจ ากัดความยืดหยุ่นจากโครงสร้างของวงแหวนพิร์โรลิ
ดีน ท าให้ไม่สามารถจับกับดีเอ็นเอทิศทางพาราเรลเหมือนกับ aegPNA การเลือกจับกับดีเอ็นเอได้ดีกว่าอาร์
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เอ็นเอและการท่ีพิร์โรลิดินิลพีเอ็นเอไม่สามารถเข้าคู่กันเอง ท าให้มีการน าพิร์โรลิดินิลพีเอ็นเอไปประยุกต์ใช้งาน
ได้อย่างกว้างขวาง14,15 

 

 
 

รูปที่ 1.3 โครงสร้างของ (1) -modified PNA และ (2) พิโรลิดินิลพีเอ็นเอชนิด acpcPNA 
 

1.2.2 การเชื่อมกันของไบโอโมเลกุล  
 

การเช่ือมกันระหว่างไบโอโมเลกุล (bioconjugation)16 คือ การเช่ือมกันระหว่างโมเลกุลสองโมเลกุล
หรือมากกว่านั้นด้วยการท าปฏิกิริยาทางเคมีจนเกิดเป็นพันธะโคเวเลนต์ท่ีมีความเสถียร ซึ่งสามารถเกิดได้ง่าย
ภายใต้ภาวะท่ีไม่รุนแรงและเข้ากันได้กับไบโอโมเลกุลท่ีสนใจโดยไม่ท าลายไบโอโมเลกุลให้เส่ือมสภาพ เช่น ใน
บัฟเฟอร์ ท่ีมีน้ าเป็นตัวท าละลายท่ีอุณหภูมิห้องหรือต่ ากว่า และมีความจ าเพาะเจาะจงสูง โดยไม่เกิด
ปฏิกิริยาข้างเคียงอื่น ซึ่งการเช่ือมต่อนี้จะท าให้ไบโอโมเลกุลมีฟังก์ชันการท างานท่ีหลากหลายท่ีสามารถน าไป
ประยุกต์ใช้ในสาขาต่างๆได้ เช่น ใช้ในการติดตามการท างานในเซลล์ ใช้ในการขนส่งยาเข้าสู่เซลล์เป้าหมาย 
เป็นต้น ตัวอย่างของปฏิกิริยาท่ีนิยมใช้ในการเช่ือมต่อไบโอโมเลกุลเข้าด้วยกัน17 ได้แก่ click reaction, thiol-
base reaction และ hydrazone/oxime formation ซึ่งท่ีผ่านมามีเฉพาะปฏิกิริยาคลิกเท่านั้นท่ีเคยมีผู้น ามา
ประยุกต์ใช้ในการเช่ือมต่อพีเอ็นเอสองสายเข้าด้วยกัน23,25  

 
a.) การเชื่อมกันของไบโอโมเลกุลด้วยปฏิกิริยาคลิก  
 

ปฏิกิริยาการปิดวงของหมู่เอไซด์และหมู่แอลไคน์เกิดเป็นสารประกอบ 1,2,3-ไตรอะโซล มีช่ือเฉพาะ
ว่า Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition ซึ่งแต่เดิมปฏิกิริยานี้จะเกิดภายใต้ภาวะท่ีค่อนข้างรุนแรง และมี 
regioselectivity ท่ีไม่ดีนัก แต่เมื่อไม่นานมานี้ Meldal18 และ Sharpless19 ได้ค้นพบว่าปฏิกิริยานี้สามารถเร่ง
ได้ด้วย Cu(I) ท าให้เกิดปฏิกิริยาภายใต้สภาวะท่ีไม่รุนแรงท่ีอุณหภูมิห้อง ได้เป็นผลิตภัณฑ์ เพียง regioisomer 
เดียวคือ 1,4-disubstituted 1,2,3-triazoles ท่ีมีความเสถียร ดังรูปที่ 1.4 โดยกลไกการเกิดปฏิกิริยาเริ่มจาก 
Cu(I) จะเข้าไปโคออดิเนตกับหมู่แอลไคน์ จากนั้นหมู่เอไซด์จะเข้ามาท าปฏิกิริยากับหมู่แอลไคน์นี้  ส่งผลให้หมู่
ฟังก์ชันท้ังสองอยู่ใกล้ชิดกันและเกิดผลิตภัณฑ์เป็นวง triazole ท่ีมีความเสถียร ปัจจุบันปฏิกิริยานี้เป็นท่ีรู้จักกัน
ในช่ือของ click reaction20 จากการท่ีมันเป็นปฏิกิริยาท่ีท าได้ง่าย ไม่ยุ่งยากและเกิดได้อย่างรวดเร็ว อีกท้ังยังมี
ความจ าเพาะเจาะจงสูง โดยเกิดเฉพาะกับหมู่แอลไคน์และหมู่เอไซด์ ซึ่งเป็นหมู่ฟังก์ชันท่ีไม่ค่อยพบในธรรมชาติ 

-modified PNA 
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มันจึงเป็นหนึ่งในปฏิกิริยาท่ีได้รับความนิยมในการน ามาประยุกต์ใช้ในการเช่ือมต่อระหว่างไบโอโมเลกุล เช่น 
การดัดแปลงโปรตีนโดยโมเลกุลขนาดเล็ก21 การเช่ือมกันระหว่างเพปไทด์และดีเอ็นเอ22 เป็นต้น  

 

  
 

รูปที่ 1.4 กลไกการปฏิกิริยาท่ัวไปของปฏิกิริยาคลิก โดย Fokin, Sharpless และคณะ 

 
ในปี 2007 Gogoi และคณะ23 ได้เช่ือมต่อเพปไทด์และพีเอ็นเอเข้าด้วยกันโดยอาศัย click reaction 

ระหว่างหมู่แอลไคน์จาก propynoic acid ท่ีต่อบนสายเพปไทด์ และหมู่เอไซด์ท่ีต่อบนพีเอ็นเอหรือทีเอเอ็นเอ 
(thioacetamido nucleic acid ซึ่งเป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด์สังเคราะห์ท่ีมีการแทนท่ีหมู่ฟอสเฟตของดีเอ็นเอ
ด้วย N3‘−CO−CH2−S−CH2 ดังรูปที่ 1.6) โดยผ่านกรดอะมิโน (2S,4S)-4-azidoproline และใช้ตัวเร่งปฏิกิริยา
คือ Cu(I) ในน้ า พบว่าสามารถเช่ือมต่อกันได้อย่างจ าเพาะเจาะจงและปราศจากการรบกวนจากหมู่ฟังก์ชันอื่น
ในระบบ ดังรูปที่ 1.5 

 

 
 
รูปที่ 1.5 การเช่ือมกันของ peptide-alkyne กับ 4-azidoprolyl oligonucleotide โดยปฏิกิริยาคลิก 
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รูปที่ 1.6 โครงสร้าง thioacetamido nucleic acids (TANA) 
 

ในปี 2008 Kocalka และคณะ24 ได้เช่ือมต่อสายดีเอ็นเอสองสายบนวัฏภาคของแข็ง โดยการดัด
แปรหมู่แอลไคน์และหมู่เอไซด์ลงบนเบส uracil ของดีเอ็นเอแต่ละสาย จากนั้นจึงน ามาเช่ือมต่อกันด้วยพันธะ
โคเวเลนต์ ดังรูปที่ 1.7 ท่ีท าให้การเข้าคู่กันของสายดีเอ็นเอมีความเสถียรต่อความร้อนมากกว่าปกติถึง 30 oC 
และไม่รบกวนโครงสร้างแบบ B-DNA ท่ีได้จากการเข้าคู่กันของ DNA สองสาย ซึ่งเป็นรูปแบบของดีเอ็นเอท่ีพบ
มากท่ีสุดในธรรมชาติ 

    
 

รูปที่ 1.7 การเช่ือมกันระหว่างหมู่แอลไคน์และหมู่เอไซด์ท่ีถูกปรับเปล่ียนลงบนเบส uracil ของสายโอลิโก-      
นิวคลีโอไทด์สองสาย 

 
ในปี 2010 Peng และคณะ25 ได้พัฒนาวิธีการสังเคราะห์พีเอ็นเอสายยาวหรือการเช่ือมพีเอ็นเอกับ

โมเลกุลอื่น โดยใช้ปฏิกิริยาคลิกของหมู่เอไซด์บนปลายด้านอะมิโนกับหมู่แอลไคน์บนปลายด้านคาร์บอกซิลของ
อีกโมเลกุลหนึ่ง โดยมีตัวเร่งปฏิกิริยา คือ Cu(I)  และเมื่อสังเคราะห์โอลิโกเมอร์ท่ีมีสายยาวมากขึ้นจะส่งผลให้
ร้อยละของผลิตภัณฑ์ลดลง ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ท าปฏิกิริยาแบบ templated ligation หรือ การเช่ือมกันระหว่าง
โมเลกุล โดยอาศัยสายโอลิโกนิวคลีโอไทด์แม่แบบท่ีสามารถเข้าคู่กับพีเอ็นเอและดีเอ็นเอได้ ท าให้มี
ความจ าเพาะเจาะจงในการเช่ือมกันมากขึ้น และสามารถเกิดปฏิกิริยาได้อย่างรวดเร็ว ซึ่งสามารถน ามาใช้ใน
การเช่ือมพีเอ็นเอกับพีเอ็นเอ และพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ ภายใต้สภาวะท่ีไม่รุนแรงได้ ส่วนการเช่ือมพีเอ็นเอกับ
เพปไทด์สามารถสังเคราะห์ได้โดยไม่ต้องอาศัย template ดังรูปที่ 1.8 
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รูปที่ 1.8 การเช่ือมของพีเอ็นเอกับสายโอลิโกนิวคลีโอไทด์ผ่านการท าปฏิกิริยาคลิก 
 

ในปี 2013 Qiu และคณะ26 ได้สังเคราะห์สายโอลิโกนิวคลีโอไทด์ท่ีมีล าดับเบสยาวถึง 186 เบส โดย
การท าปฏิกิริยา Cu(I) catalyzed [3+2] azide–alkyne cycloaddition (CuAAC) ของโอลิโกนิวคลีโอไทด์ท่ี
ถูกดัดแปรด้วยหมู่เอไซด์และแอลไคน์ ดังรูปที่ 1.9 ซึ่งมีประสิทธิภาพดีกว่าการสังเคราะห์สายโอลิโกนิวคลีโอ
ไทด์ตามวิธีท่ัวไป 

 

 
 

รูปที่ 1.9 การเช่ือมกันระหว่างโอลิโกนิวคลีโอไทด์ผ่านการท าปฏิกิริยา CuAAC  
 
b.) การเชื่อมกันของไบโอโมเลกุลด้วยหมู่ไทออล 
 

ในธรรมชาติหมู่ไทออล (thiol) หรือหมู่ซัลฟ์ไฮดริล (sulfhydryl) เป็นหมู่ ท่ีมีความว่องไวในการ
เกิดปฏิกิริยาหรือมีความเป็นนิวคลีโอไฟล์ท่ีดี ซึ่งสามารถพบได้ในส่วนประกอบของโซ่ข้าง (side chain) ของ
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กรดอะมิโนซีสเทอีน (cysteine) ในโปรตีน ดัง รูปที่ 1.10 และหมู่ไทออลยังมีความจ าเพาะเจาะจงในการ
เกิดปฏิกิริยาสูง อีกท้ังยังเป็นนิวคลีโอไฟล์ท่ีดีในช่วง pH ท่ีกว้าง จึงนิยมน าหมู่ไทออลมาประยุกต์ใช้ในการเช่ือม
กันระหว่างไบโอโมเลกุล17 เช่น ปฏิกิริยาระหว่างหมู่ไทออล และหมู่ haloacetyls, maleimides, aziridines, 
acryloyls, arylating agents, vinylsulfones และ pyridyl disulfides (รูปที่ 1.11) แต่หมู่ไทออลมักเกิดเป็น
พันธะ disulfide ได้ง่ายจากปฏิกิริยาออกซิเดชันในอากาศ จึงมักต้องท าปฏิกิริยารีดักชันเพื่อให้เกิดเป็นหมู่     
ไทออลอิสระ โดยรี ดิวซิงเอเจนต์ท่ีนิยมใช้ คือ tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP)27 เนื่องจากมี
ความสามารถในการละลายน้ าท่ีดี ไม่มีกล่ินและไม่เป็นพิษ อีกท้ังยังท าหน้าท่ีเป็นตัวให้อิเล็กตรอนท่ีเสถียร  

 

 
 

รูปที่ 1.10 โครงสร้างของกรดอะมิโน L-Cysteine 
 

 
 

รูปที่ 1.11 การเกิดปฏิกิริยาของ thiolate กับ (1) haloacetamide, (2) maleimide, และ (3) disulfide 

 

Michael addition reaction 

หมู่ไทออลสามารถเกิดปฏิกิริยา michael addition อย่างจ าเพาะเจาะจงกับหมู่มาลิอิไมด์ท่ีเป็น 
Michael acceptor ท่ีดี ดังรูปที่ 1.12 โดยเกิดปฏิกิริยาได้อย่างรวดเร็วท่ีอุณหภูมิห้องและท่ีช่วง pH 6.5 ถึง 
7.5 โดยไม่ต้องอาศัยตัวเร่งปฏิกิริยา เกิดเป็นผลิตภัณฑ์เป็น thiol-maleimide adduct ท่ีมีความเสถียร 
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รูปที่ 1.12 กลไลการเกิดปฏิกิริยาของหมู่ไทออลกับหมู่มาลิอิไมด์ 
 

ในปี 2002 Rogers และคณะ28 ได้สังเคราะห์โมเลกุลลูกผสมของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอ โดยใช้วิธี 
postsynthetic ligation ในการเช่ือมต่อระหว่างพีเอ็นเอท่ีอยู่ในรูป PNA-DNA-PNA triplex (bis-PNA) ซึ่ง
เป็นดีเอ็นเอสายส้ันๆท่ีมีล าดับเบสชนิด purine ดังรูปที่ 1.13 (1) ท่ีถูกดัดแปรด้วยหมู่มาลิอิไมด์กับดีเอ็นเอท่ีมี
หมู่ไทออล เกิดเป็นพันธะโคเวเลนต์ ดังรูปที่ 1.13 (2) ท่ีท าให้โมเลกุลนี้สามารถซ่อมแซมดีเอ็นเอเป้าหมายได้
อย่างจ าเพาะเจาะจง ซึ่งคุณสมบัตินี้อาจน าไปใช้ในการแก้ไขข้อบกพร่องของยีนเป้าหมายท่ีเกี่ยวกับโรคทาง
พันธุกรรมได้ 

(1) 
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รูปที่ 1.13 (1) การเช่ือมกันของ bis-PNA กับ duplex DNA และ (2) การเช่ือมกันของสายโอลิโกนิวคลีโอไทด์ 
และ bis-PNA  

 
ในปี 2016 Zeng และคณะ29 ได้พัฒนาโมเลกุลแอนติเซนส์ ซึ่งเป็นพีเอ็นเอท่ีออกฤทธิ์ยับยั้งการ

สังเคราะห์โปรตีนของยีนธรรมชาติได้ แต่พีเอ็นเอไม่สามารถเข้าสู่เซลล์ได้ จึงต้องมีการเช่ือมต่อกับเพปไทด์สาย
ส้ันๆ (cell-penetrating peptide, CPP) โดยการท าปฏิกิริยาระหว่างหมู่ไทออลของ cysteine ในเพปไทด์กับ
หมู่มาลิิอิไมด์บนพีเอ็นเอท่ีมีล าดับเบสตรงข้ามกับล าดับเบสของไวรัสตับอักเสบบี เกิดเป็นไบโอคอนจูเกตท่ี
เ รี ย ก ว่ า  Tat-PNA-DR (cell-penetrating peptide-conjugated peptide nucleic acid (PNA)-direct 
repeat) ซึ่งสามารถยับย้ังไวรัสตับอักเสบบีได้ท้ังในหลอดทดลองและในเซลล์ของส่ิงมีชีวิต โดยมีความเป็นพิษท่ี
ต่ า ดังรูปที่ 1.14  

 

 
 

รูปที่ 1.14 การเช่ือมต่อกันระหว่าง CPP กับพีเอ็นเอผ่านปฏิกิริยาไทออล-มาลิอิไมด์ 
 
Thiol-exchange reactions 
 

ปฏิกิริยา thiol-exchange เป็นปฏิกิริยาระหว่างหมู่ disulfide กับหมู่ไทออล โดยจะเกิดปฏิกิริยา 
nucleophilic substitution ท่ีซัลเฟอร์อะตอมของหมู่ disulfide ดังรูปที่ 1.15 ปฏิกิริยานี้สามารถเกิดได้
ในช่วง pH ท่ีพบได้ภายในเซลล์ส่วนใหญ่และมีความจ าเพาะเจาะจงสูง แต่มีข้อก าจัด คือ จะต้องท าภายใต้
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สภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนเพื่อป้องกันการเกิด byproduct ในการบังคับให้เกิดการแทนท่ีบนซัลเฟอร์อะตอมใด
อะตอมหนึ่งของหมู่ไดซัลไฟด์ และเพื่อป้องกันการเกิดปฏิกิริยาผันกลับจ าเป็นต้องท าให้ซัลเฟอร์อะตอมหนึ่งมี
ความเป็นหมู่หลุดออกท่ีดี ซึ่งมักนิยมใช้หมู่พิริดิลไดซัลไฟด์ หรือ ไนโตรพิริดิลไดซัลไฟด์ เนื่องจากหมู่  
pyridinethiolate ท่ีหลุดออกไปจะ tautomerize กลายเป็น pyridine-2-thione ท่ีเสถียรและไม่สามารถ
กลับเข้ามาท าปฏิกิริยาได้ 

 

 
 

รูปที่ 1.15 กลไกการเกิดปฏิกิริยาของ thiol กับ pyridyl disulfide 
 

ในปี 1988 Drufhout และคณะ30 ได้ท าการสังเคราะห์การเช่ือมกันของเพปไทด์และโปรตีนบนวัฏ
ภาคของแข็ง ผ่านการสร้างพันธะไดซัลไฟด์ ท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยาท่ีไม่รุนแรงระหว่างหมู่ไทออลของ 
cysteine ท่ีมีหมู่ปกป้อง 3-nitro-2-pyridylsulfenyl (Npys) กับหมู่ไทออลอิสระท่ีได้จากการก าจัดหมู่ acetyl 
ดังรูปที่ 1.16 

 

 
 

รูปที่ 1.16 การเช่ือมกันของ Cys(Npys) บนเพปไทด์และหมู่ไทออลบนโปรตีน 
 

ในปี 2005 Tripathi และคณะ31 ได้สังเคราะห์การเช่ือมกันของพีเอ็นเอท่ีมีล าดับเบสตรงข้ามกับ 
อาร์เอ็นเอของไวรัส HIV-1 กับเพปไทด์ชนิด MTD ท่ีช่วยในการขนส่งพีเอ็นเอเข้าสู่เซลล์ โดยด้านปลายอะมิโน
เพปไทด์ MTD ประกอบด้วยกรดอะมิโน cytosine ท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยากับพีเอ็นเอท่ีถูกดัดแปรด้วย 
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cystosine ท่ีมีหมู่ปกป้องคือ 3-nitro-pyridine sulphenyl [Cys(Npys)] ท าให้สามารถเกิดเป็นพันธะไดซัล
ไฟล์ได้อย่างรวดเร็ว ดังรูปที่ 1.17 ท าให้พีเอ็นเอสามารถเข้าสู่เซลล์และยับยั้งการจ าลองตัวของเช้ือไวรัส HIV-1 
ได้ 

 

 
 

รูปที่ 1.17 การเช่ือมกันของเพปไทม์ MTD กับพีเอ็นเอ ผ่านการท าปฏิกิริยา thiol-exchange 
 

1.3 วัตถุประสงค์และขอบเขตของการวิจัย 
 

ในงานวิจัยนี้คณะผู้วิจัยสนใจท่ีจะสังเคราะห์พีเอ็นเอท่ีมีล าดับเบสยาวขึ้นจากพีเอ็นเอสายส้ันๆ โดย
จะหาวิธีการท่ีเหมาะสมในการเช่ือมต่อพีเอ็นเอสายส้ันๆ เข้าด้วยกัน เช่น การเช่ือมกันด้วยการท าปฏิกิริยาคลิก
ของหมู่ฟังก์ชันเอไซด์และหมู่ฟังก์ชันแอลไคน์ การเช่ือมกันด้วยการท าปฏิกิริยาของหมู่ฟังก์ชันไทออลกับ 
pyridyl disulfides หรือ maleimides   โดยจะทดสอบประสิทธิภาพการเช่ือมต่อแบบต่างๆ โดยใช้พีเอ็นเอ
ชนิด acpcPNA ท่ีมีล าดับเบสเป็น T2 เป็นโมเดลทดสอบ และติดตามผลโดยใช้เทคนิค MALDI-TOF mass 
spectrometry โดยจะประเมินจากการได้ผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ ความสมบูรณ์ของปฏิกิริยา และการเกิด
ผลิตภัณฑ์ข้างเคียง 

 

 
 

รูปที่ 1.18 หลักการเช่ือมกันของพีเอ็นเอท่ีในงานวิจัยนี้



 
 

บทท่ี 2 

การทดลอง 

 
2.1 รายการเคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 
 

2.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 

- การช่ังน้ าหนักสาร: เครื่องช่ังของ DKSH รุ่น AND GR-200 
- การปิเปตสาร: ไมโครปิเปต ยี่ห้อ optipette ขนาด 0.1-2.0 µL, 

ยี่ห้อ RAININ Pipet-Lite XLS ขนาด 0.5-10.0 µL, 2-20 µL, 20-200 µL, 
ยี่ห้อ BOECO Germany ขนาด 100-1000 µL 

- การท าให้สารแห้ง: เครื่องปั๊มสุญญากาศ (diaphragm vacuum pump) รุ่น JK-DVP-0.5A ยี่ห้อ JKI 
- การระเหยตัวท าละลาย: เครื่องกล่ันระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ (rotary evaporator) รุ่น R-200, 

R-114, R-3 ยี่ห้อ BUCHI 
- ตรวจสอบการเรืองแสงของสารภายใต้รังสียูวี: UV transilluminator รุ่น VILBER LOURMAT TCP-

20.LM 
- การพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry: เครื่อง MALDI-TOF mass 

spectrometer รุ่น Microflex บริษัท Bruker 
- การพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค 1H NMR (Proton nuclear magnetic resonance): เครื่อง Varian 

Mercury-400 NMR spectrometer ท่ีความถ่ี 400 MHz 
 
2.1.2 สารเคมี 
 

- การสังเคราะห์ตัวเช่ือมพีเอ็นเอ ใช้สารต้ังต้น N-tert-butoxycarbonyl-trans-4-(p-tolylsulfonyloxy)-
D-proline diphenylmethyl ester ไ ด้รับความอนุ เคราะห์จากนิ สิตปริญญาโท -เอกในกลุ่มวิ จัยของ 
ศาสตราจารย์ ดร. ธีรยุทธ วิไลวัลย์ , Fmoc N-hydroxysuccinimide ester (FmocOSu), pentafluoro- 
phenyl trifuoroacetate, sodium azide, anisole, trifluoroacetic acid (TFA), N,N-diisopropyl- 
ethylamine (DIEA) จาก Sigma-Aldrich 

- พีเอ็นเอตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา คือ H-TT-LysNH2 สังเคราะห์โดยผู้วิจัยและบางส่วนได้รับความ
อนุเคราะห์จากคุณโชติมา วิไลวัลย์ และนิสิตปริญญาโท-เอกในกลุ่มวิจัยของ ศาสตราจารย์ ดร. ธีรยุทธ วิไลวัลย์ 
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- สารเคมี ท่ี ใช้ในการเช่ือมกันระหว่างสายพี เอ็น เอ ไ ด้แก่  propiolic acid, tris( 2- carboxyethyl) 

phosphine hydrochloride (TCEP) จาก Sigma-Aldrich  และ 4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane-

1-carboxylic acid 3-sulfo-N-hydroxysuccinimide ester sodium salt (SMCC) จาก Sigma-Aldrich,  S-

acetylthioglycolic acid pentafluorophenyl ester จ า ก  Fluka แ ล ะ  N-(9-fluorenylmethoxy 

carbonyl)-S-trityl-L-cysteine (Fmoc-Cys(Trt)-OH), N-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-S-(3-nitro-2-

pyridylthio)-L-cysteine (Fmoc-Cys(Npys)-OH) จาก Chemlmpex และ 1.0 M phosphate buffer จาก

นิ สิ ตปริญญา โท -เ อก ในก ลุ่ม วิ จัย ขอ งศาสตร าจารย์  ด ร .ธี ร ยุทธ  วิ ไ ลวั ลย์  และ  pyridinium p-

toluenesulfonate, (benzotriazol-1-yloxy) tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate 

(PyBOP), 4-methylmorpholine (NMM), N,N′-dicyclohexylcarbodiimide (DCC), pyridinium p-

toluenesulfonate (PPTS) จาก TCI, hydroxy-7-aza- benzotriazole (HOAt), 1,8-diazabicyclo-[5,4,0]-

undec-7-ene (DBU), N,N,N′,N′-tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uronium hexafluoro- 

phosphate (HBTU) 

- น้ าท่ีใช้เป็นตัวท าละลายได้แก่น้ า Milli-Q จากเครื่อง Millipak® 40 Express Filter Millipore (USA) 
- ตัวท าละลายอินทรีย์ใช้ชนิด analytical grade จาก RCI Labscan, Thailand ได้แก่ ethanol, aceto- 

nitrile, dimethylformamide (DMF), ethyl acetate, diethyl ether แ ล ะ  dichloromethane จ า ก 
Burdick & Jackson ได้แก่ methanol จาก Scharlau ได้แก่ hexane  

- ตัวท าละลายอินทรี ย์ ใ ช้ชนิด  analytical grade จาก  Sigma-Aldrich ไ ด้แก่  hydrochloric acid, 
sodium hydroxide, sodium bicarbonate 

 
2.2 การสังเคราะห์พีเอ็นเอบนวัฏภาคของแข็ง  
 

การสังเคราะห์พีเอ็นเอบนวัฏภาคของแข็งจะใช้หลอดหยดแก้วท่ีถูกตัดปลายและหลอมปิดปลาย
หลอดให้เหลือเพียงช่องให้สารละลายผ่านเท่านั้นด้วยเศษแก้วความยาว 3-5 mm จากนั้นบรรจุวัฏภาคของแข็ง
ชนิด TentaGel S-RAM Fmoc resin 7.1 mg (1.5 µmol) ท่ีใช้ส าหรับการสังเคราะห์พีเอ็นเอในหลอดท่ี
เตรียมไว้ เมื่อจะสังเคราะห์พีเอ็นเอต้องแช่เรซินในตัวท าละลาย DMF 10 นาทีก่อนแล้วเป่าให้แห้งด้วยลูกยาง 
ก่อนจะใส่รีเอเจนต์ท่ีต้องการท าปฏิกิริยาลงในหลอดพลาสติกท่ีมีฝาปิดขนาด 1.5 mL และใช้หลอดหยดท่ีมีวัฏ
ภาคของแข็งท่ีเตรียมไว้ดูดรีเอเจนต์เข้าไปให้ท่วม และท้ิงไว้ตามเวลาท่ีก าหนด เมื่อเสร็จส้ินการท าปฏิกิริยาก็ใช้
ลูกยางเป่าสารละลายออกทางด้านล่างของหลอดหยด จากนั้นล้างสารละลายท่ีเหลืออยู่บนวัฏภาคของแข็งด้วย 
DMF และเป่าให้แห้งเพื่อเตรียมสังเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป  
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2.2.1 ขั้นตอนการ deprotect 
 

เมื่อเริ่มการสังเคราะห์ต้องมีการก าจัดหมู่ Fmoc โดยใช้ stock solution #1 (สารละลายผสม
ระหว่าง piperidine 20 µL, DBU 2 µL และ DMF 78 µL) 100 µL เป็นเวลา 5 นาทีและเป่าไล่รีเอเจนต์ออก 
จะท าให้ได้หมู่อะมิโนท่ีสามารถเกิดปฏิกิริยากับโมโนเมอร์ตัวต่อไปได้ จากนั้นล้างด้วย DMF (3 x 1 mL) แล้ว
เป่าให้แห้ง   

 

2.2.2 ขั้นตอนการ coupling 
 

การสังเคราะห์พีเอ็นเอในการทดลองนี้จะใช้กรดอะมิโนไลซีนเป็นเริ่มต้นของพีเอ็นเอ  โดยเริ่มจาก
การน าวัฏภาคของแข็งจากขั้นตอนการ deprotect มาท าปฏิกิริยากับสารผสมของกรดอะมิโนไลซีนชนิดต่างๆ 
ดังนี้ 

- Fmoc-Lys(Mtt)-OH (3.75 mg, 6.0 µmol) ห รื อ  Fmoc-Lys(Tfa)-OH (3.75 mg, 6.0 µmol) 
กับ HATU (2.2 mg, 6.3 µmol) ในสารละลาย stock solution #2 (DIEA 70 µL ใน DMF 930 µL) 15 µL 
เป็นเวลา 30 นาที  

- Fmoc-Lys(Boc)-Opfp (4.8 mg, 7.6 µmol) กั บ  stock solution #2  (15 µL) แ ละ  stock 
solution #3 (HOAt 1.1 mg ใน DMF 20 µL) 15 µL เป็นเวลา 30 นาที  

เป่าไล่รีเอเจนต์ออก จากนั้นล้างด้วย DMF (3 x 1 mL) แล้วเป่าให้แห้ง หลังจากต่อกรดอะมิโนลง
บนเรซินแล้วการต่อรอบต่อไปจะใช้พิโรลิดินิลมอนอเมอร์ (6.0 µmol) สลับกับตัวเช่ือม (SS-ACPC spacer) 
(3.1 mg, 6.0 µmol) โดยสารแต่ละตัวจะต้องผสมกับ stock solution #2 (15 µL) และ stock solution #3 
15 µL ท าปฏิกิริยาเป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที เป่าไล่รีเอเจนต์ออก จากนั้นล้างด้วย DMF (3 x 1 mL) แล้ว
เป่าให้แห้ง  

 

2.2.3 ขั้นตอนการ capping 
 

ขั้นการ acylate ด้วย acetic anhydride (5 µL) ผสมกับ stock solution #2 (30 µL) ท าปฏิกิริยา
เป็นเวลา 5 นาที เป่าไล่รีเอเจนต์ออก จากนั้นล้างด้วย DMF (3 x 1 mL) แล้วเป่าให้แห้ง  

เมื่อจบขั้นตอนแสดงว่าเป็นการสังเคราะห์พีเอ็นเอหนึ่งรอบ ซึ่งจะท าซ้ ารอบไปเรื่อยๆ โดยเปล่ียน
เฉพาะขั้นตอนการ coupling คือเปล่ียนไปใช้แทนพิโรลิดินิลมอนอเมอร์สลับกับการใช้ตัวเช่ือม (SS-ACPC 
spacer) แทน ท าเช่นนี้สลับไปเรื่อยจนได้สายเพปไทด์ท่ีมีล าดับเบสตามต้องการ 
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2.3 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอผ่านการท าปฏิกิริยาคลิกของหมู่เอไซด์และหมู่แอลไคน์ 
2.3.1 การสังเคราะห์ (N-flouren-9-ylmethoxycarbonyl)-cis-4-(azido)-D-proline pentaflu- 

orophenyl ester 4  
 

 

 
รูปที่ 2.1 แผนภาพการสังเคราะห์ (N-flouren-9-ylmethoxycarbonyl)-cis-4-(azido)-D-prolinepenta 
fluorophenyl ester 4 

 
ละลายสาร 1 0.5514 g (0.99 mmol, 1 eq.) ในขวดก้นกลม เติม sodium azide 0.0751 g (1.16 

mmol, 1 eq.) และ anhydrous K2CO3 0.2126 g (1.54 mmol, 1 eq.) ในตัวท าละลาย DMF (3 mL) และ
ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 70 oC เป็นเวลา 3 ช่ัวโมง ภายใต้บรรยากาศไนโตรเจน น าไปละลายด้วย CH2Cl2 และ
สกัดด้วยน้ า DI (3 x 15 mL) ก่อนจะน าไประเหยตัวท าละลายด้วยเครื่องกล่ันระเหยแบบหมุนภายใต้
สุญญากาศท่ีอุณหภูมิ 45 oC จะได้ผลิตภัณฑ์เป็นของแข็งสีขาว 2 0.2504 g (59.9%)  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.30 (d, J = 32.0 Hz, 10H), 6.92 (d, J = 19.7 Hz, 1H), 4.49 
( d, J = 53.4 Hz, 1H), 4.14 ( s, 1H), 3.83 – 3.36 (m, 2H), 2.49 (s, 1H), 2.19 (s, 1H), 1.36 (d, J = 87.0 
Hz, 9H) 

ละลายสาร 2 0.2337 g (0.55 mmol, 1 eq.) ใน anisole (1 mL) แล้วจึงเติม TFA (2 mL) ท้ิงให้
ท าปฏิกิริยาเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปเป่าไล่ TFA ด้วยแก๊สไนโตรเจนจนสารละลายหนืดและไม่มีกล่ิน
ของ anisole จึงล้างตะกอนท่ีได้ด้วย diethyl ether และเติมสารละลาย CH3CN/H2O (อัตราส่วน 1:1) (2 
mL) จากนั้นใส่ NaHCO3 0.12 g (1.43 mmol, 2.6 eq.) จน pH ของสารละลายอยู่ในช่วง pH 8-9 จึงค่อยๆ
เติม FmocOSu 0.1594 g ( 0.47 mmol, 1 eq.) คนสารละลายท้ิงไว้เพื่อให้ท าปฏิกิริยาเป็นเวลาหนึ่งคืน น า
สารมาระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่องกล่ันระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศและละลายน้ าเพียงเล็กน้อยก่อน
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น าไปสกัดด้วย diethyl ether (3 x 15 mL) จากนั้นน าช้ันน้ ามาตกตะกอนด้วยการปรับ pH ให้เป็น 2 ด้วย 
concentrated HCl และสกัดด้วย CH2Cl2 (3 x 15 mL) อีกครั้งจึงน าไป ระเหยตัวท าละลายด้วยเครื่องกล่ัน
ระเหยแบบหมุนภายใต้สุญญากาศ จะได้ผลิตภัณฑ์เป็นของแข็งสีขาวอมเหลืองเล็กน้อย 3 0.1310 g  

ละลายสาร  3 0.2262 g (0.60 mmol, 1 eq.) ใน CH2Cl2 แล้วจึงเติม  DIEA (0.21 mL, 1.20 
mmol, 2 eq.) และน าไปคนท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที จึงค่อยๆเติม PfpOTfa (0.21 mL, 1.20 mmol, 
2 eq.) และน าไปคนท่ีอุณหภูมิห้องต่อเป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าไปสกัดด้วย 10% HCl (2 x 20 mL), น้ า 
DI (2 x 20 mL) และ  saturated NaHCO3 (2 x 20 mL) ตามล า ดับ และน าไประเหยตัวท าละลาย ท่ี
อุณหภูมิห้อง ละลายด้วย CH2Cl2 เล็กน้อยเพื่อน าไปแยกสารด้วยโครมาโทกราฟีโดยชะด้วยระบบเกรเดียนท์ 
ของ ethyl acetate:hexanes ต้ังแต่ 10-50% ethyl acetate จากนั้นจึงน าสารท่ีแยกได้ไประเหยตัวท า
ละลายออก และน ามาตกตะกอนใหม่โดยการละลายด้วย CH2Cl2 (5 mL)  แล้วเติม hexane (40 mL) และต้ัง
ท้ิงไว้เป็นเวลา 30 นาที  เมื่อน าไปกรองสุญญากาศจะได้ผลิตภัณฑ์เป็นของแข็งสีขาว 4 0.1862 g (56.7%) 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.29 – 7.83 (m, 8H), 4.71 – 4.90 (m, 1H), 4.52 – 4.64 (m, 
1H), 4.28 – 4.49 (m, 2H), 4.25 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 3.59 – 3.90 (m, 2H), 2.44 – 2.71 (m, 2H) 

IR spectrum: -N3 (2121  cm-1), C=O stretching (1795  cm-1), C=O stretching (1701  cm-1), 
aromatic ring (1516 cm-1), C-O stretching (1338 cm-1) 

 
2.3.2 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วยสาร 4  
 

 
รูปที่ 2.2 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วยสาร 4 

 
น าพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys(Boc) บนวัฏภาคของแข็ง 1.5 µmol มาท าปฏิกิริยาก าจัดหมู่ Fmoc 

โดยใช้ stock solution #1 (สารละลายผสมระหว่าง piperidine 20 µL, DBU 2 µL และ DMF 78 µL) 100 
µL เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึงดัดแปรหมู่อะมิโนท่ีเกิดขึ้น ด้วยสาร 4 3.3 mg (6.0 µmol, 4 eq.) ใน
สารละลายผสมระหว่าง stock solution #2 (DIEA 70 µL ใน DMF 930 µL) 15 µL และ stock solution 
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#3 (HOAt 1.1 mg ใน DMF 20 µL) 15 µL เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงและติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass 
spectrometry หลังจากปลดพีเอ็นเอออกจากวัฏภาคของแข็งด้วย TFA 

2.3.3 การดัดแปรปลายคาร์บอกซิล (C-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย propiolic acid 
 

 
 

รูปที่ 2.3 การดัดแปรปลายคาร์บอกซิล (C-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย propiolic acid  
 

น าพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys(Tfa) บนวัฏภาคของแข็ง 1.5 µmol มาท าปฏิกิริยาก าจัดหมู่ Fmoc โดย
ใช้ stock solution #1 (100 µL) เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น จึงดัดแปรหมู่อะมิโนท่ีเกิดขึ้น ด้วย acetic 
anhydride (10 µL) ในสารละลายผสมระหว่าง stock solution #2 (15 µL) และ stock solution #3 (15 
µL) เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน ามาท าปฏิกิริยาก าจัดหมู่ Tfa ด้วยสารละลายผสมระหว่าง concentrated 
aqueous NH3 และ dioxane (อัตราส่วน 1:1, ปริมาตร 2 mL) ท่ีอุณหภูมิ 60-65 oC เป็นเวลาหนึ่งคืน จึง
น าไปดัดแปรปลายด้านคาร์บอกซิล (C-terminus) ด้วย propiolic acid  2 วิธีดังนี้ 

 

a.) การดัดแปรปลายด้านคาร์บอกซิล (C-terminus) ด้วย propiolic acid วิธีที่ 1 
 

น าพีเอ็นเอ Ac-TT-Lys(Tfa) บนวัฏภาคของแข็ง 0.25 µmol มาท าปฏิกิริยากับสารละลายผสม
ระหว่าง HBTU 2.2 mg (6.0 µmol, 24 eq.), HOBt 0.8 mg (6.0 µmol, 24 eq.), DIEA (1 µL, 6.0 µmol, 
24 eq.) และ propiolic acid (1 µL, 15.0 µmol, 60 eq.) ตามล าดับ เป็นเวลา 3-5 ช่ัวโมงและติดตามผล
ด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry หลังจากปลดพีเอ็นเอออกจากวัฏภาคของแข็งด้วย TFA 

 

b.) การดัดแปรปลายด้านคาร์บอกซิล (C-terminus) ด้วย propiolic acid วิธีที่ 2 
 

 น าพีเอ็นเอ Ac-TT-Lys(Tfa) บนวัฏภาคของแข็ง 0.25 µmol มาท าปฏิกิริยากับสารละลายผสม
ระหว่าง PyBOP 3.1 mg (6.0 µmol, 24 eq.) ใน DMF 30 µL, propiolic acid (1 µL, 15.0 µmol, 60 eq.), 
PPTS 1.5 mg (6.0 µmol, 24 eq.) ใน DMF 30 µL และ NMM (1 µL, 6.0 µmol, 24 eq.) ตามล าดับ เป็น
เวลา 2-6 ช่ัวโมงและติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry หลังจากปลดพีเอ็นเอออก
จากวัฏภาคของแข็งด้วย TFA 
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2.4 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอผ่านการท าปฏิกิริยา thiol-exchange ของ cysteine ที่มีหมู่ปกป้อง             
3-nitro-2-pyridylsulfenyl (Npys) กับหมู่ไทออลอิสระ 

2.4.1 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย  S-acetyl-thioglycolic acid 
pentafluorophenyl ester  

 

 

 
รูปที่ 2.4 การดัดแปรปลายด้านอะมิโนของพีเอ็นเอด้วย S-acetyl-thioglycolic acid pentafluorophenyl 
ester 

น าพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys(Mtt) บนวัฏภาคของแข็ง 0.25 µmol มาท าปฏิกิริยาก าจัดหมู่ Fmoc 
โดยใช้ stock solution #1 (100 µL) เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึงดัดแปรหมู่อะมิโนท่ีเกิดขึ้นด้วย S-acetyl- 
thioglycolic acid pentafluorophenyl ester (1 µL, 5.2 µmol, 21 eq.) ในสารละลายผสมระหว่าง stock  
solution #2  (15 µL) แ ละ  stock solution #3 (15 µL) แ ละ ติ ดต าม ผล ด้ ว ย เ ทคนิ ค  MALDI-TOF 
massspectrometry หลังจากปลดพีเอ็นเอออกจากวัฏภาคของแข็งด้วย TFA 
 

2.4.2 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอน็เอด้วย N-(9-fluorenylmethoxycar- 
bonyl)-S-(3-nitro-2-pyridylthio)-L-cysteine 

 

 
 

รูปที่ 2.5 การดัดแปรปลายด้านอะมิโนของพีเอ็นเอด้วย N-(9-fluorenylmethoxy carbonyl)-S-(3-nitro-2-
pyridylthio)-L-cysteine 
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a.) วิธีที่ 1 
 

น าพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys(Mtt) บนวัฏภาคของแข็ง 0.25 µmol มาท าปฏิกิริยาก าจัดหมู่ Fmoc 
โดยใช้ stock solution #1 (100 µL) เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึงดัดแปรหมู่อะมิโนท่ีเกิดขึ้นด้วย Fmoc-
Cys(Npys)-OH 3.0 mg (6.0 µmol, 60 eq.) ใน DMF 30 µL ในสารละลายผสมระหว่าง PyBOP 3.1 mg 
(6.0 µmol, 24 equiv.) ใน DMF 30 µL, PPTS 1.5 mg (6.0 µmol, 24 eq.) ใน DMF 30 µL และ NMM (1 
µL, 6.0 µmol, 24 eq.) ตามล า ดับ  เป็น เวลาหนึ่ ง คืนและติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass 
spectrometry หลังจากปลดพีเอ็นเอออกจากวัฏภาคของแข็งด้วย TFA 

 

b.) วิธีที่ 2 
 

น าพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys(Mtt) บนวัฏภาคของแข็ง 0.25 µmol มาท าปฏิกิริยาก าจัดหมู่ Fmoc 
เหมือนกับวิธีที่ 1 จากนั้นจึงดัดแปรหมู่อะมิโนท่ีเกิดขึ้นด้วย Fmoc-Cys(Npys)-OH 3.0 mg (6.0 µmol, 60 
eq.) ใน CH2Cl2 ในสารละลาย DCC 3.1 mg (6.0 µmol, 24 eq.) เป็นเวลา 2 ช่ัวโมงและติดตามผลด้วย
เทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry หลังจากปลดพีเอ็นเอออกจากวัฏภาคของแข็งด้วย TFA 

 
2.4.3 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอของพเีอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 และพีเอน็เอ H-Cys(Npys)-TT-

LysNH2  

 

 
 

รูปที่ 2.6 การสังเคราะห์การเช่ือมกันของพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ H-Cys(Npys)-TT-
LysNH2  

 

ปลดพีเอ็นเอท่ีถูกดัดแปรปลายด้านอะมิโนด้วย S-acetylthioglycolic acid pentafluorophenyl 
ester (AcSCH2CO-TT-LysNH2) 0.25 µmol และพีเอ็นเอท่ีถูกดัดแปรปลายด้านอะมิโนด้วยตัวเช่ือม Fmoc-
Cys(Npys)-OH (Fmoc-Cys(Npys)-TT-LysNH2) 0.25 µmol จากวัฏภาคของแข็งด้วย TFA (300 µL x 3) 
เป่าไล่ TFA ให้แห้งด้วยแก๊สไนโตรเจนและตกตะกอนด้วย diethyl ether (300 µL x 3) จากนั้นก าจัดหมู่ 
acetyl จากพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 ด้วยสารละลาย 20% piperidine 50 µL ใน DMF เป็นเวลา 10 
นาที และตกตะกอนด้วย diethyl ether (300 µL x 3) ก่อนจะน าไปท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ Fmoc-
Cys(Npys)-TT-LysNH2 ในสารละลาย 0.01 M phosphate buffer 10 µL ท่ีอุณหภูมิห้อง และติดตามผล
ด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry   
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2.5 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอผ่านการท าปฏิกิริยาระหว่างหมู่ไทออลและหมู่มาลิอิไมด์ 
2.5.1 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย sulfosuccinimidyl 4-(N-

maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate (SMCC) 
 

 
 

รูปที่ 2.7 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย sulfosuccinimidyl 4-(N-
maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate 

 
น าพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys(Mtt) บนวัฏภาคของแข็ง 0.25 µmol มาท าปฏิกิริยาก าจัดหมู่ Fmoc 

โดยใช้ stock solution #1 (100 µL) เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึงดัดแปรหมู่อะมิโนท่ีเกิดขึ้นด้วย SMCC 1 
mg (3 µmol, 12 eq.) ในสารละลายผสมระหว่าง stock solution #2 (15 µL) และ stock solution #3 (15 
µL) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงและติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry หลังจากปลดพีเอ็นเอ
ออกจากวัฏภาคของแข็งด้วย TFA 
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2.5.2 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย N-(9-fluorenylmethoxycar- 
bonyl)-S-trityl-L-cysteine  

 
 

รูปที่ 2.8 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย N-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-
S-trityl-L-cysteine 

 
น าพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys(Mtt) บนวัฏภาคของแข็ง 0.50 µmol มาท าปฏิกิริยาก าจัดหมู่ Fmoc 

โดยใช้ stock solution #1 (100 µL) เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึงดัดแปรหมู่อะมิโนท่ีเกิดขึ้นด้วย Fmoc-
Cys(Trt)-OH 3.5 mg (6.0 µmol, 12 eq.) ใน DMF 30 µL ในสารละลายผสมระหว่าง PyBOP 3.1 mg (6.0 
µmol, 12 eq.) ใน DMF 30 µL และ NMM 1 µL (6.0 µmol, 12 eq.) ตามล าดับ เป็นเวลา 3 ช่ัวโมงและ
ติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry หลังจากปลดพีเอ็นเอออกจากวัฏภาคของแข็งด้วย 
TFA 

 
2.5.3 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอ H-Cys-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 

 
รูปที่ 2.9 การเช่ือมกันของพีเอ็นเอ H-Cys-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 

 



23 
 

ปลดพีเอ็นเอ MCC-TT-Lys(Mtt) บนวัฏภาคของแข็ง 0.50 µmol ด้วยวิธีเหมือนในข้อ 2.3.3 และ
น าพีเอ็นเอ Fmoc-Cys(Trt)-TT-Lys(Mtt) 0.50 µmol มาท าปฏิกิริยาก าจัดหมู่ Fmoc โดยใช้ stock solution 
#1 (100 µL) เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปลดพีเอ็นเอด้วยสารละลายผสมท่ีประกอบด้วย TFA (880 µL), น้ า 
DI (50 µL), phenol 50 mg, TIPS (20 µL) และตกตะกอนด้วย diethyl ether (300 µL x 3) จากนั้นน าพี
เอ็นเอท้ังสองเส้นนี้ไปท าปฏิกิริยากันในสารละลาย 0.1 M phosphate buffer (50 µL) และติดตามผลด้วย
เทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry 

 
2.5.4 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วยตัวเชื่อม S-acetylthioglycolic 

acid pentafluorophenyl ester 
 

น าพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys(Mtt) บนวัฏภาคของแข็ง 1.0 µmol มาดัดแปลปลายด้านอะมิโนด้วย            
S-acetylthioglycolic acid pentafluorophenyl ester โดยใช้วิธีเหมือนในหัวข้อ 2.3.1 และติดตามผลด้วย
เทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry หลังจากปลดพีเอ็นเอออกจากวัฏภาคของแข็งด้วย TFA 

 
2.5.5 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 

 

 
รูปที่ 2.10 การเช่ือมกันของพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 

 
a.) วิธีที่ 1 
 

เมื่อปลดพีเอ็นเอท่ีถูกดัดแปรปลายด้านอะมิโนด้วย S-acetyl-thioglycolyl group (AcSCH2CO-
TT-Lys(Mtt)) 0.25 µmol และพี เอ็นเอท่ีถูกดัดแปรปลายด้านอะมิโนด้วย  sulfosuccinimidyl 4-(N-
maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxamide (MCC-TT-Lys(Mtt)) 0.25 µmol จากวัฏภาคของแข็ง
ด้วยวิธีเหมือนในข้อ 2.3.3 

น าพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 0.25 µmol มาท าปฏิกิริยากับ concentrated NH3 50 µL 
และ EDTA 1 mg เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม acetic acid 50 µL เติมน้ า DI 100 µL 
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และน าไป freeze dry เป็นเวลา 1 คืน ก่อนจะน าไปท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ MCC-TTLysNH2 อีกสายใน
สารละลาย 0.1 M phosphate buffer (50 µL) และติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry 

 

b.) วิธีที่ 2 
 

เมื่อปลดพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 0.25 µmol และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 0.25 µmol 
จากวัฏภาคของแข็งด้วยวิธี เหมือนในข้อ 2.3.3 น าพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 0.25 µmol มาท า
ปฏิกิริยากับ 1 M NaOH 50 µL และ EDTA 1 mg เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 
acetic acid 28.6 µL เพื่อให้ pH เป็นกลาง ก่อนจะน าไปท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเออีกสายในสารละลาย  1 M 
phosphate buffer (0.5 µL) และติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry  

 

c.) วิธีที่ 3 
 

เมื่อปลดพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 0.25 µmol และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 0.25 µmol 
จากวัฏภาคของแข็งด้วยวิธี เหมือนในข้อ 2.3.3 น าพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 0.25 µmol มาท า
ปฏิกิริยากับ 0.5 M hydrazine (10 µL) เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึงหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม acetone (10 
µL) และน าไปท าปฏิกิริยาพีเอ็นเออีกสายในสารละลาย 0.1 M phosphate buffer (50 µL) และติดตามผล
ด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry  

 

d.) วิธีที่ 4 
 

เมื่อปลดพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 0.25 µmol และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 0.25 µmol 
จากวัฏภาคของแข็งด้วยวิธีเหมือนในข้อ 2.3.3 และน ามาละลายพีเอ็นเอ AcSH2CCO-TT-LysNH2 0.25 µmol 
ในน้ า Milli-Q 100 µL และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 0.25 µmol ในน้ า Milli-Q 100 µL จากนั้นปิเปต
สารละลายพีเอ็นเอ AcSH2CCO-TT-LysNH2 10 µL มาท าปฏิกิริยากับ 0.5 M hydrazine (10 µL) เป็นเวลา 
10 นาทีจากนั้นจึงหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม acetone (10 µL)  และน าไปท าปฏิกิริยากับสารละลาย 40 mM 
TCEP (3.4 µL, 0.14 µmol, 11 eq.) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปท าต่อกับ 4-azidobenzoic acid ท่ี
ผู้วิจัยสังเคราะห์ในหัวข้อ 2.5 0.2 mg (1.4 µmol, 112 eq.) ก่อนจะน าไปท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ MCC-TT-
LysNH2 ในสารละลาย  1 M phosphate buffer (5 µL) และติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass 
spectrometry และน าพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 0.25 µmol และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 0.25 
µmol ท่ีถูกปลดจากวัฏภาคของแข็งแล้วมาเช่ือมกันด้วยวิธีท่ี 4 และติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass 
spectrometry 
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2.6 การสังเคราะห ์4-azidobenzoic acid 6 
 

 
 

 
รูปที่ 2.11 แผนภาพการสังเคราะห์ 4-azidobenzoic acid 6 

 
ละลายสาร 5 (5.0152 g, 36 mmol) ในขวดก้นกลมด้วยน้ า (25 mL) และ concentrated. H2SO4 

(8 mL) และน าสารละลายท่ีได้ไปท าให้เย็นท่ี 4 oC เป็นเวลา 15 นาที ก่อนจะค่อยๆใส่สารละลาย sodium 
nitrite ท่ีเย็น (2.6674 g, 39 mmol; ในน้ า DI 5 mL) จากนั้นน าไปท าปฏิกิริยากับสารละลาย sodium azide 
(2.9015 g, 45 mmol; ในน้ า DI 7 mL) เป็นเวลา 15 นาที น าผลิตภัณฑ์ท่ีได้ไปกรอง ล้างด้วยน้ าเย็น และท า
ให้แห้งใน โถดูดความช้ืนจะได้ผลิตภัณฑ์เป็นของแข็งสีขาว 6 (2.8221 g, 17 mmol, %yield = 47.2%)  

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7.94 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.19 (d, J = 8.1 Hz, 2H)  
IR spectrum: O-H stretching (2813 cm-1, 2543 cm-1, 2404 cm-1), -N3 (2101 cm-1) C=O 

stretching (1671 cm-1) และ C=C stretching (1599 cm-1)

5 6 



 
 

 

บทท่ี 3 
ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง 

 
3.1 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอผ่านการท าปฏิกิริยาคลิกของหมู่เอไซด์และหมู่แอลไคน์ 

3.1.1 การสังเคราะห์ (N-flouren-9-ylmethoxycarbonyl)-cis-4-(azido)-D-proline 
pentafluorophenyl ester 4 

 

การสังเคราะห์ตัวเช่ือมสาร 4 นี้ท าได้จากการท าปฏิกิริยา 4 ขั้นตอนหลักจากสารต้ังต้น N-tert-
butoxy-carbonyl-trans-4-(p-tolylsulfonyloxy)-D-proline diphenylmethyl ester โ ด ย ใ ช้ วิ ธี ข อ ง 
Mansa wat และคณะ32 ท่ีได้สังเคราะห์สารนี้ในปี 2012 โดยในขั้นแรกเป็นปฏิกิริยาการแทนท่ีแบบนิวคลีโอฟิ
ลิกด้วยโซเดียมเอไซด์ ซึ่งสามารถเกิดผ่านกลไกการเกิดปฏิกิริยาแบบ SN2 เนื่องจากมีหมู่ tosyl ท่ีเป็นหมู่หลุด
ออกท่ีดี เกิดเป็นสาร 2 ดังรูปที่ 3.1 จากนั้นจะปรับเปล่ียนหมู่ปกป้องของโมโนเมอร์ให้เหมาะสมต่อการน าไป
ต่อบนสายพี เอ็นเอโดยการน ามาท าปฏิกิ ริยาก าจัดหมู่ปกป้อง  diphenylmethyl (Dpm) และ tert-
butyloxycarbonyl (Boc) ดังรูปที่ 3.1 ด้วย trifluoroacetic acid (TFA) และแทนท่ีหมู่ Boc ด้วยหมู่ปกป้อง 
fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) และ pentafluorophenyl (Pfp) เกิดเป็นโมเลกุลท่ี 4 

 
 

 

 
 

รูปที่ 3.1 กลไกการเกิดปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยหมู่เอไซด์ 
 

ผลิตภัณฑ์เป็นของแข็งสีขาวอมเหลืองหนัก 0.1862 g คิดเป็น %yield เท่ากับ 56.7% ข้อมูล       
1H NMR สเปกตรัมของสาร 4 เป็นดังแสดง ดังรูปที่ 3.2 และ IR spectrum ของสาร 4 ดังรูปที่ 3.3 และ
สามารถวิเคราะห์ 1H NMR ของสาร 4 ได้ดังนี้ 
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รูปที่ 3.2 1H NMR (400 MHz, CDCl3) ของ (N-flouren-9-ylmethoxycarbonyl)-cis-4-(azido)-D-proline 
pentafluorophenyl ester 4 

 
 ซึ่งต าแหน่งสัญญาณ 1H NMR ของสาร 4 มีค่าใกล้เคียงกับเอกสารอ้างอิง33 โดยสามารถวิเคราะห์ได้
ดังนี้ 

สัญญาณ δ 7.29 – 7.83 (m, 8H) เป็นโปรตอนบนวงอะโรมาติกของ Fmoc ท่ีขึ้นเป็น multiplet 

สัญญาณ δ 4.71 – 4.90 (m, 1H) เป็นโปรตอนของคาร์บอนที่อยู่ระหว่างไนโตรเจนบนวงโพรลีนและ OPfp 
(ต าแหน่งท่ี 4) 

สัญญาณ δ 4.52 – 4.64 (m, 1H) เป็นโปรตอนของคาร์บอนที่อยู่ติดกับหมู่เอไซด์บนวงโพรลีน (ต าแหน่งท่ี 6) 

สัญญาณ δ 4.28 – 4.49 (m, 2H) เป็นโปรตอนของคาร์บอนท่ีอยู่ตรงต าแหน่งติดกับหมู่เอสเทอร์ (ต าแหน่งท่ี 
2) 

สัญญาณ δ 4.25 (t, J = 6.6 Hz, 1H) เป็นโปรตอนของคาร์บอนท่ีอยู่ตรงต าแหน่งถัดจากวงอะโรมาติกของ 
Fmoc (ต าแหน่งท่ี 1) 

สัญญาณ δ 3.59 – 3.90 (m, 2H) เป็นโปรตอนของคาร์บอนที่อยู่ติดกับไนโตรเจนบนวงโพรลีน (ต าแหน่งท่ี 3) 

สัญญาณ δ 2.44 – 2.71 (m, 2H) เป็นโปรตอนของคาร์บอนที่อยู่บนวงโพรลีน (ต าแหน่งท่ี 5) 
และสามารถวิเคราะห์ IR spectrum ของสาร 4 ได้ดังนี้  
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รูปที่ 3.3 IR spectrum ของ (N-flouren-9-ylmethoxycarbonyl)-cis-4-(azido)-D-proline 
pentafluorophenyl ester 4 
 
ความยาวคล่ืนท่ี 2121 cm-1 เป็นสัญญาณของ N3 ของหมู่ฟังก์ชันเอไซด์ 
ความยาวคล่ืนท่ี 1795 cm-1 และ 1702 cm-1 เป็นสัญญาณของ C=O stretching ของหมู่ฟังก์ชัน ester ใน
สาร 4 
ความยาวคล่ืนท่ี 1516 cm-1 เป็นสัญญาณของ C=C stretching ของวงอะโรมาติก 
ความยาวคล่ืนท่ี 1338 cm-1 เป็นสัญญาณของ C-O stretching ของ ester 

 

3.1.2 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วยสาร 4 
 

เมื่อผู้วิจัยได้พิสูจน์เอกลักษณ์ของตัวเช่ือมสาร 4 ด้วยเทคนิค 1H NMR และน ามาทดสอบการเช่ือม
กับพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys(Boc) บนวัฏภาคของแข็ง 1.5 µmol โดยเมื่อก าจัดหมู่  Fmoc แล้วจะท าให้
ไนโตรเจนบนปลายด้านอะมิโนของพีเอ็นเอสามารถเกิดปฏิกิริยากับสาร 4 เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ดังรูปที่ 3.4 จาก
การพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry พบว่า สาร 4 สามารถเช่ือมต่อกับพีเอ็น
เอได้ด้วยปฏิกิริยาแทนท่ีท่ีคาร์บอนิล โดยมีหมู่อะมิโนของพีเอ็นเอเป็นนิวคลีโอไฟล์ และหมู่ -OC6F5 เป็นหมู่
หลุดออก เกิดเป็นพันธะเอไมด์ ซึ่งเมื่อแยกผลิตภัณฑ์ออกจากวัฏภาคของแข็งโดยใช้ trifluoroacetic acid ซึ่ง
จะท าให้หมู่ Boc บน Lys หลุดออกไปพร้อมกัน พบ m/z = 1168.5 ซึ่งสอดคล้องกับค่าท่ีค านวณได้ของ
ผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการคือ Fmoc-cis-4-(azido)-D-proline-TT-LysNH2 (m/z calcd = 1171.3, [M + Na+ = 
1194.3]) และพบ m/z = 1142.4 ซึ่งสอดคล้องกับค่าท่ีค านวณได้ของผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดการหลุดออกของ N2 คือ 
m/z = 1143.3 เนื่องจากหมู่เอไซด์สามารถสลายตัวได้ง่าย ดังรูปที่ 3.4 และรูปที่ 3.5 และไม่พบพีกของสารต้ัง
ต้นเหลือ แสดงว่าปฏิกิริยาเกิดได้ค่อนข้างสมบูรณ์ 
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รูปที่ 3.4 โครงสร้างท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้นและค่าแมสท่ีพบเทียบกับค่าแมสท่ีค านวณได้ของพีเอ็นเอในการดัดแปร
ปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วยสาร 4 
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รูปที่ 3.5 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ H-TT-LysNH2 และ (2) พีเอ็นเอ Fmoc-cis-4-(azido)-D-
proline-TT-LysNH2  
 

3.1.3 ความพยายามในการดัดแปรปลายด้านคาร์บอกซิล (C-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย propiolic 
acid  

 

งานวิจัยนี้ผู้วิจัยต้องการดัดแปรปลายคาร์บอกซิลของพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys(Tfa) บนวัฏภาค
ของแข็ง ให้มีหมู่ฟังก์ชันแอลไคน์ท่ีสามารถน าไปท าปฏิกิริยากับหมู่ฟังก์ชันเอไซด์ท่ีด้านอะมิโนของพีเอ็นเออีก
เส้น โดยการดัดแปรจะท าบนหมู่อะมิโนของไลซีนตรงปลายด้านคาร์บอกซิล ดังนั้นจึงต้องเลือกหมู่ปกป้องไลซีน
ท่ีสามารถก าจัดออกได้โดยไม่ท าให้พีเอ็นเอหลุดจากวัฏภาคของแข็ง ในท่ีนี้เลือกใช้หมู่ Tfa ซึ่งก าจัดออกได้ใน
ภาวะเบส โดยเริ่มจากการปกป้องปลายด้านอะมิโนด้วยหมู่ท่ีไม่ว่องไวต่อปฏิกิริยา ซึ่งท าได้โดยการก าจัดหมู่ 
Fmoc ออก และตามด้วยการปกป้องด้วยหมู่อะเซติล จากนั้นก าจัดหมู่ Tfa ออกด้วยการน าไปท าปฏิกิริยากับ
เบส คือ concentrated aqueous NH3 และ dioxane (อัตราส่วน 1:1, ปริมาตร 2 mL) ท าให้พีเอ็นเอด้าน
ปลายคาร์บอกซิลมีหมู่อะมิโนอิสระท่ีพร้อมจะเช่ือมต่อกับ propiolic acid  

ในงานวิจัยได้แบ่งพีเอ็นเอบนวัฏภาคของแข็งท่ีผ่านการติดหมู่อะเซติลและก าจัดหมู่ Tfa แล้วออกเป็น
สองส่วน ส่วนละ 0.25 µmol เพื่อน าไปดัดแปรปลายคาร์บอกซิลของพีเอ็นเอด้วยตัวเช่ือม propiolic acid 
ด้วยการท าปฏิกิริยากับสารละลายผสมระหว่าง HBTU 2.2 mg (6.0 µmol, 24 eq.), HOBt 0.8 mg (6.0 
µmol, 24 eq.), DIEA (1 µL, 6 .0 µmol, 24  eq.) และ propiolic acid (1 µL, 15.0 µmol, 60 eq.) 
ตามล าดับ ในวิธีที่ 1 และการท าปฏิกิริยากับสารละลายผสมระหว่าง PyBOP 3.1 mg (6.0 µmol, 24 eq.) ใน 
DMF 30 µL, propiolic acid (1 µL, 15.0 µmol, 60 eq.), PPTS 1.5 mg (6.0 µmol, 24 eq.) ใน DMF 30 
µL และ NMM (1 µL, 6.0 µmol, 24 eq.) ตามล าดับ ในวิธีท่ี 2 และติดตามการเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิค 
MALDI-TOF mass spectrometry เมื่อน ามาเปรียบเทียบกันพบว่า วิธีท่ี 1 สามารถเช่ือมต่อ propiolic acid 
เข้ากับพีเอ็นเอได้ โดยจะให้ผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการคือ Ac-TT-Lys(propiolyl)-NH2 ซึ่งพบ m/z = 904.7 (m/z 
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calcd = 905.0, [M + Na]+=928.0) แต่ให้ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงท่ีคาดว่าเกิดจากการท่ี propiolic acid สองตัว
เข้าท าปฏิกิริยาด้วย โดยพบ m/z = 973.3 (m/z calcd = 958.0, [M + Na]+= 981.0) และปฏิกิริยาเกิดได้ไม่
สมบูรณ์ และเมื่อเพิ่มเวลาในการท าปฏิกิริยามากขึ้นพบว่าสารต้ังต้น Ac-TT-LysNH2 ลดลงแต่ไม่หมด โดยยัง
พบ m/z = 851.4 (m/z calcd = 852.0) และมีสัญญาณอื่นท่ีไม่สามารถระบุแน่ชัดได้อีกหลายสัญญาณ ดังรูป
ท่ี 3.6 และ รูปที่ 3.8 

จากการท าปฏิกิริยาวิธีท่ี 1 จะเห็นได้ว่ายังไม่ค่อยมีประสิทธิภาพ ท าให้ผู้วิจัยสนใจท่ีจะน าพีเอ็นเอ Ac-
TT-Lys บนวัฏภาคของแข็ง 0.25 µmol มาท าปฏิกิริยาวิธีที่ 2 ซึ่ง Jarikote และคณะ34 ได้เคยน ามาใช้ในการ
ท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเออื่นก่อนหน้านี้ ปรากฏว่าไม่พบพีกแมสท่ีตรงกับผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ และพีเอ็นเอตั้งต้น
ไม่หมด แต่พบ m/z = 983.1 (m/z calcd= 958.0, [M + Na]+= 981.0) ดังรูปที่ 3.7 และรูปที่ 3.8 ซึ่งเป็น
พีกของผลิตภัณฑ์ข้างเคียงท่ีคาดว่าเกิดจากการท่ี propiolic acid สองตัวเข้าท าปฏิกิริยา เนื่องจากโมเลกุลของ 
propiolic acid มีขนาดเล็กท าให้มีความว่องไวในการท าปฏิกิริยา เนื่องจากยังไม่สามารถสังเคราะห์พีเอ็นเอท่ี
เช่ือมต่อกับหมู่แอลไคน์โดยผ่าน propiolic acid ได้ ระหว่างท่ีหาวิธีท่ีเหมาะสมอยู่จึงได้ศึกษาวิธีอื่นควบคู่ไป
ด้วย 

 

 
 

รูปที่ 3.6 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ Ac-TT-LysNH2, (2) การเช่ือมกันของพีเอ็นเอ Ac-TT-LysNH2 
กับ propiolic acid เป็น 3 ช่ัวโมง และ (3) 5 ช่ัวโมง ด้วยวิธีที่ 1 
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รูปที่ 3.7 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ Ac-TT-LysNH2 และ (2) การเช่ือมพีเอ็นเอ Ac-TT-LysNH2 กับ 
propiolic acid เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง (3) 4 ช่ัวโมง ด้วยวิธีที่ 2 

  

 
รูปที่ 3.8 โครงสร้างท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้นและค่าแมสท่ีพบเทียบกับค่าแมสท่ีค านวณได้ของพีเอ็นเอในการดัดแปร
ปลายด้านคาร์บอกซิล (C-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย propiolic acid ด้วยวิธีที่ 1 และวิธีท่ี 2 
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3.2 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอผ่านการท าปฏิกิริยา thiol-exchange ของ cysteine ที่มีหมู่ปกป้อง         

3-nitro-2-pyridylsulfenyl (Npys) กับหมู่ไทออลอิสระ 

3.2.1 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย  S-acetyl-thioglycolic acid 
pentafluorophenyl ester 

 

เนื่องจากหมู่ไทออลสามารถพบได้ในส่วนประกอบของโซ่ข้างของกรดอะมิโน cysteine ในธรรมชาติ 
จึงมีผู้นิยมใช้หมู่ไทออลในการเช่ือมระหว่างไบโอโมเลกุล35 โดยปฏิกิริยา michael addition หรือปฏิกิริยา 
thiol exchange อย่างไรก็ตาม พีเอ็นเอไม่มีหมู่ไทออล ดังนั้นในการทดลองนี้ผู้วิจัยได้น าพีเอ็นเอ Fmoc-TT-
Lys(Boc) บนวัฏภาคของแข็งมาท าปฏิกิริยากับ  S-acetyl-thioglycolic acid pentafluorophenyl ester 
เพื่อติดหมู่ไทออล เข้าไปท่ีปลายด้านอะมิโนของพีเอ็นเอก่อน โดยมีหมู่ปกป้องไทออลคือหมู่ acetyl เนื่องจาก
หมู่ไทออลอิสระไม่เสถียร สามารถถูกออกซิไดซ์เป็นไดซัลไฟด์ได้ง่ายในอากาศ เมื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค 
MALDI-TOF mass spectrometry พบว่า สามารถเช่ือมต่อหมู่ S-acetyl-thioglycolyl กับพีเอ็นเอได้ส าเร็จ 
เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการคือ AcSCH2CO-TT-LysNH2 และเกิดได้สมบูรณ์ ซึ่งพบ m/z = 925.58 (m/z 
calcd= 927.06) โดยไม่มีพีกของพีเอ็นเอท่ีเป็นสารต้ังต้นเหลืออยู่ ดังรูปที่ 3.9 และรูปที่ 3.10 

 

 
 

รูปที่ 3.9 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ H-TT-LysNH2 และ (2) พีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2  
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รูปที่ 3.10 โครงสร้างท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้นและค่าแมสท่ีพบเทียบกับค่าแมสท่ีค านวณได้ของพีเอ็นเอในการดัด
แปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย  S-acetyl-thioglycolic acid pentafluorophenyl 
ester 

 
3.2.2 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย N-(9-fluorenylmethoxy- 

carbonyl)-S-(3-nitro-2-pyridylthio)-L-cysteine ด้วยวิธีที่ 1 และวิธีที่ 2 
 

จากวิธีที่ 2 ในการท าปฏิกิริยาระหว่างตัวเช่ือม propiolic acid กับพีเอ็นเอ Ac-TT-Lys บนวัฏภาคของแข็ง
พบว่าปฏิกิริยาสามารถเกิดได้ดีพอสมควร ผู้วิจัยจึงสนใจท่ีจะน าวิธีดังกล่าวมาใช้ในการท าปฏิกิริยาในการเช่ือม 
N-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-S-(3-nitro-2-pyridylthio)-L-cysteine [Fmoc-Cys(Npys)-OH] กั บ พี
เอ็นเอ Fmoc-TT-LysNH2 โดยใช้ Fmoc-Cys(Npys)-OH 3.0 mg (6.0 µmol, 60 eq.) ใน DMF 30 µL ใน
สารละลายผสมระหว่าง PyBOP 3.1 mg (6.0 µmol, 24 equiv.) ใน DMF 30 µL, PPTS 1.5 mg (6.0 µmol, 
24 eq.) ใน DMF 30 µL และ NMM (1 µL, 6.0 µmol, 24 eq.) และพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค MALDI-
TOF mass spectrometry พบว่าสามารถเช่ือมต่อ Fmoc-Cys(Npys)-OH กับพีเอ็นเอได้ โดยพบ m/z = 
1291.3 (m/z calcd = 1290.5) ซึ่งเป็นพีกของผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการคือ Fmoc-Cys(Npys)-TT-LysNH2 ดังรูป
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ท่ี 3.11 และรูปที่ 3.12 แต่ยังมีพีกของพีเอ็นเอต้ังต้นเหลือท่ี m/z = 812.1 และยังพบ m/z = 1137.5 (m/z 
calcd = 1136.3) ซึ่งคาดว่าเป็นพีกของ Fmoc-Cys-TT-LysNH2 ท่ีเกิดจากการแตกของพันธะไดซัลไฟด์ ท าให้
หมู่ Npys หลุดออก และยังเกิด m/z = 1647.4 ซึ่งไม่สามารถระบุได้ว่าเป็นสารใด  

 

 
 

รูปที่ 3.11 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ H-TT-LysNH2 และการเช่ือมกันระหว่างพีเอ็นเอ H-TT-
LysNH2 และ (2) Fmoc-Cys(Npys)-OH ท่ีเวลา 1 ช่ัวโมง (3) 12 ช่ัวโมง ด้วยวิธีที่ 1 

 
ผู้วิจัยจึงได้เปล่ียนภาวะของการท าปฏิกิริยาเป็นวิธีที่ 2 โดยใช้ Fmoc-Cys(Npys)-OH 3.0 mg (6.0 

µmol, 60 eq.) ใน CH2Cl2 ในสารละลาย DCC 3.1 mg (6.0 µmol, 24 eq.) .ซึ่งเป็นวิธีท่ี Sheehan และ
คณะ36 ใช้ในการเช่ือมโมเลกุลสองโมเลกุลท่ีมีหมู่ฟังก์ชันคาร์บอกซิลและหมู่ฟังก์ชันอะมิโนด้วยพันธะเพปไทด์
หรือเอไมด์ และพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry พบว่า พบ m/z = 1292.5 
(m/z calcd = 1290.5) ซึ่งตรงกับพีกของผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการคือ Fmoc-Cys(Npys)-TT-LysNH2 และพบ 
m/z = 1137.6 (m/z calcd = 1136.3) ซึ่งเป็นพีกของ Fmoc-Cys-TT-LysNH2 ท่ีเกิดจากการแตกของพันธะ
ไดซัลไฟด์ ท าให้หมู่ Npys หลุดออกเหมือนกับวิธีท่ี 1 แต่วิธีนี้สามารถเกิดปฏิกิริยาได้อย่างสมบูรณ์มากกว่า โดย
สังเกตได้จากการท่ีไม่พบพีกแมสของพีเอ็นเอสารต้ังต้น ดังรูปที่ 3.12 และรูปที่ 3.13 ผู้วิจัยจึงได้ทดลองน าพี
เอ็นเอ Fmoc-Cys(Npys)-TT-LysNH2 ไปท าปฏิกิริยาเช่ือมกับพีเอ็นเอท่ีมีหมู่ไทออลต่อไป 
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รูปที่ 3.12 โครงสร้างท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้นและค่าแมสท่ีพบเทียบกับค่าแมสท่ีค านวณได้ของพีเอ็นเอในการดัด
แปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วย N-(9-fluorenylmethoxy- carbonyl)-S-(3-nitro-2-
pyridylthio)-L-cysteine ด้วยวิธีที่ 1 และวิธีท่ี 2 
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รูปที่ 3.13 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ TT-LysNH2 และ (2) การเช่ือมกันระหว่างพีเอ็นเอ H-TT-
LysNH2 กับ Fmoc-Cys(Npys)-OH ท่ีเวลา 2 ช่ัวโมงด้วยวิธีที่ 2  
 

3.2.3 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอ Fmoc-Cys(Npys)-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 
 

หลังจากสังเคราะห์พีเอ็นเอ Fmoc-Cys(Npys)-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 
ซึ่งต้องท าการก าจัดหมู่อะเซติลออกก่อนโดยใช้ 20% piperidine ใน DMF ให้เกิดเป็นพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-
LysNH2 และน าพีเอ็นเอสองสายนี้มาท าปฏิกิริยากันใน 0.1 M  phosphate buffer (pH 7.0) และติดตามผล
ทุกๆครึ่งช่ัวโมงด้วยการพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry พบว่าเมื่อเวลาผ่าน
ไปครึ่งช่ัวโมง พบ m/z = 2020.2 (m/z calcd = 2022.3) [พีกหมายเลข 6 ในรูปที่ 3.15 (3)] ซึ่งเป็นพีกของ
ผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการเพียงเล็กน้อย ซึ่งอาจเกิดจากการก าจัดหมู่ปกป้อง AcS ออกไม่สมบูรณ์ ดังจะเห็นได้จาก
การท่ียังมีพีกของ AcSCH2CO-TT-LysNH2 อยู่ [พีกหมายเลข 2 ในรูปที่ 3.15 (1)] และยังพบพีกของ dimer 
ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของ HS-TT-LysNH2 ท่ี m/z = 1769.3 [พีกหมายเลข 3 ในรูปที่ 3.15 (1)] และ
เมื่อเวลาผ่านไปพีกของผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการไม่ได้เพิ่มขึ้น แต่กลับพบ m/z = 2272.8 (m/z calcd = 2270.6) 
ซึ่งเป็นพีกของผลิตภัณฑ์ข้างเคียงท่ีเป็น dimer ของ Fmoc-Cys-TT-LysNH2 [พีกหมายเลข 7 ในรูปที่ 3.15 
(4)] โดยสามารถวิเคราะห์ข้อมูล mass spectrum ท้ังหมดได้ดังรูปที่ 3.14 
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รูปที่ 3.14 โครงสร้างท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้นและค่าแมสท่ีพบเทียบกับค่าแมสท่ีค านวณได้ของพีเอ็นเอในการเช่ือม
กันของพีเอ็นเอ Fmoc-Cys(Npys)-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 
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รูปที่ 3.15 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอสารต้ังต้น AcSCH2CO-TT-LysNH2 ท่ีถูกก าจัดหมูอ่ะเซติลด้วย 
20% piperidine ใน DMF, (2) พีเอ็นเอสารต้ังต้น Fmoc-Cys(Npys)-TT-LysNH2, (3) การท าปฏิกิริยาของพี
เอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 กับพีเอ็นเอ Fmoc-Cys(Npys)-TT-LysNH2 ใน 0.1 M  phosphate buffer 
(pH 7.0) เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง, (4) 3 ช่ัวโมง  
 

3.3 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอผ่านการท าปฏิกิริยาระหว่างหมู่ไทออลและมาลิอิไมด์ 
3.3.1 การดัดแปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วยตัวเชื่อม sulfosuccinimidyl 4-

(N-maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxamide  
 

จากผลการท าปฏิกิริยาการเช่ือมของพีเอ็นเอสองสายด้วยพันธะไดซัลไฟด์ในหัวข้อ 3.2 พบว่าเกิด
ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงค่อนข้างมาก เนื่องจากความไม่เสถียรของท้ังฝ่ังพีเอ็นเอท่ีติด Fmoc-Cys(Npys)- และ HS- 
ผู้วิจัยจึงทดลองอีกวิธีหนึ่งในการเช่ือมต่อ คือใช้ปฏิกิริยาไมเคิลแอดดิชันระหว่างพีเอ็นเอท่ีมีหมู่ไทออลกับพีเอ็น
เอท่ีติดหมู่มาลิอิไมด์ (maleimide) โดยในการติดหมู่มาลิอิไมด์ จะใช้ตัวเช่ือม sulfosuccinimidyl 4-(N-
maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate (sulfoSMCC) ซึ่งมีจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์ โดยสามารถ
เกิดปฏิกิริยาได้อย่างรวดเร็วกับหมู่ไทออลแบบจ าเพาะเจาะจง ตัวอย่างเช่น Rogers และคณะ37  ได้น าวิธีนี้มา
ใช้ในการเช่ือมกันของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอ จากผลการทดลองพบว่า sulfoSMCC สามารถเกิดปฏิกิริยาได้อย่าง
สมบูรณ์กับพีเอ็นเอ Fmoc-TT-Lys บนวัฏภาคของแข็ง เกิดผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ  และจากผลการพิสูจน์
เอกลักษณ์ด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry พบว่าพบ m/z = 1031.5 ซึ่งสอดคล้องกับ MCC-
TT-LysNH2 (m/z calcd = 1030.1) ดังรูปที่ 3.16 และรูปที่ 3.17 
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รูปที่ 3.16 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ H-TT-LysNH2 และ (2) พีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.17 โครงสร้างท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้นและค่าแมสท่ีพบเทียบกับค่าแมสท่ีค านวณได้ของพีเอ็นเอในการดัด
แปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วยตัวเช่ือม sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimido- 
methyl) cyclohexane-1-carboxamide 
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3.3. 2  ก า ร ดั ดแ ปร ป ล าย ด้ า น อะ มิ โ น  ( N-terminus) ขอ งพี เ อ็ น เ อ ด้ ว ย ตั ว เ ชื่ อ ม  N-(9 -
fluorenylmethoxycarbonyl)-S-trityl-L-cysteine  

 

เนื่องจากเมื่อท าการก าจัดหมู่อะเซติลจากพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 ท าให้เกิดเป็นพันธะได
ซัลไฟด์ได้ ผู้วิจัยจึงเปล่ียนมาใช้ตัวเช่ือม N-(9-fluorenylmethoxycar-bonyl)-S-trityl-L-cysteine [Fmoc-
Cys(Trt)-OH] แทน โดยเมื่อดัดแปรพีเอ็นเอด้วย Fmoc-Cys(Trt)-OH แล้วได้ก าจัดหมู่ Fmoc และปลดพีเอ็น
เอจากวัฏภาคของแข็งพร้อมกับก าจัดหมู่ Trt โดยใช้ TFA  ท่ีมี triisopropylsilane (TIPS) อยู่ด้วยตามวิธีของ 
Fang และคณะ38 และพิสูจน์เอกลักษณ์พีเอ็นเอท่ีได้ด้วยเทคนิค mass spectrometry พบว่า พบ m/z = 
915.8 (m/z calcd = 914.1) ซึ่ ง เ ป็นพี ก ของผ ลิตภัณฑ์ ท่ี ต้อ งการ คือ  H-Cys-TT-LysNH2 แต่ก็ ยั งพบ
ปฏิกิริยาข้างเคียงคือการเกิดพันธะไดซัลไฟด์ได้ โดยพบ m/z = 1827.6 (m/z calcd = 1827.1) ซึ่งสูงกว่าพีก
ของผลิตภัณฑ์ ดังรูปที่ 3.18 และรูปที่ 3.19 

 

 
 

รูปที่ 3.18 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ H-TT-LysNH2 และ (2) พีเอ็นเอ H-TT-LysNH2 ท่ีถูกดัดแปร
ด้วย Fmoc-Cys(Trt)-OH  
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รูปที่ 3.19 โครงสร้างท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้นและค่าแมสท่ีพบเทียบกับค่าแมสท่ีค านวณได้ของพีเอ็นเอในการดัด
แปรปลายด้านอะมิโน (N-terminus) ของพีเอ็นเอด้วยตัวเช่ือม N-(9-fluorenylmethoxy-carbonyl)-S-trityl-
L-cysteine  
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3.3.3 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอ H-Cys-TT-LysNH2 และพเีอ็นเอ MCC-TT-LysNH2   
 

หลังจากสังเคราะห์พีเอ็นเอ H-Cys-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2  ได้แล้ว ในขั้นต่อไป
ผู้วิจัยได้น าพีเอ็นเอสองสายนี้มาท าปฏิกิริยากันใน 0.1 M  phosphate buffer (pH 7.0) และพิสูจน์เอกลักษณ์
ด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry พบว่า พบ m/z = 1944.9 (m/z calcd = 1944.2) ซึ่งเป็น
พีกของผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ ดังรูปที่ 3.22 (1) แต่พบ m/z = 2974.1 ซึ่งคาดว่าเป็นพีกของผลิตภัณฑ์ท่ีท า
ปฏิกิริยาต่อกับ MCC-PNA อีกสายหนึ่งผ่านปฏิกิริยา michael addition ของหมู่อะมิโนบน cysteine หรือ 
lysine กับหมู่มาลิอิไมด์ (maleimide) เกิดดังรูปที่ 3.22 (2) เนื่องจากหมู่อะมิโนก็มีความเป็นนิวคลีโอไฟล์
เช่นกัน และยังคงพบพีเอ็นเอท่ีเป็นสารต้ังต้นท้ังสองสายอยู่ โดยพบ H-Cys-TT-LysNH2 ท่ีอยู่ในรูปของไดเมอร์
อีกด้วย ผู้วิจัยจึงได้เติมตัวรีดิวซ์พันธะไดซัลไฟด์ ได้แก่ tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride 
(TCEP) ลงไป โดยหมู่ฟอสฟีนจะเข้าท าปฏิกิริยากับพันธะไดซัลไฟด์ท าให้พันธะเกิดการแตกออกดังกลไกท่ีแสดง
ในรูปที่ 3.20 พบว่าเกิดผลิตภัณฑ์เพิ่มมากขึ้น และสารต้ังต้นพีเอ็นเอท้ังสองสายนี้เหลือน้อยมากเมื่อเทียบกับ
ผลิตภัณฑ์ ดังรูปที่ 3.21 และรูปที่ 3.22   

 

 

 
รูปที่ 3.20 การเกิดปฏิกิริยารีดักชันของพันธะ disulfide ด้วย TCEP  
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รูปที่ 3.21 โครงสร้างท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้นและค่าแมสท่ีพบเทียบกับค่าแมสท่ีค านวณได้ของพีเอ็นเอในการเช่ือม
กันของพีเอ็นเอ H-Cys-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2   
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รูปที่ 3.22 mass spectrum ของ (1) พเีอ็นเอ H-Cys-TT-LysNH2, (2) พีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2, (3) การ
เช่ือมกันระหว่างพีเอ็นเอ H-Cys-TT-LysNH2 และ พีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 ท่ีเวลาหนึ่งคืน และ (4) ท่ีเติม 
TCEP 1 mg  
 

3.3.4 การเชื่อมกันของพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 และพเีอ็นเอ MCC-TT-LysNH2  
 

เนื่องจากการเติม TCEP ช่วยแก้ปัญหาเรื่องการเกิดไดเมอร์ได้ ผู้วิจัยจึงทดลองการท าปฏิกิริยา
เช่ือมต่อโดยใช้ AcS-TT-LysNH2 เป็นนิวคลีโอไฟล์แทน H-Cys-TT-LysNH2 ด้วย โดยทดลองหลายวิธี
เปรียบเทียบกันดังนี้ 

 

a.) วิธีที่ 1 
 

เมื่อปลดพีเอ็นเอท้ังสองสายจากวัฏภาคของแข็งแล้ว น าพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 (พีเอ็นเอ 
0.25 µmol ในน้ า 100 µL) ไปก าจัดหมู่อะเซติลด้วยการเติม concentrated NH3 50 µL และ EDTA 1 mg 
เพื่อเพิ่มโอกาสให้พีเอ็นเอท้ังสองเส้นเข้าท าปฏิกิริยากันมากขึ้น และหยุดปฏิกิริยาด้วย acetic acid (50 µL) 
เพื่อให้เกิดเป็นเกลือแอมโมเนียมอะซิเตตท่ีสามารถระเหยให้แห้งได้ จากนั้นเติมน้ า DI ก่อนน าเข้าเครื่อง 
freeze dry เพื่อให้พีเอ็นเอแห้งก่อนจะน าไปท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 ใน 0.1 M phosphate 
buffer (pH 7.0) และติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry จะเห็นได้ว่าหลังการ freeze 
dry HSCH2CO-TT-LysNH2 ส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปของไดเมอร์ เมื่อให้ท าปฏิกิริยากับ พีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 
เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง พบว่าพบ m/z 1916.2 (m/z calcd = 1914.2) ซึ่งเป็นพีกของผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ [พีก
หมายเลข 4 ในรูปที่ 3.24 (3)] แต่สารต้ังต้นพีเอ็นเอท้ังสองสายท้ังสองสายยังท าปฏิกิริยากันไม่หมด โดยพีเอ็น
เอ HSCH2CO-TT-LysNH2 จะอยู่ในรูปของไดเมอร์จ านวนมาก ผู้วิจัยจึงเติม TCEP ลงไปท าปฏิกิริยาเป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง  พบว่าไดเมอร์ถูกรีดิวส์จนหมด แต่ TCEP ส่วนท่ีเหลือจากการท าปฏิกิริยาสามารถเข้าไปแย่งท า
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ปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 เหลือได้ เกิดเป็น TCEP adduct ของ MCC-TT-LysNH2 ดังโครงสร้าง
ท่ี 5 ในรูปที่ 3.23 โดยพบ adduct นี้เป็นผลิตภัณฑ์หลัก [พีกหมายเลข 5 ในรูปที่ 3.24 (4)] 

 

 

 
รูปที่ 3.23 โครงสร้างท่ีคาดว่าจะเกิดขึ้นและค่าแมสท่ีพบเทียบกับค่าแมสท่ีค านวณได้ของพีเอ็นเอในการเช่ือม
กันของพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 ด้วยวิธีที่ 1, วิธีท่ี 2, วิธีท่ี 3 และวิธีท่ี 
4  
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รูปที่ 3.24 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 ท่ีถูกก าจัดหมู่ Ac ด้วย conc. NH3, 
(2) พีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2, การเช่ือมกันระหว่างพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 และ (3) พีเอ็นเอ MCC-
TT-LysNH2 ท่ีเวลา 1 ช่ัวโมง และ (4) ท่ีเติม TCEP 1 mg  
 

b.) วิธีที่ 2 
 

ในวิธีนี้ผู้วิจัยได้น าพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 (0.25 µmol ในน้ า 100 µL) ไปก าจัดหมู่อะเซ
ติลออกโดยการท าปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสด้วย 1 M NaOH 50 µL และ EDTA 1 mg และหยุดปฏิกิริยาด้วยการท า
ให้สารละลายมี pH เป็นกลางด้วย acetic acid และติดตามผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry 
พบว่าปฏิกิริยาการก าจัดหมู่ AcS สามารถเกิดได้สมบูรณ์ โดยไม่มีพีกของไดเมอร์เกิดมากนัก เมื่อน าไปท า
ปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 ใน 0.1 M  phosphate buffer (pH 7.0) พบว่าพบ m/z = 1916.3 
(m/z calcd = 1914.2) ซึ่งเป็นพีกของผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ แต่ให้ผลิตภัณฑ์ข้างเคียงท่ีน่าจะมีโครงสร้าง
เหมือนกับผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ แต่ยังคงมีหมู่อะเซติลอยู่ด้วย โดยสันนิษฐานว่าเกิดจากหมู่อะเซติลท่ีหลุดออกไป
สามารถย้ายต าแหน่งมาอยู่ท่ีหมู่อะมิโนของ lysine โดยพบ m/z = 1958.4 (m/z calcd = 1957.2) อย่างไรก็
ตาม วิธีนี้สารต้ังต้นท าปฏิกิริยาหมด และดูค่อนข้างสะอาดกว่าภาวะก่อนหน้านี้ ดัง รูปที่ 3.23 และรูปที่ 3.25 
(3) 
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รูปที่ 3.25 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 ท่ีถูกก าจัดหมู่ Ac ด้วย 1 M NaOH, 

(2) พีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2, (3) การเช่ือมกันระหว่างพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 กับพีเอ็นเอ MCC-

TT-LysNH2 ท่ีเวลา 1 ช่ัวโมง  

 

c.) วิธีที่ 3 
 

ในอีกวิธีหนึ่ง ผู้วิจัยได้หาภาวะของการก าจัดหมู่อะเซติลใหม่ โดยการน าพีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-
LysNH2 0.25 µmol ในน้ า 100 µL ไปท าปฏิกิริยากับ 0.5 M hydrazine 10 µL และหยุดปฏิกิริยาด้วย 
acetone พบว่าเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาที พีเอ็นเอ AcSCH2CO-TT-LysNH2 ถูกก าจัดหมู่อะเซติลจนหมด แต่
พบว่าเกิดเป็นไดเมอร์จ านวนมาก เมื่อน าไปท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 0.25 µmol และติดตาม
ผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry ผลปรากฏว่าพบพีกแมสของผลิตภัณฑ์ท่ี m/z = 1912.6 
(m/z calcd = 1914.2) น้อยมาก ดังรูปที่ 3.23 และรูปที่ 3.26 (3)  ผู้วิจัยจึงเติม TCEP ลงไปท าปฏิกิริยาท า
ให้ไดเมอร์ถูกรีดิวส์ พบว่าเกิดผลิตภัณฑ์มากขึ้นเล็กน้อย และเกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงจาก TCEP ท่ีใส่เข้าไปแย่ง
จับกับพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 คล้ายกับท่ีพบในวิธีท่ี 1 ดังรูปที่ 3.26 (4) 
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รูปที่ 3.26 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 ท่ีถูกก าจัดหมู่ Ac ด้วย 0.5 M 
hydrazine, (2) พีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2, การเช่ือมกันระหว่างพีเอน็เอ HSCH2CO-TT-LysNH2 และ (3) พี
เอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 ท่ีเวลา 1 ช่ัวโมง และ (4) ท่ีเติม TCEP 1 mg  
 

d.) วิธีที่ 4 
 

จากปัญหาการทดลองก่อนหน้านี้ท่ีพบว่าสามารถก าจัดหมู่อะเซติลจาก AcSCH2CO-TT-LysNH2 ได้
โดยใช้ NH3 หรือ N2H4 โดยจ าเป็นต้องใส่ TCEP เพื่อท าให้ไดเมอร์ของ HSCH2CO-TT-LysNH2 แตกออก แต่
กลับพบปฏิกิริยาข้างเคียงจาก TCEP เข้าท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 ด้วย ผู้วิจัยจึงหาวิธีในการ
ก าจัด TCEP ท่ีมากเกินพอก่อน โดยการน าไปท าปฏิกิริยากับ 4-azidobenzoic acid ตามวิธีของ Henkel และ
คณะ39 เพื่อก าจัด TCEP ท่ีเกินก่อนน าไปท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 ดังรูปที่ 3.27 โดย          4-
azidobenzoic acid จะท าปฏิกิริยา Staudinger ท่ีท าให้สามารถก าจัด TCEP ได้ เมื่อใช้พีเอ็นเอ AcSH2CCO-
TT-LysNH2 ท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 ท่ีสเกล 0.025 µmol เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง และติดตาม
ผลด้วยเทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry พบว่าไม่มีไดเมอร์เกิดขึ้น และพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-
LysNH2 ถูกท าปฏิกิริยาจนหมด เกิดเป็นพีกแมสของผลิตภัณฑ์ท่ี m/z = 1915.9 (m/z calcd = 1914.2) แต่
ยังมีพีกของ MCC-TT-LysNH2 เหลือ ซึ่งอาจเกิดจากการใส่เกิน ดังรูปที่ 3.23 และรูปที่ 3.28 (4) แต่เมื่อเพิ่ม
สเกลพีเอ็นเอท้ังสองสายเป็น 0.25 µmol เท่ากัน พบว่าปฏิกิริยาเกิดได้ไม่ดี โดยยังมีไดเมอร์ของ HSCH2CO-
TT-LysNH2 เหลือค่อนข้างมาก อีกท้ังยังเกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงจ านวนมาก ดังรูปที่ 3.23 และรูปที่ 3.29 จึงยัง
จ าเป็นต้องศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมในสเกลใหญ่ รวมทั้งพีเอ็นเอท่ีมีล าดับเบสซับซ้อนมากขึ้นต่อไป  
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รูปที่ 3.27 แผนภาพการก าจัด TCEP ด้วยหมู่เอไซด์ 

 

 
 

รูปที่ 3.28 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 0.025 µmol, (2) พีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-
LysNH2 0.0125 µmol ท่ีถูกก าจัดหมู่ Ac ด้วย 0.5 M hydrazine, (3) HSCH2CO-TT-LysNH2 ท่ีถูกเติมด้วย 
TCEP และ (4) การเช่ือมกันระหว่างพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 และพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 ท่ีเวลา 1 
ช่ัวโมง หลังจากเติม 4-azidobenzoic acid  
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รูปที่ 3.29 mass spectrum ของ (1) พีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 0.25 µmol, (2) พีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-
LysNH2 0.25 µmol ท่ีถูกก าจัดหมู่ Ac ด้วย 0.5 M hydrazine, (3) HSCH2CO-TT-LysNH2 ท่ีถูกเติมด้วย 
TCEP และการเช่ือมกันระหว่างพีเอ็นเอ HSCH2CO-TT-LysNH2 และ (4) พีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 ท่ีเวลา 1 
ช่ัวโมง หลังจากเติม 4-azidobenzoic acid  

 

หมายเหตุ: การสังเคราะห์สาร 4-azidobenzoic acid 6 จะอาศัยปฏิกิริยาไดอะโซไทเซชันของ 4-
อะมิโนเบนโซอิกแอซิด ตามด้วยปฏิกิริยาแทนท่ีด้วยเอไซด์ดังรูปที่ 3.30 ตามวิธีการของ Addy และคณะ40 ซึ่ง
จะได้สาร 6 เป็นของแข็งสีขาว 47.2% yield ข้อมูล 1H NMR สเปกตรัม ดังรูปที่ 3.31 และ IR spectrum ดัง
รูปที่ 3.32 

 

 
 

รูปที่ 3.30 แผนภาพการสังเคราะห์ของ 4-azidobenzoic acid 6 
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รูปที่ 3.31 1H NMR (400 MHz, DMSO) ของ 4-azidobenzoic acid 6 
 

สัญญาณ δ 7.94 (d, J = 7.6 Hz, 2H) เป็นโปรตอนบนวงอะโรมาติกต าแหน่ง ortho ของหมู่คาร์บอกซิล ซึ่งจะ 
deshield มากท่ีสุดและขึ้นเป็น doublet (ต าแหน่งท่ี 1)  

สัญญาณ δ 7.19 (d, J = 8.1 Hz, 2H) เป็นโปรตอนบนวงอะโรมาติกต าแหน่ง meta ของหมู่คาร์บอกซิล ซึ่งจะ 
deshield รองลงมาและขึ้นเป็น doublet (ต าแหน่งท่ี 2)  
และสามารถวิเคราะห์ IR spectrum ของสาร 6 ได้ดังนี้ 
 

 
 

รูปที่ 3.32 IR spectrum ของ 4-azidobenzoic acid 6 
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ความยาวคล่ืนท่ี 2101 cm-1 เป็นสัญญาณของ N=N=N stretching ของหมู่ฟังก์ชันเอไซด์ 
ความยาวคล่ืนท่ี 2813 cm-1, 2543 cm-1 และ 2404 cm-1เป็นสัญญาณของ O-H stretching ของหมู่ฟังก์ชัน 
carboxylic acid  
ความยาวคล่ืนท่ี 1672 cm-1 C=O stretching ของหมู่ฟังก์ชัน carboxylic acid 
ความยาวคล่ืนท่ี1599 cm-1 เป็นสัญญาณของ C=C stretching ของวงอะโรมาติก 



 
 

 บทท่ี 4   
สรุปผลการทดลอง 

  
ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้ศึกษาเพื่อหาวิธีการท่ีเหมาะสมในการเช่ือมพีเอ็นเอชนิด acpcPNA สายส้ันๆ 

สองสายให้มีล าดับเบสยาวขึ้น โดยใช้ปฏิกิริยา copper catalyzed azide-alkyne cycloaddition (click 
reaction) และปฏิกิริยาเช่ือมต่อโดยอาศัยหมู่ไทออล ผ่านปฏิกิริยา  thiol-exchange ของ cysteine ท่ีมีหมู่
ปกป้อง 3-nitro-2-pyridylsulfenyl (Npys)  หรือปฏิกิริยา michael addition ของหมู่ไทออลเข้าท่ีมาลิอิไมด์ 
โดยงานวิจัยได้ศึกษาการดัดแปรพีเอ็นเอตัวอย่างท่ีมีล าดับเบสเป็น H-TT-Lys-NH2 บนวัฏภาคของแข็งด้วยหมู่
ฟังก์ชันท่ีว่องไวท่ีเหมาะสมกับการเช่ือมต่อ ตลอดจนการทดลองหาภาวะในการเช่ือมต่อ และติดตามผลด้วย
เทคนิค MALDI-TOF mass spectrometry   

ในงานวิจัยส่วนท่ีใช้ปฏิกิริยา click reaction สามารถสังเคราะห์ตัวเช่ือมท่ีมีหมู่เอไซด์ (N-fluoren-
9-ylmethoxycarbonyl)-cis-4-(azido)-D-proline pentafluorophenyl ester 4 แ ละ ต่ อ เ ข้ า กั บ ป ล า ย
ด้านอะมิโนของพีเอ็นเอได้เป็นผลส าเร็จ  แต่ในส่วนการดัดแปรพีเอ็นเอปลายด้านคาร์บอกซิลด้วย propiolic 
acid ด้วยสารละลายผสมระหว่าง HBTU, HOBt และ DIEA (วิธีท่ี 1) หรือสารละลายผสมระหว่าง PyBOP, 
PPTS และ NMM (วิธีที่ 2) พบว่าเฉพาะวิธีท่ี 1 ท่ีให้ผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ อย่างไรก็ตาม ท้ังสองวิธีปฏิกิริยาเกิด
ได้ไม่สมบูรณ์และเกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงท่ีเกิดจาก propiolic acid เข้าท าปฏิกิริยาสองตัว จึงไม่สามารถน า   
พีเอ็นเอท่ีได้มาเช่ือมต่อกันในขั้นสุดท้าย  

อีกวิธีหนึ่งท่ีได้ทดลองน ามาใช้เช่ือมต่อพีเอ็นเอคือการท าปฏิกิริยา thiol-exchange ของ cysteine 
ท่ีมีหมู่ปกป้อง 3-nitro-2-pyridylsulfenyl (Npys) กับหมู่ไทออลอิสระ พบว่า การดัดแปรพีเอ็นเอปลาย
ด้านอะมิโนด้วย S-acetyl-thioglycolic acid pentafluorophenyl ester สามารถเกิดปฏิกิริยาได้อย่าง
สมบูรณ์ และการดัดแปรพีเอ็นเอปลายด้านอะมิโนด้วย N-(9-fluorenylmethoxy-carbonyl)-S-(3-nitro-2-
pyridylthio)-L-cysteine [Fmoc-Cys(Npys)-OH] ด้วยสารละลายผสมระหว่าง PyBOP, PPTS และ NMM 
(วิธีท่ี 1) และสารละลายผสมระหว่าง DCC และ CH2Cl2 (วิธีท่ี 2) พบว่าวิธีท่ี 2 สามารถเกิดปฏิกิริยาได้อย่าง
สมบูรณ์กว่า แต่พบปัญหาหมู่ปกป้อง Npys หลุดออกเป็นบางส่วน และสารต้ังต้นฝ่ังไทออล คือ AcS-TT-
LysNH2 ไม่สามารถก าจัดหมู่ Ac ได้สมบูรณ์ด้วย 20% piperidine ใน DMF และบางส่วนเกิดเป็น dimer ท า
ให้เมื่อน ามาเช่ือมกันพบว่าถึงแม้ว่าจะพบพีกท่ีมีแมสตรงกับผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ แต่ปฏิกิริยายังเกิดได้ไม่
สมบูรณ์ และเกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงค่อนข้างมาก ผู้วิจัยจึงได้ทดลองอีกวิธีหนึ่งคือการท าปฏิกิริยา  michael 
addition ระหว่างพีเอ็นเอท่ีมีหมู่ไทออลจาก N-(9-fluorenylmethoxy-carbonyl)-S-trityl-L-cysteine กับพี
เอ็นเอท่ีติดหมู่มาลิอิไมด์ (maleimide) จาก sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane-
1-carboxamide (SMCC) พบว่าสามารถดัดแปรพีเอ็นเอท้ังสองเส้นด้วยตัวเช่ือมท้ังสองได้อย่างสมบูรณ์ และ
ก าจัดหมู่ Trt จากหมู่ไทออลได้อย่างสมบูรณ์เมื่อปลดออกจากวัฏภาคของแข็ง และเมื่อน าไปเช่ือมพีเอ็นเอสอง
สายพบว่าเกิดผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการได้ดีกว่าวิธีการอื่นท่ีผ่านมา แต่สารต้ังต้น HS-TT-LysNH2 เกิดอยู่ในรูป 
dimer ค่อนข้างมาก ผู้วิ จัยจึงได้เติม tris(2-carboxyethyl) phosphine hydrochloride (TCEP) เพื่อท า
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หน้าท่ีรีดิวซ์ dimer กลับมาเป็นไทออล พบว่า ผลิตภัณฑ์สามารถเกิดได้มากขึ้น แต่ยังเกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงท่ี
ได้จากปฏิกิริยาไมเคิลแอดดิชันของ TCEP เข้าไปท่ีหมู่มาลิอิไมด์ 

นอกจากนี้ยังได้ทดลองเช่ือมต่อพีเอ็นเอเข้าด้วยกันโดยผ่านการท าปฏิกิริยาไมเคิลแอดดิชัน ระหว่าง
พีเอ็นเอท่ีมีหมู่ไทออลและหมู่มาลิอิไมด์ (maleimide) โดยผ่านการใช้ตัวเช่ือม S-acetyl-thioglycolic acid 
pentafluorophenyl ester แทน และเปรียบเทียบวิธีการก าจัดหมู่ Ac ท้ังหมด 4 วิธี คือ วิธีท่ี 1 ใช้สารละลาย
ผสมระหว่าง concentrated NH3 และ EDTA, วิธีท่ี 2 ใช้สารละลายผสมระหว่าง 1 M NaOH และ EDTA, วิธี
ท่ี 3 ใช้สารละลาย 0.5 M hydrazine ก่อนจะน าไปท าปฏิกิริยากับพีเอ็นเอ MCC-TT-LysNH2 และเติม TCEP 
พบว่าวิธีท่ี 2 ให้ผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการค่อนข้างมาก แต่เกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงท่ีเกิดจากหมู่ Ac ท่ีหลุดออกจาก
หมู่ไทออลเข้าท าปฎิกิริยากับ lysine และวิธีท่ี 1 และ 3 ปฏิกิริยาเกิดได้ค่อนข้างดี แต่ให้ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นไท
ออลท่ีต้องการน้อยมาก โดยส่วนใหญ่จะเป็น dimer ท าให้จ าเป็นต้องเติม TCEP ลงไปด้วยในการท าปฏิกิริยา 
ซึ่งพบว่า TCEP สามารถแย่งจับกับ MCC-TT-LysNH2 ส่งผลให้เกิดผลิตภัณฑ์ข้างเคียงมาก ต่อมาผู้วิจัยจึง
ทดสอบวิธีท่ี 4 คือการใช้ 0.5 M hydrazine ในการก าจัดหมู่ Ac ซึ่งจะได้ dimer และน าไปท าต่อกับ TCEP 
จากนั้นก าจัด TCEP ท่ีเกินออกด้วย 4-azidobenzoic acid ก่อนจะน าไปเช่ือมกับ MCC-TT-LysNH2 พบว่า
ปฏิกิริยาเกิดได้ค่อนข้างสมบูรณ์ และไม่มีปฏิกิริยาข้างเคียงเมื่อท าในสเกลเล็ก แต่เมื่อเพิ่มสเกลของการท า
ปฏิกิริยาพบว่าปฏิกิริยาเกิดได้ไม่สมบูรณ์ อย่างไรก็ตาม วิธีการเช่ือมพีเอ็นเอด้วยการท าปฏิกิริยาไมเคิลแอดดิ
ชันของไทออลกับหมู่มาลิอิไมด์เป็นวิธีท่ีให้ผลดีท่ีสุดเมื่อเทียบกับวิธีอื่น และควรจะต้องมีการท าซ้ าและ/หรือ
ปรับปรุงภาวะต่อไปเพื่อให้เกิดปฏิกิริยาได้ดีขึ้นในระดับสเกลใหญ่ และกับพีเอ็นเอท่ีมีความยาวและมีล าดับเบส
ท่ีซับซ้อนขึ้น 
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