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งานวิจัยนี ้มีวัตถุประสงค์เพ่ือสังเคราะห์อนุพันธ์ชนิดใหม่ของสารไฮโฟเดอมิน เอ และ

ศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพของอนุพันธ์เหล่านี ้โดยสารตัง้ต้นไฮโฟเดอมิน เอ ท่ีใช้ในงานวิจัยนีแ้ยกได้จาก
เห็ด Hyphoderma radula จากนัน้ท าปฏิกิ ริยากับเอมีน  5 ชนิด ได้แก่  aniline, 4-fluoroaniline, 4-
chloroaniline, 4-bromoaniline และ  4- iodoaniline ไ ด้อนุพัน ธ์  78 -  82 ตามล าดับ  (40 -  94.2 % 
yields) จากนัน้ท าการศกึษาความเป็นไปได้ของอนุพนัธ์เหล่านี ้ในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ไกล
โคเจน ฟอสโฟรีเลส (GP) ด้วยเทคนิคการท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้ระหว่างสารอนุพนัธ์ท่ีสงัเคราะห์ได้กบั
บริเวณควบคุมต่าง ๆ ในเอนไซม์นี ้ได้แก่ บริเวณ Purine site, AMP site และ Indole site จากผล
การศึกษา พบว่าอนุพันธ์เหล่านีม้ีค่าพลังงานในการจับกับเอนไซม์ ( Binding energy; B.E.) ท่ี
บริเวณ Indole site ดีท่ีสุด โดยเฉพาะอย่างย่ิงอนุพันธ์ 82 ซึ่งให้ค่า B.E. ดีท่ีสุดทัง้สามบริเวณควบคุม 
และให้ค่าท่ีดีกว่าลิแกนด์เดิมส าหรับบริเวณ Indole site (CP-403,700) นอกจากนีย้ังได้ท าการทดสอบ
ความเป็นพิษของอนุพันธ์เหล่านีต้่อเซลล์มะเร็ง 3 ชนิด ได้แก่ HepG2, SK-Hep-1 และ A549 ผลการ
ทดสอบ พบวา่ อนพุนัธ์เหลา่นีแ้สดงคา่ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งชนิด SK-Hep-1 มากท่ีสดุ โดยเฉพาะ
อนุพันธ์ 82 ท่ีให้ค่า % survival ของ SK-Hep-1 cell line  ท่ี 30.5 % ท่ีความเข้มข้นสารทดสอบ 20 
µM ดังนัน้ ผลจากงานวิจัยนี ้สามารถสังเคราะห์สารชนิดใหม่ซึ่งเป็นอนุพันธ์ของไฮโฟเดอมิน เอ 
ได้ 5 ชนิด จากการท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้ พบว่า อนุพันธ์ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาระหว่างไฮโฟเดอมิน เอ 
และ 4-iodoaniline (82) มีแนวโน้มท่ีสามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ GP ได้และอนพุนัธ์นีย้งัแสดง
ความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งตบัชนิด SK-Hep-1 ในระดบัท่ีน่าสนใจอีกด้วย 
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The objectives of this research are the synthesis of new hyphodermin A derivatives 

and to study their bioactivities.  Substrate hyphodermin A was isolated from the culture 
of Hyphoderma radula.  Hyphodermin A reacted with 5 amines ( aniline, 4- fluoroaniline, 4-
chloroaniline, 4- bromoaniline and 4- iodoaniline)  to create five new derivatives 78 -  82, 
respectively ( 40 -  94. 2 %yield) .  Then, all of the derivatives were studied for their potential 
to inhibit glycogen phosphorylase (GP) , using the molecular docking method.  In this study, 
all of the derivatives were docked on three allosteric sites of GP, which included the Purine site, 
AMP site and Indole site.  The results showed that all of the derivatives had the lowest binding 
energy at Indole site.  This was especially true of compound 82, which had the lowest binding 
energy to all sites and also lower than that of its own ligand at the Indole site (CP-403,700) . 
Moreover, all derivatives were also evaluated for cytotoxic activity against a three-tumor cell line 
(HepG2, SK-Hep-1 and A549). All of them showed moderate cytotoxicity against the SK-Hep-1 
cell line, of which compound 82 was the most active and had a 30.5 % survival of SK-Hep-1 
cell line at 20 µM of the tested compound.  Therefore, in this study we obtained 5 new 
compounds from the reaction of hyphodermin A and amines. From the molecular docking study, 
compound 82, the product of the reaction of hyphodermin A and 4- iodoaniline was the most 
potent GP inhibitor and also possessed moderate cytotoxicity against the SK-Hep-1 cell line.  
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ปริญญานิพนธ์ฉบบันีส้ าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี ด้วยความเอาใจใส่อย่างดียิ่ง ตลอดจนการให้
ค าปรึกษา ค าแนะน าตา่ง ๆ โดยเฉพาะขัน้ตอนการท าวิจยั การเขียนปริญญานิพนธ์ แก้ไขข้อบกพร่อง
ต่าง ๆ และการดูแลตลอดในระยะเวลาท่ีท าการศึกษาและท าการวิจัยเป็นอย่างดียิ่งจาก ผู้ ช่วย
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อาจารย์ทัง้สองทา่นเป็นอยา่งสงู ผู้วิจยัรู้สกึซาบซึง้ในความกรุณาเป็นอยา่งสงู 

ขอกราบขอบพระคณุผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปิยรัตน์ ดรบณัฑิต ท่ีให้ความกรุณาในการมา
เป็นประธานในการสอบเค้าโครงปริญญานิพนธ์ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปิยะดา จิตรตัง้ประเสริฐ ท่ี
ให้ความกรุณามาเป็นกรรมการและเลขานุการในการสอบเค้าโครงปริญญานิพนธ์ และขอกราบ
ขอบพระคณุ ดร.เกรียงศกัดิ ์เลิศประภามงคล ท่ีให้ความกรุณาในการมาเป็นประธานในการสอบปาก
เปลา่ปริญญานิพนธ์และอาจารย์ ดร. อิทธิพล สงัเวียนวงศ์ ท่ีให้ความกรุณาในการเป็นกรรมการสอบ
เค้าโครงปริญญานิพนธ์และกรรมการการสอบปากเปล่าปริญญานิพนธ์ ตลอดจนให้ค าแนะน าตา่งๆ 
ท าให้ปริญญานิพนธ์ฉบบันีส้มบรูณ์มากยิ่งขึน้ 

ขอกราบขอบพระคณุ สถาบนั Tottori Mycological Institute ประเทศญ่ีปุ่ น ส าหรับความ
อนุเคราะห์เชือ้เห็ด Hyphoderma radula และรองศาสตราจารย์รัชนก ทองน า ท่ีให้การสนับสนุน
สารเคมีส าหรับการสงัเคราะห์อนพุนัธ์ไฮโฟเดอมิน เอ ชนิดใหมใ่นการวิจยัครัง้นี ้

ขอกราบขอบพระคุณ คุณ Koichi Kato, Maho Yagi-Utsumi, Saeko Yanaka และ Sae 
Tanaka กลุม่วิจยั Exploratory Research Center on Life and Living Systems (ExCELLS) สถาบนั 
Institute for Molecular Science (IMS) ประเทศญ่ีปุ่ น ท่ีให้ความอนุเคราะห์ในการเอือ้เฟือ้สถานท่ี 
สารเคมีตลอดจนอุปกรณ์เคร่ืองมือต่าง ๆ ท่ีใช้ในการท างานวิจยั ตลอดจนให้ค าปรึกษา ค าแนะน า
ตา่ง ๆ ท่ีเป็นประโยชน์ตอ่การท าวิจยั รวมถึงการบนัทกึ NMR spectrum จนการวิจยัประสบผลส าเร็จ
เป็นอยา่งด ี

ขอกราบขอบพระคุณอาจารย์ ดร.พรทิพย์ บุญศรี ท่ีให้ความกรุณาในการให้ค าปรึกษา 
ค าแนะน า คอยชีแ้นะแนวทางท่ีเป็นประโยชน์อย่างยิ่งส าหรับการท า Molecular docking ด้วยความ
เอาใจใสอ่ยา่งดี ท าให้ปริญญานิพนธ์ฉบบันีมี้ความสมบรูณ์มากขึน้ รวมถึงขอขอบคณุนางสาวชาริณี 
โทนทองและนายรณกร ลีชัยสิทธ์ิ ท่ีให้ความช่วยเหลือ ค าแนะน าในขัน้ตอนการท า Molecular 
docking มาโดยตลอด 
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ขอขอบคณุนางสาวกนัยารัตน์ จนัทร์แจ้ง มหาวิทยาลยัรามค าแหง ท่ีให้ความอนเุคราะห์ใน
การบันทึก  High resolution mass spectrum และขอขอบคุณนางสาวณฤทธิฬา โอนนอก 
ห้องปฏิบตัิการวิจยัชีวเคมี สถาบนัวิจยัจฬุาภรณ์ท่ีให้ความอนเุคราะห์ในการทดสอบฤทธ์ิความเป็น
พิษตอ่เซลล์มะเร็ง (cytotoxicity) 

ขอกราบขอบพระคุณภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒท่ี
เอือ้เฟือ้สถานท่ี อุปกรณ์ตลอดจนสารเคมีท่ีใช้ในการท าวิจัย และขอกราบขอบพระคณุทุน สควค. 
ส าหรับการศึกษาและการท างานวิจัยในระดบัปริญญาโทของนางสาวชนิถา จุ้ยประเสริฐ ในครัง้นี ้
ผู้วิจยัขอขอบพระคณุเป็นอยา่งสงูท่ีให้ความอนเุคราะห์แก่ผู้วิจยั 

ขอกราบขอบพระคุณคณาจารย์ภาควิชาเคมีทุกท่านท่ีได้ให้ความรู้ ค าแนะน าและความ
เมตตาแก่ผู้ วิจัยในการศึกษาหลักสูตรการศึกษามหาบัณฑิต รวมถึงขอบขอบพระคุณเจ้าหน้าท่ี
ห้องปฏิบตัิการภาควิชาเคมี เพ่ือน ๆ พ่ี ๆ และน้อง ๆ นิสิตปริญญาเอกและปริญญาโททุกท่านท่ีให้
ความช่วยเหลือ ค าแนะน า ค าปรึกษาท่ีเป็นประโยชน์ตอ่การท าวิจยั รวมถึงคอยให้ก าลงัใจแก่ผู้ วิจยั
มาโดยตลอดผู้วิจยัรู้สกึซาบซึง้ในความเมตตา กรุณาและขอขอบพระคณุไว้ ณ โอกาสนี ้

ท้ายท่ีสุดนีคุ้ณค่าและประโยชน์ อนัเกิดจากปริญญานิพนธ์ฉบบันี ้ผู้ วิจยัขอมอบแด่บิดา 
มารดา ครู อาจารย์และผู้ มีพระคณุทกุทา่น 
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บทที่ 1  
บทน า 

 
ภูมิหลัง 

ในปี  ค .ศ .  1995 มี รายงานว่า มีการแยกสารกลุ่ม  Hyphodermins ไ ด้จากเห็ด 
Hyphoderma radula (หรืออีกช่ือหนึง่ คือ Basidioradulum radula (Fr.) Nobles) ซึง่เป็นเห็ดท่ีได้
จากต้นเชอร์ร่ีป่า ในเมือง Wuppertal ประเทศเยอรมนี เห็ดนีจ้ัดอยู่ในไฟลัม Basidiomycete 
(Henkel, Mueller, Schmidt, & Wollweber, 1997) หรือ ปัจจบุนัเรียกไฟลมันีว้่า Basidiomycota 
(Hibbett et al., 2007) ซึ่งสารกลุ่ม Hyphodermins ท่ีแยกได้จากเห็ดนีมี้หลายอนพุนัธ์ โดยพบว่า
มีสาร Hyphodermin A – D (1 – 4) เป็นอนุพันธ์หลัก และยังพบว่ามีสาร Hyphodermin E – H 
เป็นสารเมแทบอไลต์ร่วมอีกด้วย (Henkel et al., 1997)  

 

ภาพประกอบ 1 โครงสร้างของสาร Hyphodermin A – D (1 – 4) 

ท่ีมา: Loughlin, Jenkins, Henderson, Campitelli, and Healy (2008) 

สาร Hyphodermins เป็นอนุพนัธ์ของ naphtho[1,2-c]furan-3,9-dione จากการศึกษา
ทางชีวภาพ พบว่า สารเหล่านีมี้แนวโน้มในการเป็นยารักษาและป้องกนัโรคหอบหืด โรคหลอดลม
อักเสบเรือ้รัง รวมถึงโรคหัวใจ และโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติของระบบประสาทส่วนกลาง 
(Loughlin, Jenkins, et al., 2008) รวมถึงมีรายงานว่าสารเหล่านีส้ามารถยับยัง้การท างานของ
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เอนไซม์ Protein Phosphatase 1 (PP1) และ Protein Phosphatase 2A (PP2A) โดย PP1 เป็น
เอนไซม์ท่ีส าคญัเก่ียวข้องกับกระบวนการเมแทบอลิซึมของไกลโคเจนท่ีท าหน้าท่ีควบคุมระดบั
น า้ตาลในเลือด (Berg, Tymoczko, Gatto, & Stryer, 2010) ส่วน PP2A เป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้อง
กับกระบวนการควบคุมวัฏจักรของเซลล์ (cell cycle) การส่งทอดสัญญาณเข้าสู่เซลล์ (signal 
transduction) และ การเปล่ียนแปลงของเซลล์เ พ่ือท าหน้าท่ี ท่ีจ าเพาะในร่างกาย ( cell 
differentiation) (Liu, Shen, & Ding, 2003) นอกจากนีย้งัมีการศกึษาเก่ียวกบัการสงัเคราะห์ทาง
เคมีของอนพุนัธ์ Hyphodermins ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาระหวา่ง phthalic anhydride กบันิวคลีโอไฟล์
ชนิดต่างๆ เช่น alcohols, aliphatic amines และ aromatic amines (Petersson et al. , 2007) 
และต่อมา Wendy A. Loughlin และคณะ น าอนุพันธ์ Hyphodermins ท่ีเป็นผลิตภัณฑ์จาก
ปฏิกิริยาระหว่าง phthalic anhydride กับนิวคลีโอไฟล์ชนิดต่างๆ มาทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ ซึ่ง
พบวา่อนพุนัธ์บางชนิด (สาร 5 – 9) ดงัตารางท่ี 1 สามารถยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ Glycogen 
Phosphorylase (GP) ได้ ในขณะท่ี Hyphodermin A, B และ D (1, 2 และ 4) ไม่มีฤทธ์ิในการ
ยับยัง้เอนไซม์ชนิดนี ้ (ในช่วงความเข้มข้นท่ี 0.222 – 22mM) (Loughlin, Pierens, Petersson, 
Henderson, & Healy, 2008) 

ตาราง 1 โครงสร้างและฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซม์ Glycogen Phosphorylase ของอนพุนัธ์ 
Hyphodermins 

สารประกอบ โครงสร้าง IC50(mM) 

5 

 

11.7 

6 

 

1.3 
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ตาราง 1 (ตอ่) 

สารประกอบ โครงสร้าง IC50(mM) 

7 

 

1.2 

8 

 

0.8 

9 

 

1.1 

 
ความสามารถในการยับยั ง้ เ อนไซ ม์  Glycogen Phosphorylase ของอนุพัน ธ์  

Hyphodermins บางชนิด ท าให้ระดับน า้ตาลกลูโคสในเลือดลดลง เ น่ืองจาก Glycogen 
Phosphorylase เป็นเอนไซม์ท่ีส าคญัต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของไกลโคเจนในตบั โดยท า
หน้าท่ีในการสลายไกลโคเจนให้เป็นน า้ตาลกลูโคส ดังนัน้ เอนไซม์ชนิดนีจ้ึงใช้เป็นโมเลกุล
เป้าหมายในการรักษาโรคเบาหวานหรือภาวะระดับน า้ตาลในเลือดสูง ( Hyperglycemia) 
(Loughlin, Pierens, et al., 2008) โดยอาศยัการใช้ยาในกลุม่ท่ีมีกลไกในการยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม์ Glycogen Phosphorylase เพ่ือลดระดบัน า้ตาลกลโูคสในเลือด (Hampson et al., 2006) 
เอนไซม์ชนิดนีจ้ดัเป็นอลัโลสเตอริกเอนไซม์ (allosteric enzyme) ซึ่งมีหลายบริเวณในโมเลกุล ท่ี
ตวัควบคมุ (ตวัเร่งปฏิกิริยาหรือตวัยบัยัง้ปฏิกิริยา) สามารถเข้าจบัได้ โดยเรียกบริเวณเหล่านีว้่า 
binding site และเน่ืองจากเอนไซม์นีมี้หลาย binding sites ดงันัน้ โครงสร้างของตัวยับยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ชนิดนี ้จึงมีโครงสร้างได้หลากหลาย ตามลักษณะของแต่ละ binding site 
(Schweiker, Loughlin, Lohning, Petersson, & Jenkins, 2014) และจากการศกึษารายงานวิจยั
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พบว่า สารในกลุ่ม heterocyclics เป็นสารกลุ่มหนึ่งท่ีสามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์นีไ้ด้ 
สารเหล่านี ้ได้แก่ caffeine (Ekstrom et al., 2002), flavopiridol และอนุพนัธ์ (Hampson et al., 
2006), อนุพันธ์ของ 3,4-dihydro-2-quinolone (Birch et al., 2007) และสาร 5-chloroindoles 
(Wright et al., 2005) รวมถึงสารสงัเคราะห์อนพุนัธ์ Hyphodermins (5 – 9) ดงักล่าวข้างต้น จาก
การศกึษาโครงสร้างสารกบัการออกฤทธ์ิ พบวา่ จากโครงสร้างของสารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซม์ 
Glycogen Phosphorylase ได้มีโครงสร้างท่ีหลากหลาย โดยมีโครงสร้างของวงอะโรมาติก 
(aromatic) และไนโตรเจนอะตอมเป็นองค์ประกอบภายในโมเลกลุ 

ด้วยฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลายของสารกลุ่ม Hyphodermins รวมถึงอนพุนัธ์ของสาร
เหล่านี ้ดงันัน้ ผู้ วิจัยจึงมีความสนใจในการสังเคราะห์อนุพันธ์ Hyphodermins โดยการน าสาร
อนพุนัธ์หลกั คือ Hyphodermin A ท่ีแยกได้จากเห็ด H. radula มาท าปฏิกิริยากบัเอมีนชนิดตา่ง ๆ 
เพ่ือให้ได้สารอนุพันธ์ชนิดใหม่ จากนัน้ท าการศึกษาแนวโน้มของอนุพนัธ์ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ในการ
ยับยัง้การท างานของเอนไซม์ Glycogen Phosphorylase โดยการท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิ ง้ 
(Molecular docking) รวมถึงการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ ด้วย 

 
ความมุ่งหมายของงานวิจัย 

1. เพ่ือสังเคราะห์อนุพันธ์ชนิดใหม่ของสาร Hyphodermin A โดยการท าปฏิกิริยากับ 
เอมีนชนิดตา่ง ๆ  

2. เพ่ือศึกษาแนวโน้มของอนุพนัธ์ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ต่อการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ 
Glycogen Phosphorylase โดยการท าโมเลกลุลาร์ดอ็กกิง้ 

3. เพ่ือศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพตา่ง ๆ ของสารตัง้ต้นและสารอนพุนัธ์ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ 
 

ความส าคัญของงานวิจัย 
1. ได้อนพุนัธ์ชนิดใหมข่องสาร Hyphodermin A 
2. ทราบแนวโน้มของอนุพันธ์ท่ีสังเคราะห์ขึน้ในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ 

Glycogen Phosphorylase  
3. ทราบฤทธ์ิทางชีวภาพของอนุพันธ์ท่ีสังเคราะห์ขึน้ เช่น ฤทธ์ิความเป็นพิษต่อ

เซลล์มะเร็ง (Cytotoxicity) 
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ขอบเขตของงานวิจัย 
1. เลีย้งเห็ด H. radula เพ่ือเพิ่มปริมาณสาร Hyphodermin A 
2. สกัด แยก ท าบริสุทธ์ิ  สาร Hyphodermin A และยืนยันโครงสร้างด้วยเทคนิค 

NMR spectroscopy และ HRMS spectrometry 
3. ท าปฏิกิริยาระหวา่ง Hyphodermin A กบัเอมีนชนิดตา่ง ๆ ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม  
4. สกดั แยก ท าบริสทุธ์ิ สารอนพุนัธ์ Hyphodermin A ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ และหาโครงสร้าง

ด้วยเทคนิค NMR spectroscopy และ HRMS spectrometry 
5. ศึกษาโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้ของสารอนุพันธ์ Hyphodermin A ท่ีสังเคราะห์ขึน้ต่อ 

การยบัยัง้เอนไซม์ Glycogen Phosphorylase โดยใช้โปรแกรม Autodock 4.2 
6. ศกึษาฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืน ๆ ของสารอนพุนัธ์ Hyphodermin A ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ ได้แก่ 

ฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็ง (Cytotoxicity) 
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บทที่ 2 
ทบทวนวรรณกรรม 

 
ในการวิจัยครัง้นี ้ผู้ วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง และได้น าเสนอตาม

หวัข้อตอ่ไปนี ้
1. สาร Hyphodermins และฤทธ์ิทางชีวภาพ 
2. การสงัเคราะห์อนพุนัธ์ Hyphodermins และฤทธ์ิทางชีวภาพ 
3. สารท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ Glycogen Phosphorylase  
4. การท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้ระหว่างอนุพันธ์ Hyphodermin A กับ กับเอนไซม์ 

Glycogen Phosphorylase  
5. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ 
 

1. สาร Hyphodermins และฤทธ์ิทางชีวภาพ 
สาร Hyphodermins คือ อนุพนัธ์ของสาร naphtho[1,2-c]furan-3,9-dione แยกได้ครัง้

แรกในปี ค.ศ. 1995 ซึ่งแยกได้จากเห็ด H. radula (Henkel et al., 1997) โดยเห็ดชนิดนีจ้ดัอยู่ใน
อาณาจกัร Fungi, ไฟลมั Basidiomycota และจดัอยู่ในชัน้ Agaricomycetes โดยดอกเห็ดขึน้รวม
เป็นแผ่นทรงกลมอยู่บนเปลือกไม้ เม่ือดอกเห็ดยงัมีอายไุม่มากจะเห็นเป็นสีขาว จากนัน้เม่ือมีอายุ
มากขึน้จะมีสีออกเหลืองครีม ดอกเห็ดนีมี้ลักษณะคล้ายซ่ีฟัน ดงันัน้ บางครัง้จึงเรียกเห็ดนีว้่า  
Toothed Crust  โดยฟันแตล่ะซ่ียาว 1-5 mm ดงัภาพประกอบ 2 (Martin & Pamela, 1990) 

 

 

ภาพประกอบ 2 แสดงลกัษณะของเห็ด H. radula 

ท่ีมา: Nobles (1967) 
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Henkel Thomas และคณะ รายงานว่าสามารถแยกสารกลุ่ม Hyphodermins ได้จาก
เห็ด H. radula (WP 2184) โดยมีสาร Hyphodermin A – D (1 – 4) เป็นสารเมแทบอไลต์หลกัและ
มี Hyphodermin E – H เป็นสารเมแทบอไลต์ร่วม ซึ่งเห็ดนีพ้บได้ตามล าต้นของต้นเชอร์ร่ีป่าใน
เมือง Wuppertal ประเทศเยอรมนี โดยเชือ้ของเห็ดนีถ้กูเก็บไว้ใน Brunswick (วนัท่ี 18 กรกฎาคม 
ค.ศ. 1995) (Henkel et al., 1997) 

Luke C. Henderson และคณะศึกษาการสังเคราะห์ Hyphodermin B (2) ด้วยวิธีการ
ทางเคมี โดยเร่ิมต้นการสงัเคราะห์สาร anhydride 11 จากสาร diketone 10 จ านวน 5 ขัน้ตอน คดิ
เป็น 15 % yield ดงัภาพประกอบ 3 จากนัน้ท าปฏิกิริยาระหว่างสาร anhydride 11 กับตวัรีดิวซ์ 
LiAlH(t-BuO)3 ท่ี 0 °C เป็นเวลา 4 ชัว่โมง เกิดปฏิกิริยารีดกัชนัได้เป็น Hyphodermin B (2) ซึง่เป็น
สารผสมราเซมิก (racemic mixture) คิดเป็น 99 % yield ดังภาพประกอบ 4 (Henderson, 
Loughlin, Jenkins, Healy, & Campitelli, 2006) 

ตอ่มา Wendy A. Loughlin และคณะได้ศกึษาการสงัเคราะห์ Hyphodermin A, C และ 

D (1, 3 และ 4) ด้วยวิธีทางเคมีโดยสาร diester 12 เปล่ียนเป็นสาร enone 13 โดยกระบวนการ  
- Bromination-Elimination เพ่ือสร้าง anhydride ดงัภาพประกอบ 5 จากนัน้หมู่ lactone ของสาร 
enone 13 จะเกิดรีดกัชนัเปล่ียนเป็นหมู ่lactol ของสารประกอบท่ี 14 โดยตวัรีดิวซ์ LiAlH(t-BuO)3 
ดงัภาพประกอบ 6 หลงัจากนัน้สารประกอบท่ี 14 ถกูเปล่ียนเป็น Hyphodermin C และ D (3 และ 
4) โดยมีกระบวนการสังเคราะห์ 2 ขัน้ตอน และไม่จ าเป็นต้องใช้วิธีการ complex protection-
deprotection ในขณะท่ีการสงัเคราะห์ Hyphodermin A (1) ต้องอาศยัการปกป้องหมู่ lactol ของ
สารประกอบท่ี 14 ด้วยตัวรีดิวซ์ Tris(hydroxypropyl)phosphine (THP) เพ่ือสร้างวง epoxide 
โดยมีกระบวนการสงัเคราะห์ 3 ขัน้ตอนดงัภาพประกอบ 7 (Loughlin, Jenkins, et al., 2008) 

 

ภาพประกอบ 3 การสงัเคราะห์สาร anhydride 11 จากสาร diketone 10 

ท่ีมา: Loughlin, Jenkins, et al. (2008) 

10 11 

5 steps 

15 % 
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ภาพประกอบ 4 การเกิดปฏิกิริยารีดกัชนัของสาร anhydride 11 ได้เป็น Hyphodermin B (2) 

ท่ีมา: Loughlin, Jenkins, et al. (2008) 

 

ภาพประกอบ 5 การเปล่ียนสาร diester 12 เป็นสาร enone 13 

ท่ีมา: Loughlin, Jenkins, et al. (2008) 

 

 

ภาพประกอบ 6 การเกิดปฏิกิริยารีดกัชนัของสาร enone 13 เปล่ียนเป็นสาร lactol 14 

ท่ีมา: Loughlin, Jenkins, et al. (2008) 

11 

1. LiAlH(t-BuO)3 

THF, 0 °C, 4 Hrs 

2. H+/H2O 

2 99 % 

12 

 - Bromination-Elimination 

13 

1. LiAlH(t-BuO)3 

THF, 0 °C, 4 Hrs 
2. H+/H2O 

13 14 
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ภาพประกอบ 7 การสงัเคราะห์ Hyphodermin A, C และ D (1, 3 และ 4) จากสาร lactol 14 

จากการศึกษาฤทธ์ิทางชีวภาพ มีการรายงานว่าสาร Hyphodermins สามารถยับยัง้
เอนไซม์ Protein Phosphatase 1 (PP1) และ Protein Phosphatase 2A (PP2A) ได้ โดยเอนไซม์ 
PP1 เป็นเอนไซม์ท่ีส าคญัเก่ียวข้องกบักระบวนการเมแทบอลิซึมของไกลโคเจนท่ีท าหน้าท่ีควบคมุ
ระดับน า้ตาลในเลือด (Berg et al., 2010) ส่วนเอนไซม์ PP2A เป็นเอนไซม์ท่ีเ ก่ียวข้องกับ
กระบวนการควบคุมวัฏจักรของเซลล์ (cell cycle) การส่งทอดสัญญาณเข้าสู่เซลล์ (signal 
transduction) และ การเปล่ียนแปลงของเซลล์เ พ่ือท าหน้าท่ี ท่ีจ าเ พาะในร่างกาย (cell 
differentiation) (Liu et al., 2003) และเป็นสารท่ีมีแนวโน้มในการใช้เป็นยารักษาและป้องกันโรค
หอบหืด โรคหลอดลมอกัเสบชนิดเรือ้รัง โรคหวัใจ รวมถึงโรคท่ีเก่ียวกับระบบประสาทส่วนกลาง 
เป็นต้น (Loughlin, Jenkins, et al., 2008) 

 
2. การสังเคราะห์อนุพันธ์ Hyphodermins และฤทธ์ิทางชีวภาพ 

Maria J. Petersson และคณะเสนอการสงัเคราะห์อนุพนัธ์ Hyphodermins เร่ิมต้นการ
เตรียมสาร Naphthofurantrione 21 จาก cyclohexan-1,3-dione 15 โดยมีกระบวนการสงัเคราะห์ 
5 ขัน้ตอน คิดเป็น 27 % yield ของทุกขัน้ตอน ดังภาพประกอบ 8 หลังจากนัน้จึงน าสาร 
Naphthofurantrione 21 มาท าปฏิกิริยากับนิวคลีโอไฟล์ชนิดต่าง  ๆ เช่น alcohols, aliphatic 
amines และ aromatic amines ท่ีเวลาและตัวท าละลายต่างชนิดกัน ดังตารางท่ี 2 ได้อนุพันธ์ 
Hyphodermins (สารประกอบท่ี 22 – 29) ดงัภาพประกอบ 9 นอกจากนี ้ยงัพบว่า ผลิตภัณฑ์ท่ี
เ กิดจากการท าปฏิ กิ ริยาระหว่าง  Naphthofurantrione 21 กับ  aniline และ benzylamine 

14 

3 steps 

2 steps 

3 4 

1 
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(สารประกอบท่ี 26 และ 27 ตามล าดบั) สามารถเกิดการปิดวงได้โดยการหยดกรดไฮโดรคลอริก
เกิดผลิตภัณฑ์เป็นสารประกอบท่ี 30 และ 31 ตามล าดบั ดงัภาพประกอบ 10 (Petersson et al., 
2007) 

 

(a) ethanol, HCl, rt, 16 h, 96 %; (b) vinyl magnesium bromide, ether, rt, 16 h, 75 %; (c) 
1.5 % hydroquinone, dimethyl acetylene dicarboxylate, toluene, reflux, 48 h; (d) Pd/C, 
acetic acid, reflux, 16 h, 41 %; (e) 10 % NaOH, THF, rt, 4 h, 65 %; (f) acetic anhydride, 
50 °C, 16 h, 98 %. 

ภาพประกอบ 8 การสงัเคราะห์สาร Naphthofurantrione 21 

ท่ีมา: Petersson et al. (2007) 

15 16 17 

18 

20 

19 
19 

21 
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ภาพประกอบ 9 การท าปฏิกิริยาระหวา่งสาร Naphthofurantrione 21 กบันิวคลีโอไฟล์ชนิดตา่ง ๆ  

ท่ีมา: Petersson et al. (2007) 

ตาราง 2 นิวคลีโอไฟล์และตวัท าละลายท่ีใช้ในการสงัเคราะห์อนพุนัธ์ Hyphodermins 

นิวคลโีอไฟล์ ตัวท ำละลำย สภำวะ ผลติภัณฑ์ Yield (%) 

Methanol Pyridine in methanol rt, 16 h, N2 22 64 
Isopropanol Pyridine in isopropanol rt, 16 h, N2 23 94 
Isopropanol Pyridine in isopropanol rt, 16 h, N2 23 60 
tert-Butanol Pyridine in tert-butanol rt, 45 min, N2 24 99 
Benzylamine Chloroform rt, 16 h, N2 27 97 
Aniline Chloroform rt, 15 min, N2 26 99 
Diethylamine Ethyl acetate rt, 2 h, N2 25 69 
Diethylamine Ethyl acetate rt, 16 h, N2 25 80 
Morpholine Ethyl acetate rt, 3 h, N2 28 82 
1-Pentanethiol Pyridine in dichloromethane rt, 16 h, N2 29 60 

ท่ีมา: Petersson et al. (2007) 

22-29 21 

solvents 
nucleophiles 

26  

27 

28 

29  

22 

24 

23 

25 
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(a) Benzylamine, chloroform (de-acidified) เวลา 45 นาที, 27 97 %; Aniline, chloroform 
(de-acidified) เวลา 15 นาที, 26 99 % (b) Ethyl acetate (de-acidified), เวลา 48 ชม., 29 99 
%; acetone เวลา 48 ชม., 28 96 %. (c) Two drops of HCl, chloroform เวลา 4 ชม. 31 72 %; 
HCl 1 หยด, chloroform เวลา 16 ชม., 30 78 %. 

ภาพประกอบ 10 ปฏิกิริยาการปิดวงของสารประกอบท่ี 26 และ 27 

ท่ีมา: Petersson et al. (2007) 

ต่อมา Wendy A. Loughlin และคณะน าอนุพันธ์ Hyphodermins ดังกล่าวข้างต้นมา
ทดสอบฤทธ์ิในการยบัยัง้เอนไซม์ Glycogen Phosphorylase และพบวา่ Hyphodermin A, B และ 
D ไม่มีฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์ Glycogen Phosphorylase ในช่วงความเข้มข้นท่ี 0.222 – 22 
mM ขณะท่ีอนุพันธ์ของ Hyphodermins บางชนิด มีฤทธ์ิในการยับยัง้ เอนไซม์  Glycogen 
Phosphorylase ท่ีมีค่า IC50 อยู่ในช่วง 0.8 – 1.3 mM ดังตาราง 1 (Loughlin, Pierens, et al., 
2008) 

21 26-27 

28-29 30-31 

26, 28, 30 27, 29, 31 
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3. สารท่ีมีฤทธ์ิในการยับยัง้การท างานของเอนไซม์ Glycogen Phosphorylase 
Glycogen Phosphorylase (GP) เป็นเอนไซม์ท่ีส าคญัตอ่กระบวนการเมแทบอลิซึมของ

ไกลโคเจนในตบั เน่ืองจากเอนไซม์นีท้ าหน้าท่ีในการสลายไกลโคเจนเป็นน า้ตาลกลโูคส โดยการ

เติมอนินทรีย์ฟอสเฟต (Pi) ในการสลายพนัธะ  - 1,4-glycosidic ระหว่างกลโูคสภายในโมเลกลุ
ของไกลโคเจน ได้ผลิตภัณฑ์เป็น Glucose-1-phosphate ลักษณะทั่วไปของเอนไซม์ GP ของ
มนษุย์ เป็นโปรตีนท่ีประกอบด้วยกรดอะมิโน 842 เรซิดิวซ์ มีมวลโมเลกลุ 97.434 kDa และเป็นได
เมอร์ กล่าวคือ เอนไซม์นีป้ระกอบด้วย 2 ซบัยนูิต และมี Pyridoxal Phosphophate (PLP) เป็นโค
แฟคเตอร์ท่ีจ าเป็นต่อการท างาน (Palm, Klein, Schinzel, Buehner, & Helmreich, 1990) โดย
เอนไซม์นีส้ามารถควบคุมได้ทัง้กลไกแบบอัลโลสเตอริกและการเติมหมู่ฟอสเฟต สามารถพบ
เ อ น ไ ซ ม์ ช นิ ด นี ้ไ ด้  2 forms คื อ  Glycogen Phosphorylase a ( GPa)  แ ล ะ  Glycogen 
Phosphorylase b (GPb) โดย 2 forms นีต้่างกันท่ีต าแหน่ง Ser-14 โดย GPa จะเป็น form ของ
เอนไซม์ท่ีถกูเติมหมู่ฟอสเฟตด้วยกระบวนการ phosphorylation โดยใช้เอนไซม์ Phosphorylase 
Kinase และเป็นรูปท่ี active พบได้ท่ีตับ และจะถูกดึงหมู่ฟอสเฟตออกโดยเอนไซม์ Protein 
Phosphatase 1 (PP1) ให้เปล่ียนเป็น GPb ซึ่งอยู่ในรูป inactive ซึ่งพบได้ในกล้ามเนือ้ และทัง้ 2 
forms นี ้แบง่ออกเป็น 2 สถานะ คือ สถานะ R และ T (R และ T state) โดย T state จะอยู่ในรูปท่ี 
inactive เน่ืองจากมีความสามารถในการจับกับ substrate ได้ต ่า ในขณะท่ี R state อยู่ในรูปท่ี 
active เน่ืองจากมีความสามารถในการจับ substrate ได้ค่อนข้างสูง โดย 2 สถานะนีจ้ะอยู่ใน
สมดลุซึ่งกันและกัน และโดยทัว่ไป GPa จะอยู่ในรูป active เน่ืองจากเกิดสมดลุไปทางสถานะ R 
มากกวา่ ในขณะท่ี GPb อยูใ่นรูป inactive เน่ืองจากเกิดสมดลุไปทางสถานะ T มากกวา่ (Barford, 
Hu, & Johnson, 1991) 
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ภาพประกอบ 11 การท างานของเอนไซม์ Glycogen Phosphorylase a และ b (GPa และ GPb)  

ท่ีมา: Berg et al. (2010) 

เมตาบอลิซึมของไกลโคเจนเกิดท่ีสองอวยัวะหลกั คือ ตบัและกล้ามเนือ้ ซึ่งในกล้ามเนือ้
ต้องการใช้กลูโคสเพ่ือเป็นแหล่งพลงังาน ขณะท่ีในตบัต้องการรักษาสมดลุของความเข้มข้นของ
กลูโคสโดยรวมของร่างกายให้คงท่ี เอนไซม์ GP จัดเป็น isozyme จึงพบเอนไซม์นีไ้ด้ในหลาย
อวยัวะ โดยล าดบักรดอะมิโนของเอนไซม์นีท่ี้พบในตบัและในกล้ามเนือ้มีความเหมือนกนัถึง  90% 
โดยปกติ GPb ในกล้ามเนือ้จะ active ก็ตอ่เม่ือมีความเข้มข้นของ AMP มาก ๆ (สภาวะท่ีร่างกาย
ขาดพลงังาน เช่น ขณะออกก าลงักาย) โดย AMP จะจบักบั nucleotide binding site ของเอนไซม์ 
และท าให้ GPb มีความเสถียรในรูป R state เกิดการสลายไกลโคเจนให้ได้ กลูโคส-1-ฟอสเฟต 
ขณะท่ี ATP จะควบคมุในทิศทางตรงข้าม คือ เม่ือมี ATP มาก ATP จะแยง่กบั AMP ในการจบักบั 
nucleotide binding site และท าให้ GPb มีความเสถียรในรูป T state จึงไม่มีการสลายไกลโคเจน
เพ่ือให้ได้พลังงาน ดังนัน้จึงกล่าวได้ว่า T และ R state ของ GPb ในกล้ามเนือ้ถูกควบคุมด้วย
พลังงานภายในเซลล์ รวมถึง glucose-6-phosphate ท่ีท าหน้าท่ีในการควบคุมแบบ feedback 
inhibition ด้วย จะท าให้ phosphorylase a ใน T state ความเสถียรมากกวา่ R state 

ส าหรับการควบคมุการท างานของเอนไซม์ GP ในตบันัน้ตา่งจากในกล้ามเนือ้ เน่ืองจาก
เอนไซม์นีใ้นตบัจะพบในรูป GPa ท่ีเปล่ียนจาก T state เป็น R state เม่ือมีกลโูคสมาจบักบัเอนไซม์
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นี ้จะท าให้สมดุลเกิดการเปล่ียนแปลงจาก R state เป็น T state ท าให้เอนไซม์นีไ้ม่ท างาน ทัง้นี ้
เน่ืองจากเอนไซม์ GP ในตบัท าหน้าท่ีในการสลายไกลโคเจนเพ่ือเพิ่มระดบัของน า้ตาลในเลือดเม่ือ
ร่างกายเรามีระดบัน า้ตาลในเลือดต ่า ดงันัน้ เม่ือร่างกายได้กลโูคสจากแหล่งอ่ืน เช่น จากอาหารท่ี
ทานเข้าไป เอนไซม์ GP ในตบัจึงไม่จ าเป็นต้องท าการสลายไกลโคเจนให้ได้กลโูคส อย่างไรก็ตาม 
เอนไซม์ GP ในตบัต่างจากเอนไซม์ GP ในกล้ามเนือ้ เอนไซม์ GP ในตบัไม่ตอบสนองต่อความ
เข้มข้นของ AMP ทัง้นีเ้น่ืองจากเอนไซม์ GP ในตบัไมไ่ด้ตอบสนองตอ่การเปล่ียนแปลงของพลงังาน 
(AMP ATP) นัน่เอง 

จากบทบาทหน้าท่ีของเอนไซม์ GP ดงักล่าว จึงท าให้เอนไซม์ชนิดนี ้ถูกใช้เป็นโมเลกุล
เป้าหมายในการรักษาภาวะระดบัน า้ตาลในเลือดสงู (Hyperglycaemia) ของผู้ ป่วยโรคเบาหวาน
ชนิดท่ี 2 (Schweiker et al., 2014) ซึง่เป็นชนิดท่ีพบได้ส่วนใหญ่ โดยเบาหวานชนิดนีมี้สาเหตจุาก
การท่ีตับอ่อนไม่สามารถน าน า้ตาลเข้าสู่เซลล์ได้ แต่ยังคงสามารถผลิตอินซูลินได้ตามปกติ 
(Ihmaid, 2018) ปัจจบุนัยาท่ีใช้ในการรักษาโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 มีทัง้หมด 14 กลุ่ม แตมี่ผู้ ป่วย
เพียง 36 % เท่านัน้ท่ีสามารถใช้ยาเหล่านีเ้พ่ือรักษาระดบัน า้ตาลในเลือดให้อยู่ในระดบัปกติได้ 
(Miller, Nguyen, Hu, Lin, & Nguyen, 2014) ดงันัน้ ยาท่ีใช้ในการรักษาโรคนีจ้ึงจ าเป็นต่อการ
พัฒนาให้มีประสิทธิภาพต่อไป ซึ่งยาอีกกลุ่มหนึ่งท่ีมีการวิจัยอย่างต่อเน่ือง ได้แก่ ยาในกลุ่มท่ี
อาศัยกลไกการออกฤทธ์ิยับยัง้การท างานของเอนไซม์ GP โดยการท างานของเอนไซม์ชนิดนี ้
จัดเป็นอัลโลสเตอริกเอนไซม์ (allosteric enzyme) ซึ่งมีหลายบริเวณในโมเลกุลท่ีตัวควบคุม 
(ตวัเร่งปฏิกิริยาหรือตวัยบัยัง้ปฏิกิริยา) สามารถเข้าจบัได้ โดยเรียกบริเวณเหล่านีว้่า binding site 
โดยเอนไซม์ GP ในรูปท่ี active เป็น dimer มี 2 subunits โดยแต่ละ subunit ประกอบด้วย 5 
binding sites ได้แก่ (1) ต าแหน่ง Ser14 phosphate ส าหรับเติมและขจัดหมู่ฟอสเฟต (2) 
ต าแหน่ง allosteric ส าหรับจับกับตัวกระตุ้ น AMP และตัวยับยัง้ glucose-1-phosphate (3) 
ต าแหน่ง catalytic จับกับไกลโคเจนและ glucose-1-phosphate (4) ต าแหน่ง inhibitor ส าหรับ
จับกับโมเลกุลของ purine หรือโมเลกุลท่ีมีโครงสร้างเป็นวง เช่น adenosine, caffeine, FMN, 
NADH และ (5) ต าแหน่ง glycogen storage (Johnson, 1992) และเน่ืองจากเอนไซม์นีมี้หลาย 
binding sites ดังนัน้ โครงสร้างของตัวยับยัง้การท างานของเอนไซม์ชนิดนีจ้ึงมีโครงสร้างได้
หลากหลาย ตามลักษณะของแต่ละ binding site ตวัอย่างเช่น ตวัยับยัง้แบบอัลโลสเตอริกจะ
ยับยัง้การท างานของเอนไซม์ GP ท่ีต าแหน่ง allosteric ใหม่ (indole) หรือต าแหน่ง allosteric 
(AMP) โดยทั่วไปมีโครงสร้างเป็น N-heterocycles นอกจากนีส้ารประกอบท่ีมีโครงสร้างเป็น 
Heterocyclic ยังถูกรายงานว่ามีฤทธ์ิในการยับยัง้เอนไซม์นี ้ ยกตัวอย่างเช่น caffeine (32)
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(Ekstrom et al., 2002), Flavopiridol และอนพุนัธ์ของ Flavopiridol (33) (Hampson et al., 2006) 
จับท่ีต าแหน่ง inhibitor, อนุพันธ์ของ 3,4-Dihydro-2-quinolone (34) (Birch et al., 2007) และ 
สาร 5-Chloroindoles (35) (Wright et al., 2005) จับท่ีต าแหน่ง allosteric ระหว่างผิวหน้าของ 
dimer และอนุพันธ์ pyridine ท่ีจับกับต าแหน่ง allosteric (AMP) รวมถึงสารสังเคราะห์อนุพันธ์ 
Hyphodermins (สาร 5 – 9) ดงัตารางท่ี 1 และพบว่าจากโครงสร้างของสารท่ีมีฤทธ์ิในการยับยัง้
เอนไซม์ Glycogen Phosphorylase จะเห็นได้ว่าโครงสร้างของตวัยบัยัง้การท างานของเอนไซม์นี ้
มีโครงสร้างได้หลากหลาย และโครงสร้างของสารส่วนใหญ่มีวงอะโรมาติก (Aromatic) และ
ไนโตรเจน (Nitrogen) เป็นองค์ประกอบภายในโมเลกลุ  

 

ภาพประกอบ 12 โครงสร้างสารท่ีรายงานวา่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้ Glycogen Phosphorylase  

4. การท าโมเลกุลลาร์ดอ็กกิง้ระหว่างอนุพันธ์ Hyphodermin A กับเอนไซม์ Glycogen 
Phosphorylase  

การท าโมเลกลุลาร์ด็อกกิง้ (Molecular Docking) เป็นหนึ่งในวิธีการค้นหาโมเลกลุใหมท่ี่
สามารถยับยัง้การท างานของเอนไซม์ได้ดีกว่าโครงสร้างของโมเลกุลเดิมท่ีได้จากธนาคาร
ฐานข้อมูลโครงสร้างของโปรตีน (protein data bank; PDB) หรือท่ีได้จากการทดลอง โดยใช้วิธี
ทางเคมีคอมพิวเตอร์ เพ่ือหาอนัตรกิริยาท่ีส าคญัระหวา่งตวัยบัยัง้เดมิกบัตวัยบัยัง้ใหม ่โดยจะท าให้
การออกแบบโมเลกุลของตวัยบัยัง้มีประสิทธิภาพมากขึน้ ขัน้ตอนการท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้เร่ิม
จากการหาโครงสร้างของโปรตีนจากธนาคารฐานข้อมลู (https:www.rcsb.org) จากนัน้น าโมเลกลุ
ของน า้ออกจากโครงสร้างของโปรตีนและเตมิไฮโดรเจนอะตอมให้แก่โครงสร้างของโปรตีน จากนัน้

32 33 

34 35 
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เตรียมโครงสร้างของลิแกนด์โดยการจ าลองโครงสร้างสามมิติด้วยโปรแกรม Gaussian view 
(Duke & O'Leary, 1992) และท าการ optimize โครงสร้างด้วยโปรแกรม Gaussian 09 (Frisch et 
al., 2016) เพ่ือให้ได้โครงสร้างท่ีมีความเสถียร และท ารีด็อกกิง้ (Redocking) ด้วยโปรแกรม 
Autodock 4.2 (Morris et al., 2009) ระหวา่งลิแกนด์เดมิกบับริเวณจบัเดมิเพ่ือค านวณคา่ RMSD 
(root mean square deviation) ซึง่เป็นคา่ทางสถิติท่ีใช้บง่บอกความแตกตา่งระหว่าง 2 โครงสร้าง
หรือมากกว่า เพ่ือบ่งบอกความน่าเช่ือถือและความเหมาะสมของพารามิเตอร์ท่ีใช้ในการท า 
โมเลกลุลาร์ด็อกกิง้ ด้วยโปรแกรม Autodock 4.2 ซึ่งรายงานความสามารถในการจบักับเอนไซม์
ของโมเลกลุด้วยคา่ B.E. (Binding energy) ซึง่เป็นคา่พลงังานยดึเหน่ียวท่ีเกิดขึน้ระหวา่งตวัยบัยัง้
กบัเอนไซม์ท่ีต้องการศกึษา (พรรณราย ศยิะพงษ์, 2556) 

การท างานของเอนไซม์ Glycogen phosphorylase เป็นแบบอัลโลสเตอริกเอนไซม์ 
(Allosteric enzyme) ซึ่งมีบริเวณจับกับตัวควบคุม (ตัวเร่งปฏิกิริยาหรือตัวยับยัง้ปฏิกิริยา) ได้
หลายบริเวณ โดยเรียนบริเวณเหล่านีว้่า บริเวณควบคมุ หรือ Binding sites โดยงานวิจยันีเ้ลือก
บริเวณควบคมุท่ีใช้ในการศึกษาความสามารถในการจบักบัเอนไซม์ของอนพุนัธ์ Hyphodermin A 
3 บริเวณควบคุม ได้แก่ บริเวณ Purine site, AMP site และ Indole site โดยถูกรายงานว่ามี
โครงสร้างของตวัยบัยงั Riboflavin (36), GSK261(37) และ CP-403,700 (38) จบัอย่างจ าเพาะ 
ตามล าดบั 

 

ภาพประกอบ 13 โครงสร้างของ Riboflavin (36), GSK261(37) และ CP-403,700 (38) 

36 

37 

38 
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เอนไซม์ GP นอกากถูกควบคมุการท างานด้วยกระบวนการ phosphorylation ดงักล่าว
ข้างต้นแล้ว ยงัสามารถถูกควบคมุด้วยระบบอลัโลสเตอริก (allosteric control) ด้วย โดยการจบั
กับตัวเร่งปฏิกิริยาและตัวยับยัง้ปฏิกิริยาท่ีบริเวณควบคุม โดยพบว่าบริเวณ purine site และ
บริเวณท่ีจับกับกลูโคสมีบริเวณท่ีใกล้ชิดกันการจับกับตัวเร่งปฏิกิริยาและตัวยับยัง้ปฏิกิริยาท่ี
บริเวณควบคมุ โดยพบว่าบริเวณ purine site และบริเวณท่ีจบักบักลโูคสมีบริเวณท่ีใกล้ชิดกนั ท า
ให้การท างานร่วมกันระหว่างโมเลกุลของกลูโคสและตัวยับยัง้ปฏิกิริยาท่ี purine site สามารถ
ยับยัง้การท างานของเอนไซม์นี ้โดยท าให้เอนไซม์ในรูปท่ีไม่ท างานมีความเสถียร ซึ่งสามารถ
ป้องกันการเข้าจับของ substrates กับ catalytic site ได้ จากงานวิจัยของ Jennifer L. Ekstrom 
และคณะรายงานค่า Binding affinity (KD)  ในการจับกับเอนไซม์  Human liver glycogen 
phosphorylase (HLGP) ท่ีบริเวณ purine site ของ 18 สารประกอบ โดยการใช้ biosensor assay 
ด้วยวิธี SPR assay โดยพบว่า Riboflavin (36) ให้คา่ KD ท่ีดีท่ีสดุ โดยมีคา่ 17 µM (HLGPa) และ 
15 µM (HLGPb) (Ekstrom et al., 2002) จากงานวิจัยของ Stephen A. Thomson และคณะ ได้
ท าการศึกษาอันตรกิริยาของสาร Anthranilimide ต่อการจับกับเอนไซม์ GP ด้วยเทคนิค X-ray 
crystallographic characterization โดยพบว่าสารในกลุ่มนีจ้ับกับเอนไซม์นีท่ี้บริเวณ AMP site 
ซึ่งการจบัของตวัยบัยัง้ท่ีบริเวณนี ้จะจบัแบบแข่งขนักบัตวัเร่งปฏิกิริยา ได้แก่ AMP หรือจบัเพ่ือท า
ให้เอนไซม์ในรูป Inactive T conformation เสถียร เ น่ืองจาก AMP site ปรากฏอยู่ ท่ี  dimer 
interface วางตามแกนของโปรตีนหลกัท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนระหวา่ง T (inactive) และ R (active) 
ดงันัน้ การจบัของโมเลกุลตวัยบัยัง้ท่ีต าแหน่งจะท าให้เกิดการป้องกันการเปล่ียนกลบัไปกลบัมา
ระหว่าง T และ R state ของเอนไซม์นี ้โดยพบว่าสาร GSK261(37) ถูกรายงานว่ามีฤทธ์ิในการ
ยบัยัง้เอนไซม์ GPa โดยมีค่า IC50 = 7 nM (Thomson et al., 2009) จากงานวิจยัของ Virgina L. 
Rath และคณะท าการศึกษาบริเวณควบคุมท่ีตวัยบัยัง้  indole-2-carboxamides จบักับเอนไซม์ 
HLGPa ได้แก่ บริเวณ Indole site โดยการเข้าจบัของตวัยบัยัง้ท่ีบริเวณควบคมุนีจ้ะท าให้ HLGP 
ในรูป inactive เสถียร จากการตกผลกึโครงสร้างของสาร CP-403,700 (38) กบัเอนไซม์ HLGP ซึง่
มีค่า IC50 เท่ากับ 45 nM พบว่า side chains ของกรดอะมิโน Arg60, Val64 และ Lys191 ของ 
HLGPa อยู่ภายในของตวัยบัยัง้ โดยทัง้ 5 กรดอะมิโน (38’, 40’, 53, 57 และ 192) จะเคล่ือนท่ีเข้า
มาล้อมตวัยบัยัง้มากขึน้ และมีเพียงพนัธะไฮโดรเจนระหว่าง Arg60 และ Thr38’ ของ 2 ซบัยนูิตท่ี
ถกูท าลายโดยการจบักบัตวัยบัยัง้ โดย Thr38’ จะสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบัไนโตรเจนอะตอมของวง 
indole และ Arg60 สร้างพันธะไอโดรเจนกับโมเลกุลของน า้ การเติมเต็มของตัวท าละลายใน
ช่องว่างระหว่าง 2 ซบัยูนิตอาจจะจ าเป็นส าหรับท าให้เกิดการหมนุของ 2 ซบัยูนิต (7 องศา) เม่ือ
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เอนไซม์นีถู้กท างาน ซึ่งจากการตกผลึกท าให้ทราบว่าตวัยบัยัง้จะอยู่ในช่องว่างนี ้ซึ่งจะท าให้เกิด
การท างานของเอนไซม์นีล้ดลง โดยท าให้เอนไซม์ในรูป inactive เสถียร (Rath et al., 2000) 

 
5. การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพ  

จากการสืบค้นงานวิจัยพบว่า สารท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง มีโครงสร้างท่ี
หลากหลาย เชน่ สาร Isobenfuranones (39) มีฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด 
HL-60 โดย มีค่า  IC50 =  3.24 µg/mL (Logrado et al. , 2010) , สาร  3- (2-aryl- 2-oxoethyl) 
isobenzofuran-1(3H)-ones (40) มีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด NALM6 
โดยมีคา่ IC50 = 5.24 µmol/L (da Silva Maia et al., 2016) และสาร Phthalide-fused indolines 
(41) มีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับชนิด HepG2 โดยมีค่า IC50 = 57.7 µM (Sheryn, 
Ninomiya, Koketsu, & Hasbullah, 2019)  

 

ภาพประกอบ 14 โครงสร้างของสารท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์ (สารประกอบท่ี 39 – 41) 

การทดสอบฤทธ์ิความเป็นพษิต่อเซลล์ ด้วยวิธี MTT Assay 
MTT assay เป็นวิธีการตรวจสอบความเป็นพิษของสารต่าง ๆ ตอ่เซลล์ เพ่ือทดสอบ

ว่าสารเหล่านัน้สามารถยับยัง้การเจริญหรือฆ่าเซลล์ท่ีทดสอบได้หรือไม่ โดยใช้สีย้อม ( 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) โดยหลักการของวิธีการนีคื้อ 
การบม่สารท่ีทดสอบในความเข้มข้นตา่ง ๆ กบัเซลล์ท่ีต้องการทดสอบในระเวลาท่ีก าหนด จากนัน้
จึงท าบ่มเซลล์นีต้่อกับ MTT reagent ซึ่งถ้าเซลล์นัน้ยังมีชีวิตอยู่ จะสามารถใช้เอนไซม์กลุ่ม 
(NAD(P)H-dependent cellular oxidoreductase  ท่ีมีอยูใ่นไมโทคอนเดรีย เพ่ือรีดวิซ์ tetrazolium 
dye MTT ให้เป็น Formazan ซึ่งเป็นผลึกสีม่วงท่ีไม่ละลายน า้ และจึงติดตามปริมาณของ 
Formazan ท่ีเกิดโดยการวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 540 nm ขณะท่ีเซลล์ท่ีตายแล้วไม่มีเอนไซม์ท่ีจะ
สามารถท าให้เกิด Formazan ได้ (Van, Kaspers, & Cloos, 2011) ดงันัน้ ด้วยวิธีการนีจ้งึสามารถ
ใช้ตดิตามวา่สารท่ีท าการทดสอบสามารถยบัยัง้การเจริญหรือฆ่าเซลล์ท่ีทดสอบได้หรือไม ่เพียงใด  

39 40 41 
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ฤทธ์ิความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็งตับชนิด HepG2 และ SK-Hep-1 
เซลล์มะเร็งตบั เป็นเซลล์ท่ีมีความสามารถในการเพิ่มจ านวนได้ตอ่ไปเร่ือย ๆ โดยไม่

เข้าสู่การตายของเซลล์ หรือเรียกว่า immortalized cell โดยในปี ค.ศ. 2018 มะเร็งตบัถกูรายงาน
ว่าเป็น 1 ใน 6 ล าดบัของมะเร็งท่ีพบได้บ่อยท่ีสุดในเพศชาย และเป็น 1 ใน 9 ล าดบัพ่ีพบได้บ่อย
ท่ีสุดในเพศหญิงของประชากรทัว่โลก (Bray et al., 2018) โดยปกติเซลล์มะเร็งตบัชนิด HepG2 
เป็นเซลล์มะเร็งท่ีถกูใช้ในการศกึษากระบวนการเมทาบอลิซมึของยา ซึง่เป็นเซลล์ท่ีมีอตัราการเพิ่ม
จ านวนและขนาดของเซลล์ท่ีสูง เป็นเซลล์ท่ีเจริญเป็น monolayer รวมกันเป็นกลุ่มเล็ก เจริญ
สมบูรณ์เป็นขนาดใหญ่จากการกระตุ้นด้วย human growth hormone โดยตวัอย่างของสารท่ีมี
ฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งตบัชนิด HepG2 แสดงดงัตาราง 3  

ตาราง 3 สารท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งตบัชนิด HepG2 

สารประกอบ IC50 เอกสารอ้างอิง 

 
(41) 

57.7 µM Sheryn et al. (2019) 

 
(42); Ar = C6H4NHCOCH3-3 

6.09  0.32 µM Sheryn et al. (2019) 

 
(43) ; Ar = C6H4OCOCH3-4 

4.41  0.12  µM El-Sharief et al. (2019) 
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ตาราง 3 (ตอ่) 

สารประกอบ IC50 เอกสารอ้างอิง 

 
(44) 

6.08  0.34 µM El-Sharief et al. (2019) 

 
(45) 

5.19  0.14 µM El-Sharief et al. (2019) 

 
(46) 

3.63  0.07 µM El-Sharief et al. (2019) 

 
 

(47) 

0.63  0.06 µM Ibrahim et al. (2018) 

 
(48) 

0.56  0.04 µM Ibrahim et al. (2018) 
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ตาราง 3 (ตอ่) 

สารประกอบ IC50 เอกสารอ้างอิง 

 
(49) 

0.50  0.04 µM Ibrahim et al. (2018) 

 
(50) 

0.76  0.06 µM Ibrahim et al. (2018) 

 
(51) 

7.37 µM 
Shukla, Srivastava, 
Shrivastava, Sodhi, and 
Kumar (2012) 

 (52) 

7.77 µM Shukla et al. (2012) 
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เซลล์มะเร็งตับชนิด SK-Hep-1 เป็นเซลล์ต้นแบบในการศึกษามะเร็งตับปฐมภูมิ 
(hepatocellular carcinoma) และชีววิทยาเก่ียวกับตบั โดยเซลล์ชนิดนีจ้ะต่างกับเซลล์ตบัปกติ 
(normal hepatocytes) และเซลล์มะเร็งตบัชนิดอ่ืน ๆ ในเชิงการแสดงออกของยีนส์และระดบัของ
โปรตีน ซึ่งพบว่ามีลักษณะท่ีส าคัญท่ีพบ ได้แก่ เซลล์เนือ้เย่ือบุผนังหลอดเลือด (Endothelial-
specific makers) และลกัษณะทางสณัฐานวิทยา (Morphological characteristics) ท่ีบง่บอกว่า
เป็นต้นก าเนิดของเซลล์บุผนงัหลอดเลือด (Endothelial origin) ทัง้การแสดงออกของหน้าท่ีการ
ล าเลียงสารและการสร้างทอ่ (tubular) การศกึษาเซลล์นีก้บัเซลล์ liver sinusoidal endothelial จะ
ดีกว่าใช้ในการศึกษาของเซลล์มะเร็งตบั SK-Hep1: not hepatocellular carcinoma cells but a 
cell model for liver sinusoidal endothelial cells ( Fanelli & Alex, 2016)  โดย เซล ล์  Liver 
sinusoidal endothelial cells (LSECs) สร้างเป็นชัน้ก าแพงของผนังหลอดเลือดในตับ (Liver 
sinusoids) โดยเซลล์นีพ้บเพียง 15 – 20 % ของเซลล์ตบั แตค่ิดเป็น 3 % ของปริมาตรตบัเท่านัน้ 
หนึ่งในบทบาทหน้าท่ีของเซลล์นี ้เก่ียวกับกระบวนการเจริญของเซลล์มะเร็งตบั และแผลในตบัท่ี
เก่ียวข้องกบัการอกัเสบและการติดเชือ้ (Poisson et al., 2017) โดยตวัอย่างของสารท่ีมีฤทธ์ิความ
เป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งตบัชนิด SK-Hep-1 แสดงดงัตาราง 4 

 

 

ภาพประกอบ 15 โครงสร้างของตบัท่ีแสดงถึงสว่นของ Hepatocytes และ Liver sinusoid 

ท่ีมา: Alessandra (2018) 
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ตาราง 4 สารท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งตบัชนิด SK-Hep-1 

สารประกอบ Cytotoxicity เอกสารอ้างอิง 

 
(53) 

MTS50 = 3 – 6 µg/mL Kok et al. (2007) 

 
(54) 

MTS50 = 12.5 – 25 
µg/mL 

Kok et al. (2007) 

 
(55) 

GI50 = 2.01 µg/mL Song et al. (2008) 

 
(56) 

GI50 = 2.11 µg/mL Song et al. (2008) 

 
(57) 

GI50 = 1.18 µg/mL Song et al. (2008) 

 
(58) 

GI50 = 1.36 µg/mL Song et al. (2008) 

 
(59) 

GI50 = 1.74 µg/mL Song et al. (2008) 
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ตาราง 4 (ตอ่) 

สารประกอบ Cytotoxicity เอกสารอ้างอิง 

(60) 

GI50 = 1.96 µg/mL Song et al. (2008) 

 
(61) 

GI50 = 2.21 µg/mL Song et al. (2008) 

 
(62) 

GI50 = 0.18 µg/mL Song et al. (2008) 

 
ฤทธ์ิความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 

มะเร็งท่ีเร่ิมต้นขึน้ในปอดจะถูกเรียกว่า มะเร็งปอดระดับปฐมภูมิ (primary lung 
cancer) แต่หากมะเร็งมีการแพร่จากอวัยวะอ่ืนเข้าสู่ปอดจะเรียกว่า มะเร็งปอดระดบัทุติยภูมิ 
(secondary lung cancer) โดยมะเร็งปอดระดบัปฐมภูมิ จะถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มหลัก ได้แก่ 
กลุ่ม SCLC (small cell lung cancer) พบเพียง 15 – 20 % ของผู้ ป่วยมะเร็งปอด โดยทั่วไปมี
สาเหตุมาจากการสูบบุหร่ีเนือ้กงอกเร่ิมต้นขึน้จากเซลล์ของ neuroendocrine ภายในปอดและ
กลุ่ม NSCLC (non small cell lung cancer) ซึ่งกลุ่มนีเ้ป็นกลุ่มท่ีพบมากท่ีสุด พบถึง 80 – 85 % 
ของผู้ ป่วยมะเร็งปอด โดยแบ่งมะเร็งกลุ่มนีอ้อกเป็น 3 ชนิดหลกั ได้แก่ 1. Adenocarcinoma ซึ่ง
เป็นชนิดท่ีพบได้ทัว่ไปและเร่ิมต้นขึน้ในเซลล์ mucus making gland ภายในทางเดินหายใจชัน้ใน 
ซึง่เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 จดัอยูใ่นกลุม่นี,้ 2. squamous cell carcinoma มะเร็งชนิดนีพ้ฒันา
มาจาก flat cells ซึ่งปกคลุมพืน้ผิวของทางเดินหายใจซึ่งเจริญใกล้ศูนย์กลางของปอด และ 3. 
large cell carcinoma โดยมะเร็งทัง้สามชนิดนีถู้กจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันเน่ืองจากมีการรักษา
เหมือนกนั  
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เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 เป็นเซลล์เย่ือบถุงุลม เป็นเซลล์ต้นแบบส าหรับการศึกษา
มะเร็งปอดและพฒันาตวัยาท่ีใช้ในการรักษามะเร็ง โดยมีต้นก าเนิดจากเนือ้เ ย่ือของปอด ซึ่งเป็น
เย่ือบุผิวท่ีตอบสนองต่อการแพร่ของสารต่าง ๆ เช่น น า้ สารละลายไอออน ผ่านเข้าออกถุงลม 
(Cancer Research UK, 2020) ตวัอยา่งของสารท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งชนิดนี ้แสดง
ดงัตาราง 5 

ตาราง 5 สารท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งปอดชนิด A549 

สารประกอบ IC50 เอกสารอ้างอิง 

 
(63) 

0.057 µM Zhao et al. (2020)  

(64) 

0.716 µM Zhao et al. (2020) 

 
(65) 

9.6  0.4 µM 
(24hr) 

Sekhar et al. (2020) 
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ตาราง 5 (ตอ่) 

สารประกอบ IC50 เอกสารอ้างอิง 

 
(66) 

5.1  0.3 
µM (24hr) 

Sekhar et al. 
(2020) 

 
(67) 

14.3  0.3 
µM (24hr) 

Sekhar et al. 
(2020) 

 
(68) 

16.8  0.6 
µM (24hr) 

Sekhar et al. 
(2020) 

 
(69) 

4.14 µM 
Mantipally et al. 
(2019) 

 
(70) 

5.98 µM 
Mantipally et al. 
(2019) 
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ตาราง 5 (ตอ่) 

สารประกอบ IC50 เอกสารอ้างอิง 

 
(71) 

29.0  0.9 
mg/mL 

Kuthyala, Nagaraja, 
Sheik, 
Hanumanthappa, 
and Kumar S (2019) 

 
(72) 

7.0  2.1 
mg/mL 

Kuthyala et al. 
(2019) 

 

(73) 

9.1  1.2 
mg/mL 

Kuthyala et al. 
(2019) 

 
(74) 

32.0  2.2 
mg/mL 

Kuthyala et al. 
(2019) 

 
(75) 

35.6  0.8 
mg/mL 

Kuthyala et al. 
(2019) 

 
(76) 

24.2  0.89 
µM 

Sreenivasulu et al. 
(2020) 
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ตาราง 5 (ตอ่) 

สารประกอบ IC50 เอกสารอ้างอิง 

 
(77) 

3.3  0.85 µM 
Sreenivasulu et al. 
(2020) 

 
จากการสืบค้นงานวิจัย พบว่า เม่ือพิจารณาโครงสร้างของสารส่วนใหญ่ท่ีมีฤทธ์ิ

ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเหล่านี ้พบว่ามีลักษณะท่ีส าคัญ 2 ลักษณะ ท่ีท าให้สารประกอบ
เหล่านีมี้ฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งท่ีมีประสิทธิภาพมากขึน้ ได้แก่ ความเป็นอะโรมาติก 
(aromatics) และการมีสว่นของหมูอ่ะมิโนหรือไนโตรเจนบนกลุม่ของ heterocyclic อีกทัง้ยงัพบว่า
การแทนท่ีของหมู่แฮโลเจนยงัท าให้ฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึน้
เช่นกัน ด้วยลักษณะส าคัญของโครงสร้างท่ีหลากหลายของสารเหล่านี ้ผู้ วิจัยจึงสนใจในการ
ทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์ของสาร Hyphodermin A และอนพุนัธ์ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ โดยการ
ทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตบัชนิด HepG2 และ SK-Hep-1 และเซลล์มะเร็งปอด
ชนิด A549 ด้วยวิธี MTT assay (Lirdprapamongkol et al., 2009) 
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บทที่ 3  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
1. สารเคมีท่ีใช้ในการวิจยั 
2. อปุกรณ์ท่ีใช้ในการวิจยั 
3. วิธีการด าเนินการวิจยั 

1.  การหาสภาวะ ท่ี เหมาะสมในการเ ลี ย้ง เห็ด H.  radula เ พ่ือให้ผลิตสาร 
Hyphodermin A ในปริมาณมาก 

2. การสกดั แยก ท าบริสทุธ์ิและยืนยนัโครงสร้างของสาร Hyphodermin A 
3. การสงัเคราะห์ แยก ท าบริสทุธ์ิและหาโครงสร้างอนพุนัธ์ Hyphodermin A 
4.  การท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิ ง้ระหว่างอนุพันธ์ Hyphodermin A กับเอนไซม์ 

Glycogen Phosphorylase 
5. การทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็ง 
 

1. สารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 
1. เอมีนท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา  (ammonium sulfate, urea, thioacetate, sulfamic 

acid, 4- ainophenol, lysine, cysteine, Aniline แ ล ะ อ นุ พั น ธ์  ไ ด้ แ ก่  4- Bromoaniline, 4-
Chloroaniline, 4-Fluoroaniline, 4-Iodoaniline) 

2. Bacterial agar powder จาก บริษัท Himedia 
3. BactoTM Malt extract จาก บริษัท Difco,BBL / USA 
4. BactoTM Yeast extract จาก บริษัท Difco,BBL / USA 
5 Cancer cell line 3 ชนิด ได้แก่ Hep2, SK-Hep-1 และ A549 
6. Hydrochloric acid (HCl) 
7. H. radula จาก สถาบนั Tottori Mycological Institute, Tottori ประเทศญ่ีปุ่ น 
8. Silica gel 60 (0.063 – 0.200 mm) จากบริษัท Merck (Catalogue Number :107734) 
9. Sodium hydroxide (NaOH) 
10. Sodium phosphate buffer (pH 7.0) 
11. Sodium sulfate (Na2SO4) 
12. Solvents ได้แก่ Acetone และ Methanol 
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13. Solvents ส าหรับ column chromatography ได้แก่ Hexane, Ethyl acetate 
14. Solvents ส าหรับ HPLC ได้แก่ Acetronitrile (HPLC grade)  
15. Solvents ส าหรับ NMR ได้แก่ Acetone-d6, DMSO-d6 
16. Trifluoroacetic acid (TFA) 
 

2. อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย  
1. pH meter 
2. Plastic petri dish  
3. คอลมัน์โครมาโทกราฟี 
4. เคร่ือง Biotage flash chromatography รุ่น ISO-PSF 
5. เคร่ือง Centrifugal vaporizer EYELA รุ่น CVE-200D 
6. เคร่ือง Bruker Advance 300, 400 และ 500 MHz FT-NMR spectrometer 
7. เคร่ือง Ultrasonic degassing cleaner 
8. เคร่ือง Mass spectrometer 
9. เคร่ือง Rotary evaporator 
10. เคร่ืองเขยา่สาร (Vortex mixer) 
11. เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสงู (HPLC) 
12. ตู้ปลอดเชือ้ 
13. แผน่ Thin Layer Chromatography (TLC) silica gel 60 
14. หม้อนึง่ฆา่เชือ้โดยใช้ไอน า้ร้อนแรงดนัสงู (Autoclave) 
15. หลอด Eppendorff ขนาด 1.5 mL microcentrige tube 
16. หว่งเข่ียเชือ้ (Inoculation Loop) 
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3. วิธีการด าเนินการวิจัย 
1. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเลีย้งเหด็ H. radula เพื่อให้ผลิตสาร

Hyphodermin A ในปริมาณมาก 
1.1 การเตรียมอาหารส าหรับเลีย้งเหด็ 

อาหารแข็ง 
อาหารสตูร MY medium ใน 1 ลิตรประกอบด้วย malt extract 20 กรัม yeast 

extract 2 กรัม และปรับคา่ pH ให้เทา่กบั 5.6 ด้วยสารละลาย 0.1 M HCl และ เตมิ agar powder 
1.5 % (g/mL) ท าการฆา่เชือ้ด้วยหม้อนึง่ฆา่เชือ้โดยใช้ไอน า้ร้อนแรงดนัสงู (Autoclave) ท่ีอณุหภูมิ 
121 °C เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนัน้เทอาหารปริมาตร 20 mL ลงในจานเพาะเชือ้ (plastic petri 
dish) แตล่ะจานรอจนอาหารแข็งตวั เพ่ือใช้ท าการศกึษาตอ่ไป  

อาหารเหลว 
อาหารสตูร MY medium ใน 1 ลิตรประกอบด้วย malt extract 20 กรัม yeast 

extract 2 กรัม และปรับคา่ pH ให้เทา่กบั 5.6 ด้วยสารละลาย 0.1 M HCl น าอาหารแบง่ใสข่วดรูป
ชมพู ่(ขนาด 125 mL) ปริมาตร 25 mL ตอ่ 1 ขวด หรือขวดรูปชมพู ่(ขนาด 500 mL) ปริมาตร 125 
mL ปิดด้วยจกุส าลีแล้วน าไปฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชือ้โดยใช้ไอน า้ร้อนแรงดนัสงู  ท่ีอณุหภูมิ 121 
°C เป็นเวลา 15 นาที 

1.2 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเลีย้ง H. radula  
1.2.1) ศึกษาปัจจัยของสภาวะการให้อากาศในการเลีย้ง 

น าเห็ด H. radula ท่ีเลีย้งบนอาหารแข็ง ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 สปัดาห์ 
มาถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลว โดยท าการตดัเชือ้เห็ดเป็นชิน้ส่ีเหล่ียมจตัรัุสขนาดประมาณ 5x5 mm2 
จ านวน 3 ชิน้ ใส่ลงในอาหารเหลว 25 mL ท่ีเตรียมไว้ จากนัน้เป็นการศกึษาสภาวะการให้อากาศ
ในการเลีย้ง โดยมีสภาวะการให้อากาศ ดงันี ้

1.  ใ ช้ เค ร่ือง เขย่าแบบวงกลม (orbital shaker, 125 rpm)  เ ลี ย้ ง ท่ี
อณุหภมูิห้อง (28 – 32 °C) เป็นเวลา 5 วนั  

2. ใช้เคร่ืองเขย่าแบบไป-กลับ (reciprocal shaker, 125 rpm) เลีย้งท่ี
อณุหภมูิห้อง (28 – 32 °C) เป็นเวลา 5 วนั  

3. ตัง้บ่มไว้โดยไม่เขย่า เลีย้งท่ีอุณหภูมิห้อง (28 – 32 °C) เป็นเวลา 20 
วนั จากนัน้ท าการสกดัน า้เลีย้งเชือ้ด้วย ethyl acetate และตรวจสอบปริมาณสาร Hyphodermin 
A ในแตล่ะสภาวะท่ีศกึษา ด้วยเทคนิค TLC  
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1.2.2) ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลีย้ง 
เม่ือได้สภาวะการให้อากาศท่ีเหมาะสมแล้ว เป็นการศึกษาระยะเวลาการ

เลีย้งท่ีเหมาะสมเพ่ือให้ได้ Hyphodermin A ในปริมาณมาก โดยท าการเลีย้งภายใต้สภาวะ
ดงักลา่วเป็นเวลา 7, 15, 21 และ 30 วนั ตามล าดบั จากนัน้ท าการกรองเอาตวัเซลล์ออก และสกดั
น า้เลีย้งเชือ้ด้วย ethyl acetate และตรวจสอบปริมาณสาร  Hyphodermin A ในแต่ละสภาวะท่ี
ศกึษาด้วยเทคนิค TLC 

2. การสกัด แยก ท าบริสุทธ์ิและยืนยันโครงสร้างของสาร Hyphodermin A 
2.1 การเตรียมสารสกัดจากเหด็ H. radula 

จากนัน้เป็นการเพิ่มปริมาณการผลิต โดยน าเห็ด H. radula ท่ีเลีย้งในอาหารแข็ง
เป็นเวลา 2 สปัดาห์ ตดัเป็นชิน้ขนาดประมาณ 5x5 mm2  จ านวน 10 ชิน้ ใสล่งใน flask ขนาด 500 
mL ซึ่งบรรจอุาหาร MY 125 mL ทัง้หมดจ านวน 10 flasks จากนัน้ท าการเลีย้งภายใต้สภาวะการ
ให้อากาศ และระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีได้จากผลการทดลองในข้อ 1 เม่ือครบก าหนดเวลาการเลีย้ง 
น ามากรองเอาส่วนของเชือ้เห็ดออก จากนัน้น าส่วนน า้เลีย้งเชือ้ท่ีกรองได้มาสกัด ด้วย ethyl 
acetate ท าการสกัดสารจ านวน 2 ครัง้ จากนัน้น าส่วนของสารสกัดในชัน้  ethyl acetate เติม 
Sodium sulfate anhydrous เพ่ือดงึน า้ออกจากสารสกดั และระเหยตวัท าละลายออกโดยใช้เคร่ือง 
Rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 40 °C ความดันประมาณ 200 mbar ได้เป็นสารสกัดชัน้ ethyl 
acetate จากนัน้เก็บสารสกดัหยาบท่ีได้ในตู้เย็นอณุหภมูิ 4 °C เพ่ือท าการทดลองตอ่ไป 

2.2 การแยกและท าบริสุทธ์ิสาร Hyphodermin A 
น าสารสกดัหยาบจากเห็ด H. radula ในขัน้ตอน 2.1 มาแยกและท าบริสทุธ์ิสาร

ด้วยเคร่ือง Biotage flash chromatography รุ่น ISO-PSF โดยละลายสารสกัดหยาบด้วย 
Acetone ปริมาตรเล็กน้อย จากนัน้ใช้ระบบ Normal phase ในการแยกสารรอบแรก โดยการชะ
ด้วยการเพิ่มขัว้ของตวัท าละลายผสมระหว่าง hexane และ ethyl acetate (สภาวะดงัตารางท่ี 6) 
หลงัจากนัน้รวมสารท่ีให้ผลของโครมาโทแกรม เหมือนกนัไว้ในกลุ่มสารเดียวกนัและระเหยตวัท า
ละลายด้วยเคร่ือง Rotary evaporator ท่ีอุณหภูมิ 40 °C ความดันประมาณ 200 mbar และ
ตรวจสอบสารในแต่ละกลุ่ม ด้วยเทคนิค  1H-NMR เป รียบเ ทียบกับ  1H-NMR ของสาร 
Hyphodermin A หลงัจากนัน้น ากลุ่มสารท่ีมี Hyphodermin A เป็นองค์ประกอบ มาท าการแยก
สารให้บริสทุธ์ิอีกครัง้ด้วยระบบแบบ Reverse phase โดยการชะด้วยการลดขัว้ของตวัท าละลาย
ผสมระหว่าง acetonitrile และ น า้ (สภาวะดงัตาราง 6) และระเหยตวัท าละลายให้แห้งด้วยเคร่ือง 
centrifugal evaporator ท่ีอณุหภมูิ 40 °C 
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ตาราง 6 แสดงสภาวะท่ีใช้ในการแยกและท าบริสทุธ์ิสารด้วยเคร่ือง Biotage flash 
chromatography 

สภาวะ Normal phase Reverse phase 

Sample Crude EtOAc extract Fraction from normal phase 

Cartridge SNAP Ultra 25g (Silica) SNAP Ultra C18 12g 

Flowrate 25mL/min 12mL/min 

Detector 256 และ 280 nm 256 และ 280 nm 

Solvents (gradient) 25 – 100 % Ethyl acetate in hexane 15 – 31 % Acetonitrile in water 
+ 0.05 % TFA  

Start threshold 20 mAU 40 mAU 

Max Fraction Volume 17 mL 10 mL 

 
2.3 ยืนยันโครงสร้างของสาร Hyphodermin A ที่แยกจากเหด็ H. radula 

น าสารบริสทุธ์ิท่ีคาดวา่จะเป็นสาร Hyphodermin A ท่ีแยกได้ มายืนยนัโครงสร้าง
ด้วยเทคนิคทาง Spectroscopy ได้แก่ HRMS (High Resolution Mass Spectrometry) รวมทัง้ 
1D และ  2D NMR (Nuclear Magnetic Resonance)  เ พ่ื อ เป รียบเ ทียบกับ ข้อมูลของสาร 
Hyphodermin A ท่ีมีรายงานไว้ก่อนหน้านี ้(Henkel et al., 1997) 

3. การสังเคราะห์ แยก ท าบริสุทธ์ิและหาโครงสร้างอนุพันธ์ Hyphodermin A 
อนุพัน ธ์  Hyphodermin A สัง เคราะ ห์ โดยใ ช้การท าป ฏิ กิ ริยาระหว่ า งส าร 

Hyphodermin A และเอมีน (ปริมาณมากเกินพอ) โดยมีขัน้ตอน ดงันี ้
3.1 การทดสอบเอมีนท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาการสังเคราะห์ 

ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ เร่ิมจากการผสมสาร Hyphodermin A และเอมีน
ชนิดตา่ง ๆ ทัง้หมด 10 ชนิด ในปริมาตรสดุท้ายเป็น 100 µL ดงัแสดงในตารางท่ี 7 บม่ท่ีอณุหภูมิ 
50 °C ตดิตามการเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิค TLC  

 

 



  35 

ตาราง 7 ปริมาณสารตัง้ต้นท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาเพ่ือเลือกเอมีนท่ีใช้ในการสงัเคราะห์อนพุนัธ์ 

ปฏิกิริยา ชนิดเอมนี ปริมาณสารของเอมนี 
ในตวัท าละลาย  
(20 µL) 

ปริมาณสารของ 
Hyhpodermin A ใน 
methanol (20 µL) 

ปรับปริมาตรด้วย
ตัวท าละลาย  
(60 µL) 

1 Ammonium sulfate 
(NH4)2SO4 

4.00 µmol ใน 0.1 M 
NaPi Buffer 

0.0770 µmol 0.1 M NaPi Buffer  

2 Urea 
(NH2CONH2) 

4.00 µmol ใน 0.1 M 
NaPi Buffer 

0.0770 µmol  0.1 M NaPi Buffer 

3 Thioacetamide 
(C2H5NS) 

4.00 µmol ใน 0.1 M 
NaPi Buffer 

0.0770 µmol 0.1 M NaPi Buffer  

4 Sulfamic acid 
(NH2SO3H) 

4.00 µmol ใน 0.1 M 
NaPi Buffer 

0.0770 µmol 0.1 M NaPi Buffer 

5 Cysteine 
(C3H7NO2S) 

4.00 µmol ใน 0.1 M 
NaPi Buffer 

0.0770 µmol 0.1 M NaPi Buffer 

6 Aniline 
(C6H5NH2) 

4.00 µmol ใน 
methanol  

0.0770 µmol 0.1 M NaPi Buffer 

7 4-Fluoroaniline 
(C6H6FN)  

0.40 µmol ใน 
methanol  

0.1077 µmol Methanol 

8 4-Chloroaniline 
(C6H6ClN) 

0.40 µmol ใน 
methanol  

0.1077 µmol Methanol  

9 4-Bromoaniline 
(C6H6BrN) 

0.40 µmol ใน 
methanol  

0.1077 µmol Methanol  

10 4-Iodoaniline 
(C6H6IN) 

0.40 µmol ใน 
methanol  

0.1077 µmol Methanol  

 
3.2 การสังเคราะห์อนุพันธ์ Hyphodermin A  

เลือกปฏิกิริยาการสงัเคราะห์จากข้อ 3.1 ท่ีให้ % yield ของผลิตภณัฑ์ท่ีดี เพ่ือ
ท าการขยายขนาดปฏิกิริยา โดยผสมสารละลาย Hyphodermin A และเอมีนชนิดต่าง ๆ ได้แก่ 
aniline , 4-fluoroaniline, 4-chloroaniline, 4-bromoaniline และ 4-iodoaniline ในขวดก้นกลม
ปริมาตรรวมเป็น 10 mL โดยใช้ปริมาณสาร ดังตาราง 8 กวนสารละลายผสมด้วย magnetic 
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stirrer บ่มท่ีอุณหภูมิ 50 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากนัน้หยุดปฏิกิริยาโดยการระเหยตัวท า
ละลายออกด้วยเคร่ือง Rotary Evaporator ท่ีอณุหภมูิ 40 °C ท่ีความดนัประมาณ 200 mbar 

ตาราง 8 ปริมาณของสารตัง้ต้นท่ีใช้ในการสงัเคราะห์อนพุนัธ์ Hyphodermin A  

ปฏิกิริยา ชนิดเอมนี ปริมาณสารของเอมนี 
ใน methanol (2 mL) 

ปริมาณสารของ 
Hyhpodermin A 
ใน methanol (2 mL) 

ปรับปริมาตรด้วย
ตัวท าละลาย  
(6 mL) 

1 Aniline 
(C6H5NH2) 

0.40 mmol  0.096 mmol  0.1 M NaPi Buffer  

2 4-Fluoroaniline 
(C6H6FN)  

0.40 mmol 0.083 mmol  Methanol  

3 4-Chloroaniline 
(C6H6ClN) 

0.40 mmol 0.077 mmol  Methanol  

4 4-Bromoaniline 
(C6H6BrN) 

0.40 mmol 0.076 mmol  Methanol 

5 4-Iodoaniline 
(C6H6IN) 

0.40 mmol 0.076 mmol  Methanol 

 
3.3 การแยกและท าบริสุทธ์ิอนุพันธ์ Hyphodermin A  

ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาระหว่างสาร Hyphodermin A กับ Aniline 
น าปฏิกิริยาการสังเคราะห์ในขัน้ตอน 3.2 มาแยกและท าบริสุทธ์ิสาร

ผลิตภณัฑ์ ด้วยเคร่ือง Biotage flash chromatography โดยใช้ระบบ Reverse phase (Cartridge 
: SNAP Ultra C18 30g) ชะคอลัมน์ด้วยการลดขัว้ของตัวท าละลายผสม acetonitrile และน า้ 
(0.05 % TFA) ด้วยอตัราการไหล 25mL/min โดยถูกชะออกมาท่ี 60 % acetonitrile จากนัน้รวม
สารผลิตภัณฑ์และระเหยตวัท าละลายออกด้วยเคร่ือง Rotary Evaporator ท่ีอุณหภูมิ 40 °C ท่ี
ความดนัประมาณ 200 mbar 

ผลิ ตภัณ ฑ์จ ากปฏิ กิ ริ ย า ร ะห ว่ า งส า ร  Hyphodermin A กั บ  4-
Fluoroaniline, 4-Chloroaniline, 4-Bromoaniline และ 4-Iodoaniline 

น าปฏิกิริยาการสังเคราะห์ในขัน้ตอน 3.2 มาแยกและท าบริสุทธ์ิสาร
ผลิตภณัฑ์ ด้วยเทคนิค column chromatography โดยใช้ silica gel 60 (0.063 – 0.200 mm) โดย
ชะคอลมัน์ด้วยการเพิ่มขัว้ของตวัท าละลายผสมระหว่าง hexane กบั ethyl acetate ซึ่งผลิตภณัฑ์
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ท่ีเกิดจาก Hyphodermin กับ 4-Fluoroaniline ถูกชะออกมาท่ี 30 % hexane ใน ethyl acetate 
ส่วนผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดจาก Hyphodermin กับ 4-Chloroaniline หรือ 4-Bromoaniline หรือ 4-
Iodoaniline ถกูชะออกมาท่ี 55 % hexane ใน ethyl acetate จากนัน้รวมสารผลิตภณัฑ์และระเหย
ตวัท าละลายออกด้วยเคร่ือง Rotary Evaporator ท่ีอณุหภมูิ 40 °C 

3.4 การหาโครงสร้างของอนุพันธ์ Hyphodermin A 
ศึกษาข้อมูลทางสเปคโทรสโคปี ด้วยเทคนิค HRMS และเทคนิค 1H-NMR, 

13C-NMR, HSQC และ HMBC โดยใช้เคร่ือง Bruker Advance 400 และ 500 MHz FT-NMR 
spectrometer ท่ี 400 และ 500 MHz ส าหรับ 1H-NMR spectrum และท่ี 100 และ 125 MHz 
ส าหรับ 13C-NMR spectrum ในตัวท าละลาย DMSO-d6 เ พ่ือศึกษาโครงสร้างของอนุพันธ์ 
Hyphodermin A ท่ีสงัเคราะห์ 

4. การท าโมเลกุลลาร์ดอ็กกิง้กับเอนไซม์ Glycogen Phosphorylase 
4.1 การเตรียมโครงสร้างของโปรตีน 

เตรียมโครงสร้างของโปรตีนโดย download โปรตีนจาก Protein Data Bank 
(http://www.rcsb.org) โดยใช้เอนไซม์ Human Liver Glycogen Phosphorylase (HLGP) รหัส
โปรตีน 1L5R ซึ่งมีโครงสร้างของสาร Riboflavin (36) เป็นลิแกนด์ท่ีจับอย่างจ าเพาะท่ีบริเวณ 
Purine site (Ekstrom et al., 2002) , 3DDS ท่ีมีโครงสร้างของสาร GSK261 (37) เป็นลิแกนด์ท่ี
จบัอย่างจ าเพาะท่ีบริเวณ AMP site (Thomson et al., 2009) และ 1L5Q ซึ่งมีโครงสร้างของสาร 
CP-403,700 (38) เป็นลิแกนด์ท่ีจบัอยา่งจ าเพาะท่ีบริเวณ Indole site (Rath et al., 2000) 

4.2 การเตรียมไฟล์โครงสร้างของลิแกนด์ 
เตรียมโครงสร้างของลิแกนด์ ได้แก่ สารตัง้ต้น Hyphodermin A (1) และอนพุนัธ์ 

Hyphodermin A (78 – 82) เตรียมได้จากการจ าลองโครงสร้าง 3 มิติด้วยโปรแกรม Gaussian 
view (Duke & O'Leary, 1992) และท าการ optimize โครงสร้างด้วยโปรแกรม Gaussian 09 
(Frisch et al., 2016) โดยใช้ระเบียบวิธี B3LYP/6-31G (d,p) เพ่ือให้ได้โครงสร้างท่ีมีความเสถียร 
และเตรียมไฟล์โครงสร้างขงลิแกนด์เดิม ได้แก่ Riboflavin (36), GSK261 (37) และ CP-403,700 
(38) เตรียมได้จากการถอดลิแกนด์ออกจากตวัแทนของเอนไซม์ HLGP ได้แก่ โปรตีนรหสั 1L5R, 
3DDS และ 1L5Q ท่ีบริเวณ Purine site, AMP site และ Indole site ตามล าดบั จากขัน้ตอนการ
เตรียมโครงสร้างของโปรตีน 
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4.3 การหาพารามิเตอร์ที่เหมาะสมส าหรับการโมเลกุลลาร์ดอ็กกิง้ 
เม่ือเตรียมโครงสร้างของโปรตีนและไฟล์ของลิแกนด์เรียบร้อยแล้ว จากนัน้ท าการ

หาพารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมในการท าโมเลกลุลาร์ด็อกกิง้ โดยใช้โปรแกรม AutoDock 4.2 (Morris 
et al., 2009) ด้วยกระบวนการรีด็อกกิง้ (Redocking) โดยถอดลิแกนด์เดิม 36, 37 และ 38 ออก
จากบริเวณ Purine site, AMP site และ Indole site ของตวัแทนเอนไซม์ ได้แก่ โปรตีน รหสั 1L5R, 
3DDS และ 1L5Q ตามล าดบั จากนัน้ด็อกลิแกนด์เดิมกลบัเข้าไปท่ีบริเวณจบัเดิมอีกครัง้ จากนัน้
พิจารณาคา่ RMSD (Root Mean Square Deviation) เพ่ือให้ได้พารามิเตอร์ท่ีท าให้โครงสร้างของ
ลิแกนด์เดิมเข้าจบักับบริเวณนัน้ได้เหมือนเดิม จากผลการท ารีด็อกกิง้ พบว่าลิแกนด์เดิมเหล่านีมี้
ค่า RMSD น้อยกว่า 2.0 Å ดังนัน้ พารามิเตอร์ท่ีใช้เหมาะสมต่อการท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้ใน
ขัน้ตอนตอ่ไป โดยพารามิเตอร์ดงักล่าว ได้แก่ กล่องกริดขนาด 60X60X60 Å3 ช่องว่างระหว่างกริด 
เทา่กบั 0.375 Å และก าหนดจ านวนรอบในการรัน จ านวน 150 รอบ 

4.4 การท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้ระหว่างอนุพันธ์ Hyphodermin A กับเอนไซม์ 
Glycogen Phosphorylase 

น าพารามิเตอร์ท่ีเหมาะสมจากกระบวนการรีด็อกกิง้มาใช้ในการท า Cross 
docking กบัลิแกนด์เดิมท่ีบริเวณจบัอ่ืนนอกเหนือจากบริเวณจบัเดิม ได้แก่ ลิแกนด์ 36 กบับริเวณ 
AMP site และ Indole site, ลิแกนด์ 37 กับบริเวณ Purine site และ Indole site และลิแกนด์ 38 
กับบริเวณ Purine site และ AMP site เพ่ือศึกษาความจ าเพาะต่อบริเวณจบัของลิแกนด์เดิมโดย
การเปรียบเทียบคา่ B.E. ท่ีบริเวณจบัเดมิกบับริเวณจบัอ่ืนภายในเอนไซม์  

จากนัน้ ใ ช้พารามิ เตอ ร์ดังกล่าวท า โมเลกุลลา ร์ด็อกกิ ง้กับ  สารตั ง้ ต้น 
Hyphodermin A และอนพุนัธ์ชนิดใหมข่องสาร Hyphodermin A 78 – 82 กบับริเวณ Purine site, 
AMP site และ Indole site ด้วยโปรแกรม AutoDock 4.2 จากนัน้พิจารณาค่า B.E. และอันตร
กิริยาของสารในแต่ละบริเวณจับ ด้วยโปรแกรม Discovery Studio 4.0 (www.accelrys.com) 
เพ่ือศกึษาประสิทธิภาพในการจบักบัเอนไซม์ GP น าไปสูก่ารท านายแนวโน้มในการออกฤทธ์ิยบัยัง้
การท างานของเอนไซม์ GP 
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5. การทดสอบฤทธ์ิความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็ง 
ฤทธ์ิความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็งด้วยวิธี MTT assay 

การทดสอบ สง่ทดสอบท่ีห้องปฏิบตักิารชีวเคมี สถาบนัวิจยัจฬุาภรณ์ ตามวิธีการ
ทดสอบของ (Lirdprapamongkol et al., 2009) ซึง่มีวิธีการ ดงันี ้

ทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งทัง้หมด 3 ชนิด ได้แก่ เซลล์มะเร็งตบั
(ชนิด HepG2 และชนิด SK-Hep-1) และเซลล์มะเร็งปอด ชนิด A549 โดยเร่ิมจากการละลายสาร
ทดสอบ ได้แก่ อนุพันธ์ชนิดใหม่ของสาร Hyphodermin A 78 – 82 ใน DMSO เพ่ือเก็บเป็น
สารละลายเข้มข้น (stock solution) ไว้ท่ีอุณหภูมิ - 20 °C โดยปิเปตต์เซลล์มะเร็งลงใน 96-well 
plates ท่ีปริมาตร 100 µL/well (ท่ีความหนาแน่น 5x103 cells/well (เซลล์ A549 และ SK-Hep-1) 
หรือ 1x104 cells/well (เซลล์ HepG2) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะ 
humidified atmosphere ของ 5 % CO2 จากนัน้จึงเติมอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีผสมสารทดสอบ 100 
µL ลงในหลมุท่ีมีเซลล์ (ความเข้มข้นสดุท้ายของสารทดสอบเทา่กบั 20 µM ใน 0.2 % DMSO) โดย
ใช้ Doxorubicin (ความเข้มข้นสุดท้าย 1 µM ใน 0.2 % DMSO) เป็น positive control และบม่ไว้
ในตู้ เพาะเลีย้งเป็นเวลา 3 วนั แล้วจึงดดูของเหลวในแต่ละหลุมออกเพ่ือเติมอาหารเลีย้งเซลล์ท่ี
ผสมสาร MTT 100 µL (ความเข้มข้นสุดท้ายของ MTT 0.5 mg/mL) แล้วบ่มต่ออีก 2 ชัว่โมงในตู้
เพาะเลีย้ง จากนัน้จึงดดูของเหลวออกเพ่ือเติม DMSO (100 µL) ลงในแตล่ะหลมุ แล้วน าไปวดัคา่
การดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง microplate reader ท่ีความยาวคล่ืน 550 nm หักลบด้วยค่าการ
ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 650 nm จ านวนเซลล์ท่ีรอดชีวิตจะถกูค านวณจากคา่การดดูกลืนแสง
ท่ีวดัได้  
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บทที่ 4  
ผลการศึกษา 

 
1.  ผลการหาสภาวะ ท่ี เหมาะสมในการ เ ลี ย้ ง เห็ด  H.  radula เ พ่ือใ ห้ผลิตสาร 

Hyphodermin A ในปริมาณมาก 
2. ผลการสกดั แยก ท าบริสทุธ์ิและยืนยนัโครงสร้างสาร Hyphodermin A 
3. ผลการสงัเคราะห์ แยก ท าบริสทุธ์ิและหาโครงสร้างอนพุนัธ์ Hyphodermin A 
4. ผลการท าโมเลกลุลาร์ดอ็กกิง้ระหวา่งอนพุนัธ์ Hyphodermin A กบัเอนไซม์ Glycogen 

Phosphorylase 
5. ผลการทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็ง 

 
1. ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเลีย้งเหด็ H. radula เพื่อให้ผลิตสาร Hyphodermin 
A ในปริมาณมาก 

1.1 ผลการศึกษาปัจจัยของสภาวะการให้อากาศในการเลีย้ง 
จากผลการศึกษาสภาวะการให้อากาศท่ีเหมาะสมต่อการเลีย้งเห็ด โดยตรวจสอบ

ปริมาณสาร Hyphodermin A ด้วยเทคนิค TLC พบวา่ การให้อากาศในการเลีย้งโดยใช้เคร่ืองเขย่า
แบบไป – กลบั (reciprocal shaker, 125 rpm) โดยเลีย้งท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 5 วนั และการให้
อากาศโดยตัง้บม่ไว้โดยไม่เขย่า เลีย้งท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 วนั เป็นสภาวะการเลีย้งท่ีท าให้
เห็ดผลิตสาร Hyphodermin  A ได้ปริมาณมากเชน่เดียวกนั ดงันัน้ การให้อากาศทัง้สองสภาวะ จงึ
เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเลีย้งเห็ด H. radula เพ่ือให้ผลิตสาร Hyphodermin A ในปริมาณ
มาก ดังนัน้ งานวิจัยจึงเลือกสภาวะการให้อากาศในการเลีย้งแบบตัง้บ่มไว้โดยไม่เขย่า ท่ี
อณุหภูมิห้องเป็นสภาวะท่ีใช้ในการเลีย้งเห็ด เน่ืองจากงานวิจยัต้องท าการขยายปริมาณการเลีย้ง
เห็ดในปริมาณมาก ดงันัน้ การให้อากาศแบบบม่ไว้โดยไม่เขย่าจึงเป็นวิธีท่ีสะดวกตอ่การเลีย้งเห็ด 
มากกวา่การใช้เคร่ืองเขยา่แบบไป-กลบั ถึงแม้จะใช้เวลาในการเลีย้งเห็ดนานกวา่ก็ตาม 

1.2 ผลการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลีย้ง 
ต่อมาท าการศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเลีย้งเห็ดภายใต้สภาวะการให้

อากาศแบบบ่มไว้โดยไม่เขย่า ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7, 15, 21 และ 30 วนั จากนัน้ตรวจสอบ
ปริมาณสาร Hyphodermin A ด้วยเทคนิค TLC พบวา่ ระยะเวลา 30 วนั เป็นระยะเวลาท่ีเห็ดผลิต
ปริมาณสาร Hyphodermin A มากท่ีสดุ ดงันัน้ สภาวะการให้อากาศแบบบม่ไว้โดยไมเ่ขย่า เลีย้งท่ี
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อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 วนั เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเลีย้งเห็ด H.radula เพ่ือให้ผลิตสาร 
hyphodermin ในปริมาณมาก 
2. ผลการสกัด แยก ท าบริสุทธ์ิและยืนยันโครงสร้างสาร Hyphodermin A 

2.1 ผลการเตรียมสารสกัดจากเหด็ H. radula 
หลงัจากเลีย้งเชือ้เห็ดในอาหารเหลว MY ปริมาตรรวม 1,250 มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 

วนั และท าการสกดัน า้เลีย้งเชือ้ด้วยตวัท าละลาย ethyl acetate เก็บส่วนของสารสกดัในชัน้ ethyl 
acetate (ภาพประกอบ 16) ไประเหยตวัท าละลายออก ได้สารสกดัหยาบจากเห็ด H. radula หนกั 
1.85 กรัม  

 

ภาพประกอบ 16 การสกดัอาหารเหลวเลีย้งเห็ดตวัท าละลาย 

2.2 ผลของการแยกและท าบริสุทธ์ิสาร Hyphodermin A  
จากการแยกสารสกัดหยาบจากเห็ด H.radula น า้หนักรวม 1.85 กรัม ด้วยระบบ 

normal phase พบว่า fraction ท่ีถูกชะออกมาท่ีระบบ 62 % hexane ใน ethyl acetate (719.8  
mg) มีสาร Hyphodermin A เป็นองค์ประกอบ จากนัน้จึงท าการ recolumn ด้วยระบบ reverse 
phase พบวา่สาร Hyphodermin A ท่ีถกูชะออกมาท่ีระบบ 21 % acetonitrile ในน า้กลัน่ (0.05 % 
TFA) มีลกัษณะเป็นของแข็งสีขาว น า้หนกั 410.7 mg คดิเป็น 22.2 % yeild 

2.3 ผลการยืนยันโครงสร้างของสาร Hyphodermin A ที่แยกจากเหด็ H. radula 
น าสาร  Hyphodermin A ท่ีแยกไ ด้จากเห็ด  H.  radula มาศึกษาข้อมูลทาง 

Spectroscopy ด้วยเทคนิค HRMS spectrometry และ NMR spectroscopy ได้ผลดงันี ้
สารท่ีแยกได้มีลกัษณะเป็นของแข็งสีขาว ให้คา่ Rf เทา่กบั 0.88 บน TLC ในระบบตวั

ท าละลาย 50 % hexane ใน ethyl acetate จากการวิเคราะห์ด้วย HRMS ESI (+ve) m/z : 
283.0583 [M+Na]+ (100 %) (HRMS ค านวณส าหรับ C14H12O5Na เทา่กบั 283.0577) สอดคล้อง
กับ Hyphodermin A ท่ีได้รายงานไว้ว่า MS ESI (+ve) ท่ี m/z = 278 [M + NH4]+ โดยมีสูตร
โมเลกลุ C14H12O5  (Henkel et al., 1997) 

ชัน้น า้ 

ชัน้ Ethyl acetate 
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จากข้อมลูของ 1H-NMR (Acetone-d6, 300 MHz) พบสญัญาณของโปรตอนของวง 

aromatic จ านวน 2 โปรตอน ท่ี H 8.00 (d,1H, J = 8.1 Hz) และ 7.90 (d,1H, J = 8.1 Hz), 

สญัญาณโปรตอนของหมู่ oxymethine จ านวน 3 โปรตอนท่ี H 7.10 (s, 1H), 3.84 (d, 1H, J = 

4.2 Hz) และ 3.78 (d, 1H, J = 4.2 Hz), หมู่ methyl 2 หมู่ หมู่ละ 3 โปรตอน ท่ี H 1.40 (s, 3H) 
และ 1.76 (s, 3H) และจากข้อมูล 13C-NMR (DMSO-d6, 100 MHz) พบสญัญาณคาร์บอน ดงันี ้

C 99.9 (C-1), 169.3 (C-3), 128.2 (C-3a), 130.9 (C-4), 131.7 (C-5), 155.9 (C-5a), 38.8 (C-
6), 57.2 (C-7), 64.2 (C-8), 195.3 (C-9), 126.9 (C-9a), 149.1 (C-9b), 26.7 (CH3), 30.9 (CH3)  

ซึ่ ง ค่า  chemical shifts นี ใ้ ห้ผลสอดคล้อง  กับค่า  chemical shifts ของ  สาร 
Hyphodermin A จากท่ีรายงานไว้ใน (Henkel et al., 1997) ดังตาราง 9 ส่วนความสัมพันธ์ใน 
HSQC และ HMBC แสดงดงัภาพประกอบ 18 ดงันัน้ ด้วยผลจาก HRMS และ NMR จึงยืนยนัได้
วา่สารบริสทุธ์ิท่ีแยกได้จาก H. radula คือ สาร Hyphodermin A 

 

 

ภาพประกอบ 17 โครงสร้างของสาร Hyphodermin A ท่ีแยกได้จากเห็ด H. radula 

ตาราง 9 ข้อมลู 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร Hyphodermin A ท่ีแยกได้จากเห็ด H. radula 
เทียบกบัข้อมลู 1H-NMR และ 13C-NMR ของสาร Hyphodermin A ท่ีเคยถกูรายงาน 

ต าแหน่ง Hyphodermin A 

H
ก 

Hyphodermin A  

ในการทดลองนี ้H
ข 

Hyphodermin A  

C
ก 

Hyphodermin A  

ในการทดลองนี ้C
ค 

1 7.06 7.10 s, 1H 100.0 99.9 
2         
3     170.5 169.3 
3a     128.5 128.2 
4 8.02 (d, J = 8.5 Hz) 8.00 (d, 1H, J = 8.1 Hz) 130.2 130.9 
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ตาราง 9 (ตอ่) 

 

ก ท่ี 200 – 400 MHz ใน CD3OD (Henkel et al., 1997)  
ข ข้อมลู 1H-NMR ท่ี 300 MHz ใน Acetone-d6 
ค ข้อมลู 13C-NMR ท่ี 100 MHz ใน DMSO-d6 

 

 

แสดงความสมัพนัธ์แบบ HMBC 

ภาพประกอบ 18 แสดงความสมัพนัธ์ HMBC ของสาร Hyphodermin A ท่ีแยกได้ 

ต าแหน่ง Hyphodermin A 

H
ก 

Hyphodermin A  

ในการทดลองนี ้H
 ข 

Hyphodermin A  

C
ก 

Hyphodermin A  

ในการทดลองนี ้C
ค 

5 7.84 (d, J = 8.5 Hz) 7.90 (d, 1H, J = 8.1 Hz) 131.0 131.7 
5a     156.5 155.9 
6     38.5 38.8 
7 3.75 (d, J = 4.0 Hz) 3.78 (d, 1H, J = 4.2 Hz) 57.0 57.2 
8 3.77 (d, J = 4.0 Hz) 3.84 (d, 1H, J = 4.2 Hz) 64.0 64.2 
9     195.5 195.3 
9a     127.0 126.9 
9b     149.0 149.1 
CH3 1.73 1.76 (s, 3H) 26.0 26.7 
CH3 1.31 1.40 (s, 3H) 30.0 30.9 
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ตาราง 10 ข้อมลู 1H-NMR (400 MHz),13C-NMR (100 MHz), HSQC และ HMBC ของสาร 
Hyphodermin A ท่ีแยกได้จากเห็ด H. radula ในตวัท าละลาย DMSO-d6 

ต ำแหน่ง H C
 HSQC HMBC 

1 6.98 (s, 1H) 99.9 C-1 C-3 

2     

3  169.3   

3a  128.2   

4 8.02 (d, 1H, J = 8.1 Hz) 130.9 C-4 C-3, C-5a, C-9b 

5 7.87 (d, 1H, J = 8.1 Hz) 131.7 C-5 C-3a, C-6, C-9a 

5a  155.9   

6  38.8   

7 3.88 (s, 2H) 57.2 C-7 C-5a, C-6, C-7, C-9, C-9a 

8 3.88 (s, 2H) 64.2 C-8 C-5a, C-6, C-7, C-9, C-9a 

9  195.3   

9a  126.9   

9b  149.1   

CH3 1.67 (s, 3H) 26.7 C-6a C-5a, C-6, C-6b, C-8 

CH3 1.30 (s, 3H) 30.9 C-6b C-5a, C-6, C-6a, C-8 
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3. ผลการสังเคราะห์ แยก ท าบริสุทธ์ิและหาโครงสร้างอนุพันธ์ Hyphodermin A 
3.1 ผลการทดสอบเอมีนท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาการสังเคราะห์ 

จากการท าปฏิกิริยาการสงัเคราะห์ระหวา่งสาร Hyphodermin A กบัเอมีนชนิดตา่ง ๆ  
ทัง้หมด 10 ชนิด พบว่าปฏิกิริยาการสังเคราะห์เกิดจ านวนของผลิตภัณฑ์ท่ีแตกต่างกัน โดยใน
งานวิจยันีเ้ลือกเอมีนท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาจากการติดตามปฏิกิริยาด้วยเทคนิค TLC โดยเลือก
ปฏิกิริยาท่ีสารตัง้ต้น Hyphodermin A หายไปและเกิดผลิตภัณฑ์เพียง 1 ชนิด ดงันัน้ aniline , 4-
fluoroaniline, 4-chloroaniline, 4-bromoaniline และ 4-iodoaniline จึงถูกเลือกใช้เป็นเอมีนใน
การท าปฏิกิริยากบั Hyphodermin A เพ่ือสงัเคราะห์อนพุนัธ์  

3.2 ผลการสังเคราะห์อนุพันธ์ Hyphodermin A  
การสงัเคราะห์อนพุนัธ์ Hyphodermin A ท าปฏิกิริยาโดยน าสาร Hyphodermin A ท่ี

แยกได้จากเห็ด H. radula ท าปฏิกิริยากับเอมีน 5 ชนิด ได้แก่  aniline, 4-fluoroaniline, 4-
chloroaniline, 4-bromoaniline และ 4-iodoaniline ในปริมาณมากเกินพอ  

3.3 ผลการแยกและท าบริสุทธ์ิอนุพันธ์ Hyphodermin A  
น าปฏิกิริยาการสังเคราะห์อนุพันธ์ของสาร Hyphodermin A ระหว่างสารตัง้ต้น 

Hyphodermin A และเอมีนชนิดตา่ง ๆ ท่ีเกิดปฏิกิริยาอย่างสมบรูณ์ มาระเหยตวัท าละลายให้แห้ง 
จากนัน้ท าให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิค column chromatography โดยใช้ตัวท าละลาย hexane และ 
ethyl acetate เป็นระบบชะ ได้อนพุนัธ์ Hyphodermin A 78 – 82 ดงัตาราง 11 

ตาราง 11 ผลการแยกและท าบริสทุธ์ิอนพุนัธ์ของสาร Hyphodermin A 78 – 82 

เอมีน ผลิตภณัฑ์ ระบบตัวชะ  ผลได้ร้อยละ 

Aniline 78 60 % Acetonitrile ในน า้กลัน่ (0.05 % TFA) 94.2 

4-Fluoroaniline 79 30 % Hexane ใน ethyl acetate 40.3 

4-Chloroaniline 80 55 % Hexane ใน ethyl acetate 81.8 

4-Bromoaniline 81 55 % Hexane ใน ethyl acetate 73.3 

4-Iodoaniline 82 55 % Hexane ใน ethyl acetate 40.0 
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3.4 ผลการหาโครงสร้างของอนุพันธ์ของสาร Hyphodermin A  
น าอนุพันธ์ของสาร Hyphodermin A 78 – 82 ท่ีสังเคราะห์มาศึกษาข้อมูลทาง 

Spectroscopy ด้วยเทคนิค HRMS spectrometry และ NMR spectroscopy ได้ผลดงันี ้
อนุพันธ์ Hyphodermin A 78 

ปฏิกิริยาระหวา่ง Hyphodermin A กบั Aniline 

 

ภาพประกอบ 19 อนพุนัธ์ Hyphodermin A 78 

สารท่ีแยกได้มีลกัษณะเป็นของแข็งสีเหลืองอ่อน ให้ค่า Rf เท่ากับ 0.14 
บน TLC ในระบบตวัท าละลาย 50 % hexane ใน ethyl acetate จากการวิเคราะห์ด้วย HRMS 
ESI (+ve) m/z : 433.1539 [M+Na]+ (100 %) (HRMS ค านวณส าหรับ C26H22N2NaO3 เท่ากับ 
433.1523) 

จากข้อมูล 1H-NMR (DMSO-d6, 400 MHz) chemical shift: : 1H-NMR 
spectrum ของอนพุนัธ์ 78 ใกล้เคียงกบัสารตัง้ต้น Hyphodermin A โดยพบสญัญาณโปรตอนของ

วง aromatic 2 ต าแหน่ง ท่ี H 8.30 (d, 1H, J = 7.9 Hz, H-4) และ 7.81 (d, 1H, J = 7.9 Hz, H-

5) และสญัญาณโปรตอนของหมู่ methyl 2 หมู่ หมู่ละ 3 โปรตอน [H 1.23 (s, 3H) และ 1.44 (s, 
3H)], แต่พบว่าสัญญาโปรตอนของ oxymethine 2 ต าแหน่งของ Hyphodermin A เกิดการ

เคล่ือนท่ีของสัญญาณท่ี H 3.78 (d, 2H, J = 4.2 Hz) และ 3.84 (d, 2H, J = 4.2 Hz) เป็น

สญัญาณโปรตอนหมู ่methine ของอนพุนัธ์ 78 ท่ี H 4.24 (d, 1H, J = 4.6 Hz) และหมู ่olefinic ท่ี 

H  5.31 (d, 1H, J = 4.5 Hz) ตามล าดบั เน่ืองจากเกิดการเปิดวงของหมู ่epoxide ด้วยการเข้าท า
ปฏิกิริยาของวงอะโรมาติกของ aniline อีกทัง้ยงัพบว่าสญัญาณโปรตอนของหมู่ oxymethine ใน 

Hyphodermin A ท่ี H 7.10 (s, 1H) ถูกแทนท่ีด้วยสัญญาณของวงอะโรมาติกจากการเข้าท า

ปฏิกิริยาของ aniline เกิดสญัญาณโปรตอนท่ีเพิ่มขึน้ของหมู ่phenyl 2 หมู ่หมูล่ะ 5 โปรตอน ท่ี H 
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6.85 (q, 3H, J = 7.1 Hz), 6.96 (t, 3H, J = 7.0 Hz) และ 7.16 (s, 4H) จึงบ่งชีไ้ด้ว่า aniline เข้า
ท าปฏิกิริยากับ Hyphodermin A จ านวน 2 ต าแหน่ง ท่ี C-1 และ C-7 และจากข้อมูล 13C-NMR 
(DMSO-d6, 100 MHz) พบสัญญาณคาร์บอน ดังนี ้155.0 (C-2), 127.7 (C-2a), 129.1 (C-3), 
136.8 (C-4), 130.6 (C-5), 147.4 (C-5a), 41.5 (C-6), 29.2 (C-6a), 23.3 (C-6b), 75.6 (C-7), 
109.0 (C-8), 140.6 (C-8a), 132.9 (C-8b), 124.5 – 142.3 (C6H5N) และ 167.9 (COOH) และท า
การยืนยันโครงสร้างของอนุพันธ์ด้วยการทดลอง HSQC และ HMBC ได้ผลดังตาราง 12 และ
สามารถเขียนความสมัพนัธ์ของโปรตอนและคาร์บอนได้ดงัโครงสร้างในภาพประกอบ 20 

 

 

ภาพประกอบ 20 แสดงความสมัพนัธ์ HMBC ของอนพุนัธ์ Hyphodermin A 78 

ตาราง 12 ข้อมลู 1H-NMR (400 MHz), 13C-NMR (100 MHz), HSQC และ HMBC ของอนพุนัธ์
ของสาร Hyphodermin A 78 ในตวัท าละลาย DMSO-d6  

ต าแหน่ง 1H-NMR 13C-NMR HSQC HMBC 
1         
2   155.0     
2a   127.7     
3   129.1     
4 8.30 (d, 1H, J = 7.9 Hz) 136.8 C-4 C-2a, C-5a, COOH 
5 7.81 (d, 1H, J = 7.9 Hz) 130.6 C-5 C-3, C-6, C-8b 
5a   147.4     



  48 

ตาราง 12 (ตอ่) 

ต าแหน่ง 1H-NMR 13C-NMR HSQC HMBC 
6   41.5     
6a 1.23 (s, 3H) 29.2 C-6a C-5a, C-6, C-6b, C-7 
6b 1.42 (s, 3H) 23.3 C-6b C-5a, C-6, C-6a, C-8 
7 4.24 (d, 1H, J = 4.6 Hz) 75.6 C-7 C-6, C-6a, C-6b, C-8a 
8 5.31 (d, 1H, J = 4.5 Hz) 109.0 C-8 C-6, C-8a, C-8b 
8a   140.6     
8b   132.9     
C6H5N 6.96 (q, 3H, J = 7.1 Hz) 124.5 – 142.3 C6H5N C6H5N 
C6H5N 6.97 (t, 3H, J = 7.0 Hz) 124.5 – 142.3 C6H5N C6H5N 
C6H5N 7.16 (s, 4H) 124.5 – 142.3 C6H5N C6H5N 
COOH   167.9     

 
อนุพันธ์ Hyphodermin A 79 

ปฏิกิริยาระหวา่ง Hyphodermin A กบั 4-Fluoroaniline 
 

 

ภาพประกอบ 21 อนพุนัธ์ Hyphodermin A 79 

สารท่ีแยกได้มีลกัษณะเป็นของแข็งสีขาว ให้คา่ Rf เท่ากบั 0.14 บน TLC 
ในระบบตวัท าละลาย 50 % hexane ใน ethyl acetate จากการวิเคราะห์ด้วย HRMS ESI (+ve) 
m/z : 469.1342 [M+Na]+ (100 %)  (Mass ค านวณของสาร C26H20N2F2NaO3 เทา่กบั 469.1334) 
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จากข้อมลู 1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz) พบวา่ 1H-NMR spectrums 
ของอนุพันธ์ 79 ซึ่งให้สัญญาณท่ีใกล้เคียงกับอนุพันธ์ 78 โดยพบสัญญาณโปรตอนของวง 

aromatic 2 ต าแหน่ง ท่ี H 8.29 (d, 1H, J = 8.3 Hz) และ 7.80 (d, 1H, J = 8.5 Hz), สญัญาณ

ของหมู่ methyl 2 หมู่ หมู่ละ 3 โปรตอน ท่ี H 1.22 (s, 3H) และ 1.42 (s, 3H), สญัญาณของหมู่ 

methine ท่ี H 4.23 (br s, 1H) และหมู่ olefinic ท่ี H 5.25 (br s, 1H) ยกเว้น สญัญาณโปรตอน

ของหมู ่fluorophenyl จ านวน 2 หมู ่หมูล่ะ 4 โปรตอน ท่ี H 6.85 (br t, 4H), 7.05 (br s, 2H) และ 
7.26 (br d, 2H) เน่ืองจากการเข้าท าปฏิกิริยาของ 4-fluoroaniline จ านวน 2 ต าแหนง่ ซึง่สอดคล้อง
กบัการเข้าท าปฏิกิริยาของ aniline กบั Hyphodermin A ของอนพุนัธ์ 78 และจากข้อมลู 13C-NMR 
(DMSO-d6, 125 MHz) พบสญัญาณของคาร์บอน ดงันี ้153.9 (C-2), 126.3 (C-2a), 127.5 (C-3), 
135.3 (C-4), 128.7 (C-5), 145.9 (C-5a), 40.0 (C-6), 27.8 (C-6a), 21.9 (C-6b), 74.2 (C-7), 
107.0 (C-8), 139.3 (C-8a), 131.4 (C-8b), 115.1 – 160.7 (C6H4NF) 166.2 (COOH) และท า
การยืนยันโครงสร้างของอนุพันธ์ด้วยการทดลอง HSQC และ HMBC ได้ผลดังตาราง 13 และ
สามารถเขียนความสมัพนัธ์ของโปรตอนและคาร์บอนได้ดงัโครงสร้างในภาพประกอบ 22 

 

 

ภาพประกอบ 22 แสดงความสมัพนัธ์ HMBC ของอนพุนัธ์ Hyphodermin A 79 
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ตาราง 13 ข้อมลู 1H-NMR (500 MHz), 13C-NMR (125 MHz), HSQC และ HMBC ของอนพุนัธ์  
Hyphodermin A 79 ในตวัท าละลาย DMSO-d6 

ต าแหน่ง 1H-NMR 13C-NMR HSQC HMBC 
1         
2   153.9     
2a   126.3     
3   127.5     
4 8.29 (d, 1H, J = 8.3 Hz) 135.3 C-4 C-2, C-2a, C-5a, COOH 
5 7.80 (d, 1H, J = 8.5 Hz) 128.7 C-5 C-3, C-4, C-6, C-8a, C-8b 
5a   145.9     
6   40.0     
6a 1.22 (s, 3H) 27.8 C-6a C-5a, C-6, C-6b, C-7 
6b 1.42 (s, 3H) 21.9 C-6b C-5a, C-6, C-6a, C-7 

7 4.23 (br s, 1H) 74.2 C-7 
C-5a, C-6, C-6a, C-6b,  
C-8, C-8a 

8 5.25 (br s, 1H) 107.0 C-8 C-6, C-7, C-8a, C-8b 
8a   139.3     
8b   131.4     
C6H4NF 6.85 (br t, 3H) 115.1 – 162.6 C6H4NF C6H4NF 
C6H4NF 7.05 (br s, 2H) 115.1 – 162.6 C6H4NF C6H4NF 
C6H4NF 7.26 (br d, 2H) 115.1 – 162.6   
COOH   166.2     
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อนุพันธ์ Hyphodermin A 80 
ปฏิกิริยาระหวา่ง Hyphodermin A กบั 4-Chloroaniline 
 

 

ภาพประกอบ 23 อนพุนัธ์ Hyphodermin A 80 

สารท่ีแยกได้มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง ให้ค่า Rf เท่ากับ 0.32 บน 
TLC ในระบบตวัท าละลาย 50 % hexane ใน ethyl acetate จากการวิเคราะห์ด้วย HRMS ESI (+
ve) m/z : 501.0745 [M+Na]+ (100 %), 479.0929 [M+H]+ (65 %) (Mass ค านวณของสาร 
C26H20N2Cl2NaO3 เทา่กบั 501.0745 และ C26H21N2Cl2O3 เทา่กบั 479.0924) 

จากข้อมลู 1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz) พบวา่ 1H-NMR spectrums 
ของอนพุนัธ์ 80 ซึง่ให้สญัญาณท่ีใกล้เคียงกบัอนพุนัธ์ 78 และ 79 โดยพบสญัญาณโปรตอนของวง 

aromatic 2 ต าแหน่ง ท่ี H 8.30 (d, 1H, J = 8.3 Hz) และ 7.81 (d, 1H, J = 8.4 Hz), สญัญาณ

ของหมู่ methyl 2 หมู่ หมู่ละ 3 โปรตอน ท่ี H 1.22 (s, 3H) และ 1.42 (s, 3H), สญัญาณของหมู่ 

methine ท่ี H 4.23 (d, 1H, J = 4.2 Hz) และหมู ่olefinic ท่ี H 5.29 (d, 1H, J = 4.5 Hz) ยกเว้น 

สญัญาณโปรตอนของหมู่ chlorophenyl จ านวน 2 หมู่ หมู่ละ 4 โปรตอน ท่ี H 6.84 (d, 2H, J = 
8.5 Hz), 7.04 (d, 2H, J = 8.5 Hz) และ 7.26 (br s, 4H) เน่ืองจากการเข้าท าปฏิกิริยาของ 4-
chloroaniline จ านวน  2 ต าแหน่ง  ซึ่ งสอดคล้องกับการ เ ข้าท าปฏิ กิ ริยาของ  aniline กับ 
Hyphodermin A ของอนพุนัธ์ 78 และจากข้อมลู 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz) พบสญัญาณ
ของโปรตอน ดงันี ้153.7 (C-2), 126.3 (C-2a), 127.1 (C-3), 135.4 (C-4), 128.7 (C-5), 146.1 
(C-5a), 40.0 (C-6), 27.8 (C-6a), 21.9 (C-6b), 74.2 (C-7), 107.0 (C-8), 138.9 (C-8a), 131.5 
(C-8b), 124.79 – 140.91 (C6H4NCl) 166.0 (COOH) และท าการยืนยันโครงสร้างของอนุพันธ์
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ด้วยการทดลอง HSQC และ HMBC ได้ผลดังตาราง 14 และสามารถเขียนความสัมพันธ์ของ
โปรตอนและคาร์บอนได้ดงัโครงสร้างในภาพประกอบ 24 

 

 

ภาพประกอบ 24 แสดงความสมัพนัธ์ HMBC อนพุนัธ์ Hyphodermin A 80 

ตาราง 14 ข้อมลู 1H-NMR (500 MHz), 13C-NMR (125 MHz), HSQC และ HMBC ของอนพุนัธ์  
Hyphodermin A 80 ในตวัท าละลาย DMSO-d6 

ต าแหน่ง 1H-NMR 13C-NMR HSQC HMBC 
1         
2   153.7     
2a   126.3     
3   127.1     

4 8.30 (d, 1H, J = 8.3 Hz) 135.4 C-4 
C-2, C-2a, C-5, C-5a, 
COOH 

5 7.81 (d, 1H, J = 8.4 Hz) 128.7 C-5 C-3, C-4, C-6, C-8b 
5a   146.1     
6   40.0     
6a 1.22 (s, 3H) 27.8 C-6a C-5a, C-6, C-6b, C-7 
6b 1.42 (s, 3H) 21.9 C-6b C-5a, C-6, C-6a, C-7 

7 4.23 (br d, 1H, J = 4.2 Hz) 74.2 C-7 
C-5a, C-6, C-6a, C-6b,  
C-8, C-8a 
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ตาราง 14 (ตอ่) 

ต าแหน่ง 1H-NMR 13C-NMR HSQC HMBC 
8 5.31 (d, 1H, J = 4.5 Hz) 107.0 C-8 C-6, C-7, C-8a, C-8b 
8a   138.9     
8b   131.5     
C6H4NCl 6.84 (d, 2H, J = 8.5 Hz) 124.8 – 140.9 C6H4NCl C6H4NCl 
C6H4NCl 7.04 (d, 2H, J = 8.5 Hz) 124.8 – 140.9 C6H4NCl C6H4NCl 
C6H4NCl 7.26 (br s, 4H) 124.8 – 140.9 C6H4NCl C6H4NCl 
COOH  166.0   

 
อนุพันธ์ Hyphodermin A 81 

ปฏิกิริยาระหวา่งสาร Hyphodermin A กบั 4-Bromoaniline 
 

 

ภาพประกอบ 25 อนพุนัธ์ Hyphodermin A 81 

สารท่ีแยกได้มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง ให้ค่า Rf เท่ากับ 0.24 บน 
TLC ในระบบตวัท าละลาย 50 % hexane ใน ethyl acetate จากการวิเคราะห์ด้วย HRMS ESI (+
ve) m/z : 588.9717 [M+Na]+ (100 %) (Mass ค านวณของสาร C26H20N2Br2NaO3 เท่ากับ 
588.9733) 

จากข้อมลู 1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz) พบวา่ 1H-NMR spectrums 
ของอนุพนัธ์ 81 ซึ่งให้สญัญาณท่ีใกล้เคียงกับอนุพนัธ์ 78 – 80 โดยพบสญัญาณโปรตอนของวง 

aromatic 2 ต าแหน่ง ท่ี H 8.30 (d, 1H, J = 8.4 Hz) และ 7.81 (d, 1H, J = 8.5 Hz) สญัญาณ

ของหมู่ methyl 2 หมู่ หมู่ละ 3 โปรตอน ท่ี H 1.21 (s, 3H) และ 1.41 (s, 3H) และ สญัญาณของ
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หมู่  methine ท่ี H 4.23 (br s,1H) และหมู่  olefinic ท่ี H 5.31 (d, 1H, J = 3.5 Hz) ยกเว้น 

สญัญาณโปรตอนของหมู่ bromophenyl จ านวน 2 หมู่ หมู่ละ 4 โปรตอน ท่ี H 6.77 (d, 2H, J = 
8.5 Hz), 7.16 (d, 4H, J = 8.4 Hz) และ 7.39 (br s, 2H) เน่ืองจากการเข้าท าปฏิกิริยาของ 4-
bromoaniline จ านวน 2 ต าแหน่ง ซึ่งสอดคล้องกบัการสงัเคราะห์ปฏิกิริยาของอนพุนัธ์ตวัอ่ืน และ
จากข้อมลู 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz) พบสญัญาณของคาร์บอน ดงันี ้153.6 (C-2), 126.3 
(C-2a), 127.0 (C-3), 135.4 (C-4), 128.7 (C-5), 146.1 (C-5a), 40.0 (C-6), 27.8 (C-6a), 21.9 
(C-6b), 74.1 (C-7), 107.0 (C-8), 138.8 (C-8a), 131.4 (C-8b), 117.4 – 141.3 (C6H4NBr) 
166.0 (COOH) และท าการยืนยันโครงสร้างของอนุพันธ์ด้วยการทดลอง HSQC และ HMBC 
ได้ผลดงัตาราง 15 และสามารถเขียนความสมัพนัธ์ของโปรตอนและคาร์บอนได้ดงัโครงสร้างใน
ภาพประกอบ 26 

 

ภาพประกอบ 26 แสดงความสมัพนัธ์ HSQC และ HMBC อนพุนัธ์ของสาร Hyphodermin A 81 

ตาราง 15 ข้อมลู 1H-NMR (500 MHz), 13C-NMR (125 MHz), HSQC และ HMBC ของอนพุนัธ์ 
Hyphodermin A 81 ในตวัท าละลาย DMSO-d6 

ต าแหน่ง 1H-NMR 13C-NMR HSQC HMBC 
1         
2   153.6     
2a   126.3     
3   127.0     
4 8.30 (d, 1H, J = 8.4 Hz) 135.4 C-4 C-2, C-2a, C-5a, COOH 
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ตาราง 15 (ตอ่) 

ต าแหน่ง 1H-NMR 13C-NMR HSQC HMBC 
5 7.81 (d, 1H, J = 8.5 Hz) 128.7 C-5 C-3, C-4, C-6, C-8a, C-8b 
5a   146.1     
6   40.0     
6a 1.22 (s, 3H) 27.8 C-6a C-5a, C-6, C-6b, C-7 
6b 1.42 (s, 3H) 21.9 C-6b C-5a, C-6, C-6a, C-7 
7 4.23 (br s, 1H) 74.1 C-7 C-5a, C-6, C-6a, C-8, C-8a 
8 5.31 (br d, 1H, J = 3.5 Hz) 107.0 C-8 C-6, C-7, C-8a, C-8b 
8a   138.8     
8b   131.4     
C6H4NBr 6.77 (d, 2H, J = 8.5 Hz) 117.4 – 141.3 C6H4NBr C6H4NBr 
C6H4NBr 7.16 (d, 4H, J = 8.4 Hz) 117.4 – 141.3 C6H4NBr C6H4NBr 
C6H4NBr 7.39 (br s, 2H) 117.4 – 141.3 C6H4NBr C6H4NBr 
COOH   166.0     

 
อนุพันธ์ Hyphodermin A 82 

ปฏิกิริยาระหวา่ง Hyphodermin A กบั 4-Iodoaniline 
 

 

ภาพประกอบ 27 อนพุนัธ์ Hyphodermin A 82 
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สารท่ีแยกได้มีลักษณะเป็นของแข็งสีเหลือง ให้ค่า Rf เท่ากับ 0.32 บน 
TLC ในระบบตวัท าละลาย 50 % hexane ใน ethyl acetate จากการวิเคราะห์ด้วย HRMS ESI (+
ve) m/z :  684.9461 [M+Na]+ (100 %) (Mass ค านวณของสาร C26H20N2I2NaO3 เท่ากับ 
684.9456) 

จากข้อมลู 1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz) พบวา่ 1H-NMR spectrums 
ของอนุพนัธ์ 82 ซึ่งให้สญัญาณท่ีใกล้เคียงกับอนุพนัธ์ 78 – 81 โดยพบสญัญาณโปรตอนของวง 

aromatic 2 ต าแหน่ง ท่ี H 8.29 (d, 1H,J = 8.3 Hz)และ 7.80 (d, 1H, J = 8.4 Hz), สัญญาณ

ของหมู่ methyl 2 หมู่ หมู่ละ 3 โปรตอน ท่ี H 1.21 (s, 3H) และ 1.42 (s, 3H), สญัญาณของหมู่ 

methine ท่ี H 4.22 (br s, 1H) และสัญญาณของหมู่ olefinic ท่ี H 5.32 (d, 1H, J = 4.6 Hz) 

ยกเว้น สญัญาณโปรตอนของหมู ่ iodophenyl จ านวน 2 หมู ่หมูล่ะ 4 โปรตอน ท่ี H 6.60 (d, 2H, 
J = 8.6 Hz), 6.94 (br s, 2H), 7.32 (d, 2H, J = 8.6 Hz) และ 7.54 (d, 2H, J = 7.4 Hz) เน่ืองจาก
การเข้าท าปฏิกิริยาของ 4-iodoaniline จ านวน 2 ต าแหนง่ ซึง่สอดคล้องกบัการเข้าท าปฏิกิริยาของ 
aniline กับ Hyphodermin A ของอนุพันธ์ 78 และจากข้อมูล 13C-NMR (DMSO-d6, 125 MHz) 
พบสัญญาณของคาร์บอน ดงันี ้153.4 (C-2), 126.3 (C-2a), 127.1 (C-3), 135.4 (C-4), 128.7 
(C-5), 146.1 (C-5a), 40.0 (C-6), 27.8 (C-6a), 21.9 (C-6b), 74.1 (C-7), 107.0 (C-8), 138.7 
(C-8a), 131.5 (C-8b), 89.3 – 141.0 (C6H4NI) 166.0 (COOH) และท าการยืนยนัโครงสร้างของ
อนุพนัธ์ด้วยการทดลอง HSQC และ HMBC ได้ผลดงัตาราง 16 และสามารถเขียนความสมัพนัธ์
ของโปรตอนและคาร์บอนได้ดงัโครงสร้างในภาพประกอบ 28 

 

 

ภาพประกอบ 28 แสดงความสมัพนัธ์ HMBC อนพุนัธ์ Hyphodermin A 82 
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ตาราง 16 ข้อมลู 1H-NMR (500 MHz), 13C-NMR (125 MHz), HSQC และ HMBC ของอนพุนัธ์ 
Hyphodermin A 82 ในตวัท าละลาย DMSO-d6 

ต าแหน่ง 1H-NMR 13C-NMR HSQC HMBC 
1         
2   153.4     
2a   126.3     
3   127.1     
4 8.29 (d, 1H, J = 8.3 Hz) 135.4 C-4 C-2, C-2a, C-5a, COOH 

5 7.80 (d, 1H, J = 8.4 Hz) 128.7 C-5 
C-3, C-4, C-6, C-8a, C-8b, 
C-5a, COOH 

5a   146.1     
6   40.0     
6a 1.21 (s, 3H) 27.8 C-6a C-5a, C-6, C-6b, C-7 
6b 1.42 (s, 3H) 21.9 C-6b C-5a, C-6, C-6a, C-7 
7 4.22 (br s, 1H) 74.1 C-7 C-5a, C-6, C-6a, C-8, C-8a 
8 5.32 (d, 1H, J = 4.6 Hz) 107.0 C-8 C-6, C-7, C-8a, C-8b 
8a   138.7     
8b   131.5     
C6H4NI 6.60 (d, 2H, J = 8.6 Hz) 89.3 – 141.7 C6H4NI C6H4NI 
C6H4NI 6.94 (br s, 2H) 89.3 – 141.7 C6H4NI C6H4NI 
C6H4NI 7.32 (d, 2H, J = 8.6 Hz) 89.3 – 141.7 C6H4NI C6H4NI 
C6H4NI 7.54 (d, 2H, J = 7.4 Hz) 89.3 – 141.7 C6H4NI C6H4NI 
COOH   166.0     

 

4. ผลการท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้ระหว่างอนุพันธ์ Hyphodermin A กับเอนไซม์ Glycogen 
Phosphorylase 

จากการศึกษาความจ าเพาะของลิแกนด์เดิม 36, 37 และ 38 ซึ่งถูกรายงานว่าเป็นตวั
ยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ GP ท่ีมีประสิทธิภาพและจ าเพาะตอ่บริเวณ Purine site, AMP site 
และ Indole site ตามล าดบั โดยลิแกนด์เดมิ 36 มีคา่ KD 17 µM (HLGPa) และ 7.9 mM (HLGPb) 
(Ekstrom et al., 2002), ลิแกนด์เดิม 37 มีค่า IC50 = 7 nM (Thomson et al., 2009) และลิแกนด์
เดิม 38 มีค่า IC50= 45 nM (Rath et al., 2000) ตามล าดบั จากการท า cross docking พบว่า ลิ
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แกนด์เดิม 36, 37 และ 38 ให้คา่ B.E. ตอ่บริเวณจบัเดิมได้ดีกว่าบริเวณจบัอ่ืน ๆ โดยมีคา่เท่ากบั -
10.34, -14.32 และ -10.57 kcal/mol ท่ีบริเวณ Purine site, AMP site และ Indole site ตามล าดบั 
แสดงให้เห็นว่า ลิแกนด์เดิม 36 – 38 มีความจ าเพาะต่อบริเวณจับเดิมดังกล่าว ซึ่งให้ผลท่ี
สอดคล้องกับการทดลองจริง ดังนัน้ การศึกษาด้วยระเบียบวิธีโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้จึงสามารถ
น ามาใช้ในการพิจารณาความจ าเพาะของสารตอ่บริเวณจบัของเอนไซม์ได้ 

ตาราง 17 แสดงคา่พลงังานการยึดจบั (B.E.) ของเอนไซม์ GP กบัลิแกนด์ตา่ง ๆ ในหนว่ย 
kcal/mol 

โมเลกุล Purine site 
( RMSD 1.992 ) 

AMP site 
( RMSD 0.961 ) 

Indole site 
( RMSD 0.961 ) 

Hyphodermin A  -7.54 -6.67 -7.08 

อนพุนัธ์ 78 -9.43 -9.11 -9.53 

อนพุนัธ์ 79 -9.32 -8.85 -9.33 

อนพุนัธ์ 80 -9.50 -10.02 -10.91 

อนพุนัธ์ 81 -9.50 -10.48 -11.37 

อนพุนัธ์ 82 -9.52 -10.97 -11.72 

Riboflavin (36) -10.34* -8.66 -6.19 

GSK261 (37) -6.81 -14.32* -7.15 

CP 403,700 (38) -8.27 -9.43 -10.57* 

*ลิแกนด์เดมิท่ีจบัอยา่งจ าเพาะตอ่บริเวณควบคมุ 
 
หลังจากนัน้จึงท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้กับเอนไซม์ GP ด้วยอนุพันธ์ชนิดใหม่ของสาร  

Hyphodermin A 78 – 82 ให้คา่ B.E. ดงัตาราง 20 ซึง่ให้คา่ B.E. ท่ีดีกวา่สารตัง้ต้น Hyphodermin 
A ทัง้สามบริเวณจบั โดยมีคา่ B.E. ท่ีโพรงการจบั Purine site, AMP site และ Indole site เท่ากบั 

-7.54, -6.57 และ -7.08 kcal/mol ตามล าดบั เน่ืองจากโครงสร้างของ Hyphodermin A มีขนาด
ของโมเลกุลท่ีเล็กไม่เหมาะสมต่อขนาดของโพรงการจับ ส่งผลให้ค่า B.E. ของสารตัง้ต้น 
Hyphodermin A ต ่ากว่าค่า B.E. ของอนุพนัธ์ชนิดใหม่ของสาร Hyphodermin A 78 – 82 ในทุก
บริเวณจับ ซึ่งให้ผลการทดลองท่ีสอดคล้องกับงานวิจัยของ Loughlin A. Wendy และคณะ ซึ่ง
รายงานว่า สาร Hyphodermin A ไม่มีฤทธ์ิในการยับยัง้การท างานของ GP ในช่วงความเข้มข้น 
0. 222 – 22  mM (Loughlin et al., 2008) จงึสรุปได้วา่จากการท าโมเลกลุลาร์ด็อกกิง้ อนพุนัธ์ชนิด
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ใหม่ของสาร Hyphodermin A 78 – 82 มีประสิทธิภาพในการจบักับเอนไซม์ GP ได้ดีกว่าสารตัง้
ต้น Hyphodermin A บง่ชีถ้ึงความสามารถในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ GP ของอนพุนัธ์ท่ี
สงัเคราะห์มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ได้ดีกวา่สารตัง้ต้น Hyphodermin A 

จากการท าโมเลกลุลาร์ด็อกกิง้ พบว่า อนพุนัธ์เหล่านี ้สามารถเข้าจบักบัเอนไซม์ GP ได้
ทัง้ 3 บริเวณ แต่เม่ือเปรียบเทียบค่า B.E. ในแต่ละบริเวณจับ พบว่าอนุพนัธ์เหล่านีมี้ค่า B.E. ท่ี
บริเวณ Indole site อีกทัง้ยงัพบว่าอนพุนัธ์ 80 – 82 ให้คา่ B.E. ท่ีดีกว่าลิแกนด์เดิม 38 ท่ีบริเวณ 
Indole site อีกด้วย จึงบง่ชีไ้ด้ว่าอนพุนัธ์เหล่านีมี้ความเหมาะสมตอ่การน าไปพฒันาเป็นตวัยบัยัง้
เอนไซม์ GP ท่ีบริเวณ Indole site โดยเฉพาะอย่างยิ่งอนพุนัธ์ 82 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการจับกับ
เอนไซม์ GP ได้ดีท่ีสุด โดยมีค่า B.E. ดีท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับค่า B.E. ของอนุพนัธ์อ่ืน ๆ ในทุก
บริเวณจับ จากการพิจารณาการวางตัวของสารตัง้ต้น Hyphodermin A และอนุพันธ์ในแต่ละ
บริเวณจบัมีลกัษณะแตกต่างกัน ทัง้นีข้ึน้อยู่กบัลกัษณะของโพรงการจบัในแตล่ะบริเวณ จากการ
พิจารณาพบว่าโครงสร้างของอนพุนัธ์เหล่านีมี้การวางตวัท่ีคล้ายกนัเม่ืออยู่ในโพรงการจบั Purine 
site และ AMP site ในขณะท่ีโพรงการจบั Indole site มีการวางตวัของโครงสร้างท่ีแตกตา่งกนั ดงั
ภาพประกอบ 29  

เม่ือพิจารณาการวางตัวของอนุพันธ์เหล่านีภ้ายในโพรงการจับของบริเวณควบคุมท่ี
ศึกษา พบว่าท่ีบริเวณ Purine site เกิด Interaction ท่ีส าคญั ได้แก่ การสร้างพนัธะไฮโดรเจนกับ
กรดอะมิโน Asn282 รวมถึงเกิดแรงแบบ Hydrophobic และ Electronic stacking กบักรดอะมิโน 
Phe285 และ Tyr613 อีกทัง้ยงัพบว่าอนพุนัธ์ 78 – 81 เกิดการสร้างแรงแบบ Pi-anion กบักรดอะ
มิโน Glu572 ในขณะท่ีการวางตวัของอนพุนัธ์ 82 ท าให้เกิดการสร้างแรงแบบ Pi-sigma กบักรดอะ
มิโน Glu382 โดยมีความยาวของแรง เทา่กบั 2.59 Å และสามารถเกิดพนัธะไฮโดรเจนกบักรดอะมิ
โน Gly612 และ Asn282 ได้และแข็งแรงกว่าอนุพันธ์ตวัอ่ืน จึงท าให้อนุพนัธ์ 82 เป็นอนุพนัธ์ท่ีมี
ประสิทธิภาพในการจบักบัเอนไซม์ GP ได้ดีท่ีสดุท่ีบริเวณนี ้และเม่ือพิจารณาคา่ B.E. ของอนพุนัธ์ 
80 และ 81 พบว่ามีค่าเท่ากัน เน่ืองจากมีการจัดวางตัวของโครงสร้างท่ีใกล้เคียงกัน ดัง
ภาพประกอบ 29ก  
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         = สาร 36 – 38 (ภาพ ก-ค) = Hyphodermin A = สาร 78 

 = สาร 79 = สาร 80 = สาร 81  = สาร 82 

ภาพประกอบ 29 แสดงการซ้อนทบักนัของโครงสร้างลิแกนด์ ภายในโพรงการจบั 
(ก) Purine site (ข) AMP site (ค) Indole site 

ข) 

ค) 

ก) 



  61 

ส าหรับโพรงการจบัของ AMP site พบว่า ลิแกนด์เดิม (37) มีความจ าเพาะตอ่บริเวณจบั
นีม้าก เน่ืองจากให้ค่า B.E. ท่ีดีมาก ทัง้นีเ้น่ืองจากความมีขัว้ส าคัญต่อการเกิด Interaction ท่ี
บริเวณนี ้ซึง่การวางตวัของลิแกนด์เดมิ (37) สามารถเกิดแรงดงึดดูทางไฟฟ้ากบักรดอะมิโน Arg81 
และ Arg310 ได้ จงึท าให้คา่ B.E. ของลิแกนด์นีมี้คา่ท่ีดีมาก บง่ชีถ้ึงความสามารถในการยบัยัง้การ
ท างานของเอนไซม์ได้มีประสิทธิภาพ โดยพบว่าอนพุนัธ์ Hyphodermin A (78 – 82) มีการวางตวั
ท่ีใกล้เคียงกับลิแกนด์เดิม(37) แต่มีความยืดหยุ่นของโครงสร้างน้อยกว่า ดงัภาพประกอบท่ี 29ข 
และด้วยความยืดหยุ่นของโครงสร้างลิแกนด์เดิมท าให้ลิแกนด์เดิมเกิดการสร้างพนัธะไฮโดรเจน
จ านวน 8 พนัธะ กบักรดอะมิโนท่ีโพรงการจบันี ้โดยพบวา่ Interaction ท่ีส าคญัของสารสงัเคราะห์
อนพุนัธ์ Hyphodermin A ตอ่การจบับริเวณนี ้ได้แก่ อนพุนัธ์ 78 และ 79 สร้างพนัธะไฮโดรเจนกบั
กรดอะมิโน Arg242 โดยพบว่าการวางตวัของอนพุนัธ์ 78 มีการวางตวัท่ีใกล้เคียงกบัอนพุนัธ์ 80 – 

82 มากกว่า อีกทัง้ยงัเกิดการสร้างแรงแบบ Pi-cation กบักรดอะมิโน Arg193 ท าให้คา่ B.E. ของ
อนุพนัธ์ 78 ดีกว่าอนุพนัธ์ 79 แต่อย่างไรก็ตามพบว่าค่า B.E. ของอนุพนัธ์ 80 – 82 มีค่าท่ีดีกว่า
และมีคา่ท่ีใกล้เคียงกนั เน่ืองจากอนพุนัธ์ 80 – 82  มีการวางตวัท่ีใกล้เคียงกนั ดงัภาพประกอบท่ี 
29ข โดยอนพุนัธ์ 80 และ 81 มีการสร้างแรงแบบ Pi-sigma กบักรดอะมิโน Gln71 ท่ีเหมือนกนั แต่
การสร้างแรงของอนพุนัธ์ 81 แข็งแรงกว่าอนพุนัธ์ 80 รวมถึงอนพุนัธ์ 81 เกิดการสร้างแรงแบบ Pi-
lon pair กับกรดอะมิโน Gln 71 ดงันัน้ ค่า B.E. จึงดีกว่าอนุพนัธ์ 80 โดยพบว่า Interaction ของ
อนพุนัธ์ 81 และ 82 เหมือนกนั แตค่วามแข็งแรงของพนัธะระหวา่งกรดอะมิโนบางชนิดของอนพุนัธ์ 
82 แข็งแรงกวา่ จงึท าให้อนพุนัธ์ 82 มีประสิทธิภาพในการจบักบัเอนไซม์ GP ท่ีบริเวณนีดี้ท่ีสดุ 

 

ภาพประกอบ 30 (ก) การจดัวางตวัและ (ข) การเกิดอนัตรกิริยาของอนพุนัธ์ 82 
ในโพรงการจบั Indole site 

ก) ข) 
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ส าหรับบริเวณ Indole site ซึ่งเป็นบริเวณท่ีอนุพันธ์ Hyphodermin A ทัง้ 5 อนุพันธ์มี
ความจ าเพาะตอ่การจบั เน่ืองจากภายในโพรงการจบัของบริเวณนีมี้ทัง้ลกัษณะของ Hydrophobic 
และ Hydrophilic ท าให้สารสงัเคราะห์อนพุนัธ์ Hyphodermin A ซึ่งมีลกัษณะโครงสร้างเป็นแบบ
วงอะโรมาตกิและมีสว่นท่ีมีขัว้จากไนโตรเจนอะตอมและหมูแ่ฮโลเจนเกิดความจ าเพาะตอ่โพรงการ
จับภายในบริเวณนี ้โดยเฉพาะอย่างยิ่งอนุพันธ์ 80 – 82 ท่ีมีค่า B.E. ดีกว่าลิแกนด์เดิม (38) 
เน่ืองจากมีการวางตวัภายในโพรงการจบัท่ีคล้ายกบัลิแกนด์เดมิ โดยวงอะโรมาติกของ 3 อนพุนัธ์นี ้
วางตวัในต าแหน่งเดียวกับวง Indole ของลิแกนด์เดิม ดงัภาพประกอบท่ี 29ค แต่พบว่าวงอะโร
มาติกของอนุพนัธ์ 82 ซึ่งถูกแทนท่ีด้วยอะตอมของไอโอดีน มีการวางตวัท่ีบิดตวัต่างจากอนพุนัธ์ 
80 และ 81 เล็กน้อย จึงท าให้เกิด Interaction แบบ Hydrophobic กบักรดอะมิโน Val64 เกิดการ
สร้างพนัธะไฮโดรเจนกบักรดอะมิโน Arg60 ท่ีแข็งแรงกว่า ส่งผลให้อนพุนัธ์ 82 มีคา่ B.E. ท่ีดีกว่า
อนุพันธ์ 80 และ 81 เล็กน้อย ซึ่งเป็น Interaction ท่ีส าคัญภายในโพรงการจับนี ้อีกทัง้ยังมี 
Interaction ท่ีส าคญั ท่ีท าให้อนุพันธ์ 80 – 82 จับกับเอนไซม์ GP ได้ดีกว่าอนุพันธ์ 78 และ 79  
ได้แก่ การสร้างพนัธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน Thr38 อีกทัง้ยงัมีการวางตวัแตกต่างจากลิแกนด์
เดิม (38) จึงส่งผลให้มีประสิทธิภาพในการจับกับเอนไซม์ได้ไม่ดีเท่ากับอนุพันธ์ 80 – 82 โดย
พบว่าอนุพนัธ์ 82 ให้ค่า B.E. ท่ีดีท่ีสุดท่ีบริเวณ Indole site เน่ืองจากการวางตวัของอนุพนัธ์ 82 
ภายในโพรงการจบัแตกต่างจากอนุพนัธ์ตวัอ่ืนเน่ืองจากอนุพนัธ์นีมี้การแทนท่ีของวงอะโรมาติก
ด้วยอะตอมของไอโอดีนซึ่งมีขนาดใหญ่ ส่งผลให้การวางตวัของอนพุนัธ์ 82 มีการบิดของวงอะโร
มาติกมากกว่าตวัอ่ืน ๆ จึงเกิดการสร้าง Interaction กบักรดอะมิโนภายในโพรงการจบัของบริเวณ 
Indole site ได้แข็งแรงกว่าอนพุนัธ์ตวัอ่ืน ๆ และเน่ืองจากการสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบักรดอะมิโน 
Arg60 และการสร้างพนัธะแบบ Hydrophobic กบั Val 64 และ Lys191 ซึ่งส่งผลตอ่การเคล่ือนท่ี
ของเอนไซม์ ท าให้เกิดการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ GP ได้ เน่ืองจากเอนไซม์ GP มีลกัษณะ
เป็น dimer ประกอบด้วย 2 ซบัยนูิต ขณะท่ีเอนไซม์นีท้ างาน การเติมเต็มของตวัท าละลายภายใน
ช่องว่างระหว่าง 2 ซบัยนูิตนี ้ส่งผลให้เกิดการหมนุของแตล่ะซบัยูนิตได้ 7 องศา แตเ่ม่ือมีกรดอะมิ
โน Arg60 และ Val 64 สร้างพันธะไฮโดรเจนกับตัวยับยัง้ของเอนไซม์ จะเกิดการขัดขวางการ
เคล่ือนท่ีของเอนไซม์ท าให้เอนไซม์ไม่สามารถท างานได้ ซึ่งจะส่งผลให้เอนไซม์ GP ในรูป inactive 
เสถียรมากขึน้ (Rath et al., 2000) 

จากการท า Molecular docking เพ่ือพิจารณาคา่ B.E. และอนัตรกิริยาของอนพุนัธ์ชนิด
ใหม่ของสาร Hyphodermin A 78 – 82 ท่ีมีต่อเอนไซม์ GP พบว่าอนุพนัธ์เหล่านีส้ามารถจับกับ
เอนไซม์ GP ได้ทกุบริเวณจบั โดยเฉพาะอย่างยิ่งบริเวณ Indole site ซึ่งอนพุนัธ์ชนิดใหม่ของสาร 
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Hyphodermin A มีคา่ B.E. ท่ีดีกว่าหรือใกล้เคียงกบัลิแกนด์เดิม จึงสามารถท านายได้ว่า อนพุนัธ์
ชนิดใหมข่องสาร Hyphodermin A 78 – 82 สามารถน าไปใช้ในการพฒันาเป็นตวัยาท่ีมีกลไกการ
ออกฤทธ์ิแบบยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ GP เพ่ือใช้ในการรักษาภาวะระดบัน า้ตาลในเลือดสูง
ของผู้ ป่วยโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 ได้  

 
5. ผลการทดสอบฤทธ์ิความเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็ง 

จากการน าสารตัง้ต้น Hyphodermin A และอนพุนัธ์ Hyphodermin A ทัง้ 5 อนพุนัธ์ มา
ทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษ (Cytotoxicity) ตอ่เซลล์มะเร็งตบั HepG2, SK-Hep-1 และเซลล์มะเร็ง
ปอด A549 โดยใช้วิธี MTT assay ท่ีความเข้มข้นของสารทดสอบ 20 µM ใน 0.2 % DMSO และใช้
ยา Doxorubicin ท่ีความเข้มข้น 1 µM  ใน 0.2 % DMSO เป็น positive control โดยพิจารณาฤทธ์ิ
ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งของสารทดสอบจาก % Survival หากมีค่าสูงกว่า 90 % ถือว่าสาร
ทดสอบไม่มีฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็ง หากสารทดสอบมี % Survival สงูกว่า 75 % ถือเป็น
สารท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษอยู่ในระดบัอ่อน หากสารทดสอบท่ีมีค่า % Survival ต ่ากว่า 50 % ถือ
เป็นสารท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งในระดบัท่ีน่าสนใจ และหากมีคา่ % Survival ต ่ากว่า 
25 % ถือเป็นสารท่ีมีฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งในระดบัท่ีรุนแรง จากผลการทดสอบ พบว่า 
อนุพันธ์ Hyphodermin A ส่วนใหญ่มีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทัง้สามชนิดอยู่ใน
ระดบักลาง (ตาราง 18) และมีฤทธ์ิมากกว่าสารตัง้ต้น Hyphodermin A โดยพบวา่ อนพุนัธ์เหล่านี ้
แสดงคา่ความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งชนิด SK-Hep-1 มากท่ีสดุ โดยเฉพาะอนพุนัธ์ 82 ท่ีให้คา่ % 
survival ของ SK-Hep-1 cell line ท่ี 30.5% ซึ่งเป็นฤทธ์ิท่ีอยู่ในระดบัท่ีน่าสนใจอีกด้วย ซึ่งหาก
พิจารณาระหว่างความสมัพนัธ์ของโครงสร้างกบัการออกฤทธ์ิ พบว่า การแทนท่ีของหมู่แฮโลเจนมี
ผลต่อความเป็นพิษของเซลล์มะเร็งท่ีดีขึน้ เน่ืองจากค่าการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งจากการ
ทดสอบด้วยอนพุนัธ์ 79 – 82  ซึง่เป็นอนพุนัธ์ท่ีมีการแทนท่ีอะตอมไฮโดรเจนของวงอะโรมาติกด้วย
หมู่แฮโลเจนมีคา่การรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งทัง้สามชนิดท่ีลดลง และมีแนวโน้มของฤทธ์ิท่ีมากขึน้ 
ดงันัน้ การแทนท่ีด้วยหมู่ F, Cl, Br และ I ส่งผลต่อประสิทธิภาพการออกฤทธ์ิความเป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งทัง้สามชนิดนีท่ี้มากขึน้ตามล าดบั  
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ตาราง 18 ผลการทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งชนิด HepG2, SK-Hep-1 และ A549 

Compounds 
เซลล์มะเร็งชนิด HepG2 เซลล์มะเร็งชนิด SK-Hep-1 เซลล์มะเร็งชนิด A549 

% survival S.D. % survival S.D. % survival S.D. 

Control 100.0 0.0 100.0 0.0 100.0 0.0 

Hyphodermin A 89.5 10.9 104.4 7.1 101.9 2.1 

อนพุนัธ์ 78 99.9 2.0 81.4 3.1 90.7 2.9 

อนพุนัธ์ 79 84.4 7.4 49.1 2.5 86.2 3.1 

อนพุนัธ์ 80 77.4 4.3 50.5 12.6 80.8 6.7 

อนพุนัธ์ 81 73.4 6.4 39.9 10.4 66.9 5.4 

อนพุนัธ์ 82 60.4 6.8 30.5 5.2 48.6 2.5 

Doxorubicin 19.1 8.5 4.3 3.5 4.6 0.9 
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บทที่ 5  
สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
จากงานวิจยันีเ้ป็นการสงัเคราะห์อนพุนัธ์ชนิดใหมข่องสาร Hyphodermin A โดย

เร่ิมจากการหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเลีย้งเห็ด H. radula เพ่ือให้ผลิตสาร Hyphodermin A ใน
ปริมาณมาก เพ่ือใช้ส าหรับเป็นสารตัง้ต้นในการสงัเคราะห์สารอนพุนัธ์ โดยจากการศกึษา พบว่า 
สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเลีย้งเห็ด ได้แก่ การน าเห็ดท่ีเลีย้งบนอาหารแข็งสตูร MY เป็นเวลา 2 
สัปดาห์ มาถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลวสูตร MY ปริมาตร 1,250 มิลลิลิตร  แล้วท าการตัง้บ่มไว้ท่ี
อณุหภูมิห้อง (28 – 32 °C) ในท่ีปราศจากแสงและไม่มีการเขย่าให้อากาศ  เป็นเวลา 30 วนั เม่ือ
ครบก าหนดเวลาในการเลีย้ง กรองส่วนของเชือ้เห็ดออกและน าส่วนของน า้เลีย้งเชือ้เห็ด มาสกัด
ด้วย ethyl acetate ได้เป็นสารสกดัหยาบจากจากชัน้ Ethyl acetate น า้หนกั 1.85 กรัม จากนัน้น า
สารสกัดหยาบนี  ้ มาแยกและท าบริสุท ธ์ิสาร Hyphodermin A ด้วยเคร่ือง Biotage flash 
chromatography โดยใช้ระบบ Normal phase (Silica gel column) ท าการชะด้วยการเพิ่มขัว้
ของตวัท าละลายผสมระหว่าง Hexane และ Ethyl acetate หลังจากนัน้น ามาท าบริสุทธ์ิอีกครัง้
ด้วยระบบ Reverse phase (OSD-C18 column) โดยการชะด้วยการลดขัว้ของตวัท าละลายผสม
ระหวา่ง Acetonitrile กบัน า้ (โดยมี 0.05% TFA ในตวัท าละลาย) ได้สาร Hyphodermin A บริสทุธ์ิ 
มีลกัษณะเป็นของแข็งสีขาว น า้หนกั 410.7 มิลลิกรัม คิดเป็น 22.2% yield และยืนยนัโครงสร้าง
ของสาร Hyphodermin A ด้วยเทคนิค HRMS spectrometry และ NMR spectroscopy จากนัน้
น าสาร Hyphodermin A ท่ีแยกได้มาใช้เป็นสารตัง้ต้นในการทดสอบเอมีนท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยา
การสังเคราะห์ โดยใช้เอมีนทัง้หมด 10 ชนิดในการทดสอบ ได้แก่ Ammonium sulfate, Urea, 
Thioacetamide, Sulfamic acid, Cysteine, Aniline, 4- Fluoroaniline, 4- Chloroaniline, 4-
Bromoaniline และ 4-Iodoaniline จากผลการทดสอบโดยติดตามการเกิดปฏิกิริยาด้วยเทคนิค 
TLC พบว่า มีเอมีน 5 ชนิด ท่ีสารตัง้ต้น Hyphodermin A หายไปและเกิดผลิตภณัฑ์ 1 ชนิด ได้แก่ 
Aniline , 4-Fluoroaniline, 4-Chloroaniline, 4-Bromoaniline และ 4-Iodoaniline เอมีนเหล่านีจ้ึง
ถกูเลือกน ามาใช้เป็นเอมีนในการท าปฏิกิริยากบั Hyphodermin A เพ่ือสงัเคราะห์อนพุนัธ์ จากนัน้
จงึท าการสงัเคราะห์อนพุนัธ์ โดยท าปฏิกิริยาระหวา่งสารตัง้ต้น Hyphodermin A ท่ีแยกได้จากเห็ด 
H. radula กับเอมีน 5 ชนิด ได้แก่ Aniline, 4-Fluoroaniline, 4-Chloroaniline, 4-Bromoaniline 
และ 4-Iodoaniline ในตวัท าละลาย Methanol เกิดสารผลิตภัณฑ์เป็นอนุพนัธ์ชนิดใหม่ของสาร 
Hyphodermin A ทัง้หมด 5 ชนิด ได้แก่ สาร 78 – 82 ตามล าดบั โดยศกึษาโครงสร้างของอนพุนัธ์
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ด้วยเทคนิค HRMS spectrometry และ NMR spectroscopy จากนัน้น าสารอนุพันธ์เหล่านีม้า
ศึกษาแนวโน้มในการออกฤทธ์ิยับยั ง้ การท างานของเอนไซม์  Human Liver Glycogen 
Phosphorylase (HLGP) ด้วยการท าโมเลกลุลาร์ด็อกกิง้ โดยใช้โปรแกรม AutoDock 4.2 (Morris 
et al., 2009) โดยศึกษาท่ีบริเวณควบคมุ 3 บริเวณของเอนไซม์ ได้แก่ บริเวณ Purine site (PDB 
ID: 1L5R), AMP site (PDB ID: 3DDS) และ Indole site (PDB ID: 1L5Q) ซึง่มีโครงสร้างของสาร 
Riboflavin (36) เป็นลิแกนด์ท่ีจับอย่างจ าเพาะท่ีบริเวณ Purine site (Ekstrom et al., 2002) , 
3DDS ท่ีมีโครงสร้างของสาร GSK261 (37) เป็นลิแกนด์ท่ีจับอย่างจ าเพาะท่ีบริเวณ AMP site 
(Thomson et al., 2009) และ 1L5Q ท่ีมีโครงสร้างของสาร CP-403,700 (38) เป็นลิแกนด์ท่ีจบั
อยา่งจ าเพาะท่ีบริเวณ Indole site (Rath et al., 2000) โดยเร่ิมจากการหาพารามิเตอร์ท่ีเหมาะสม
ในการท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้ ด้วยกระบวนการ Redocking พบว่า ลิแกนด์เดิมได้แก่ Riboflavin 
(36), GSK261 (37) และ CP-403,700 (38) มีคา่ RMSD น้อยกว่า 2.0 Å ดงันัน้ พารามิเตอร์ท่ีใช้
เหมาะสมตอ่การท าโมเลกลุลาร์ด็อกกิง้ในขัน้ตอนตอ่ไป โดยพารามิเตอร์ดงักล่าว ได้แก่ กลอ่งกริด
ขนาด 60X60X60 Å3 ช่องว่างระหว่างกริด เท่ากับ 0.375 Å และก าหนดจ านวนรอบในการรัน 
จ านวน 150 รอบ หลงัจากนัน้น าพารามิเตอร์ดงักล่าวมาท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้ระหว่างอนุพันธ์ 
Hyphodermin A กบัเอนไซม์ GP พบว่าอนพุนัธ์ของสาร Hyphodermin A ทัง้ 5 ชนิดท่ีสงัเคราะห์
ขึน้มีค่า Binding energy ท่ีดีกว่าสารตัง้ต้นHyphodermin A แสดงถึงประสิทธิภาพในการจบักบั
เอนไซม์ HLGP ได้ดีกว่าสารตัง้ต้น Hyphodermin A และพบว่าอนพุนัธ์เหล่านีมี้ความจ าเพาะต่อ
บริเวณ Indole site มากท่ีสดุ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งอนพุนัธ์ 82 ท่ีให้คา่ Binding energy ดีท่ีสดุในทกุ
บริเวณจับ อีกทัง้ยังให้ค่า Binding energy ท่ีดีกว่าลิแกนด์เดิมของบริเวณ Indole site ซึ่งได้แก่ 
CP-403,700 (IC50 เท่ากับ 45 nM) (Rath et al., 2000) และเม่ือพิจารณาโครงสร้างของสาร
อนพุนัธ์ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ทัง้ 5 ชนิด กบัประสิทธิภาพในการจบักบัเอนไซม์ HLGP พบวา่ หมูแ่ทนท่ีท่ี
เป็นอะตอมของไอโอดีนบนวงอะโรมาติกในอนพุนัธ์ 82 ส่งผลตอ่ประสิทธิภาพการจบักับเอนไซม์ 
HLGP ได้ดีท่ีสดุ เน่ืองจากมีขนาดอะตอมใหญ่ท่ีสดุ ส่งผลตอ่ความยาวของพนัธะระหว่างอนพุนัธ์
กบักรดอะมิโนภายในโพรงการจบัของเอนไซม์ HLGP รวมถึงการวางตวัอย่างจ าเพาะภายในโพรง
การจบั ท าให้อนพุนัธ์ 82 มีประสิทธิภาพในการจบักบัเอนไซม์ HLGP ได้ดีท่ีสดุ และเม่ือศกึษาฤทธ์ิ
ทางชีวภาพอ่ืน ๆ ของสารตัง้ต้น Hyphodermin A และอนพุนัธ์ชนิดใหม่ของสาร Hyphodermin A 
ท่ีสงัเคราะห์ขึน้ทัง้ 5 ชนิด ได้แก่ ฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตบัชนิด HepG2 และชนิด SK-
Hep-1 และเซลล์มะเร็งปอด ชนิด A549 (Cytotoxicity) โดยใช้วิธี MTT assay พบว่า อนุพนัธ์ 79 

– 82 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งทัง้สามชนิดอยู่ในระดบัปานกลาง อย่างไรก็ตามอนุพนัธ์ของ
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สาร Hyphodermin A มีฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลล์ท่ีดีกว่าสารตัง้ต้น Hyphodermin A จากผล
การศกึษาฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็ง พบว่า อนพุนัธ์เหล่านีส้่วนใหญ่มีฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่
เซลล์มะเร็งชนิด SK-Hep-1 มากท่ีสุด เน่ืองจากให้ค่า %survival ต ่าท่ีสุด โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
อนุพันธ์ 82 ซึ่งเป็นอนุพันธ์ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาระหว่างสารตัง้ต้น Hyphodermin A และ 4-
Iodoaniline ท่ีให้ค่า % survival ของเซลล์มะเร็งชนิด SK-Hep-1 ท่ี 30.5% ซึ่งจดัว่ามีฤทธ์ิความ
เป็นพิษตอ่เซลล์อยูใ่นระดบัท่ีน่าสนใจ และเม่ือพิจารณาระหวา่งโครงสร้างของสารกบัการออกฤทธ์ิ
ความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งในการยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเซลล์มะเร็ง พบวา่ หมูแ่ทนท่ีแฮโลเจน 
ได้แก่ F, Cl, Br และ I บนวงอะโรมาตกิสง่ผลตอ่การออกฤทธ์ิความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งท่ีมากขึน้
ทัง้นีเ้น่ืองจาก อนพุนัธ์ท่ี 79 ท่ีไมมี่หมูแ่ทนท่ีแฮโลเจนในโครงสร้างแสดงความเป็นพิษตอ่เซลล์น้อย
ท่ีสดุนัน่เองและพบวา่เม่ือหมูแ่ทนท่ีเป็น I ให้ประสิทธิภาพความเป็นพิษตอ่เซลล์มะเร็งดีท่ีสดุ   

ส าหรับงานวิจยัต่อไปในอนาคต กลุ่มผู้ วิจยัมีการวางแผนท่ีจะท าการทดสอบฤทธ์ิทาง
ชีวภาพในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ HLGP กบัอนพุนัธ์ของสาร Hyphodermin A ชนิดใหม่
ทัง้ 5 ชนิดท่ีสงัเคราะห์ขึน้ เพ่ือเป็นการยืนยนัผลจากการท าโมเลกลุลาร์ดอ็กกิง้ในงานวิจยันี ้รวมถึง
สงัเคราะห์อนุพนัธ์ของสาร Hyphodermin A เพิ่มเติม โดยใช้สาร Hyphodermin A ท่ีแยกได้จาก
เห็ด H.radula เป็นสารตัง้ต้นเพ่ือศกึษาถึงความสมัพนัธ์ของโครงสร้างสารกบัการออกฤทธ์ิเพ่ือใช้
เป็นแนวทางในการพฒันาเป็นตวัยาตอ่ไป 

ข้อเสนอแนะ 
1. จากการสังเคราะห์อนุพันธ์ชนิดใหม่ของสาร Hyphodermin A ในงานวิจัยนี ้

สามารถสงัเคราะห์อนุพันธ์ได้ 5 ชนิด ได้แก่ สาร 78 – 82 ซึ่งแตกต่างกันท่ีหมู่แทนท่ีบนวงอะโร
มาติก ได้แก่ หมู่แฮโลเจน F, Cl, Br และ I ซึ่งพบว่า ให้ผลการออกฤทธ์ิฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีแตกต่าง
กนั รวมถึงความสามารถในการจบักบัเอนไซม์ HLGP ท่ีแตกตา่งกนัอีกด้วย ดงันัน้ หากมีการเพิ่ม
ความหลากหลายของหมู่แทนท่ีบนวงอะโรมาติกของอนุพันธ์ Hyphodermin A ให้มีความ
หลากหลายมากขึน้ โดยการแทนท่ีด้วยหมู่ดงึอิเล็กตรอนหรือหมู่ให้อิเล็กตรอนชนิดอ่ืนๆ จะท าให้
อนพุนัธ์ท่ีสงัเคราะห์ขึน้มีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีหลากหลายมากขึน้ เน่ืองจากอนพุนัธ์ท่ีสงัเคราะห์มีฤทธ์ิ
ทางชีวภาพแตกตา่งกนั เม่ือมีหมู่แทนท่ีตา่งกนั ดงันัน้ หากเพิ่มความหลากหลายให้หมู่แทนท่ี จะ
ส่งผลให้การออกฤทธ์ิทางชีวภาพของอนุพันธ์มีประสิทธิภาพท่ีดีขึน้ รวมถึงสามารถศึกษาถึง
ความสัมพันธ์ของโครงสร้างสารกับการออกฤทธ์ิได้อีกด้วย เพ่ือเป็นแนวทางในการออกแบบ
โครงสร้างสารให้มีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีดีขึน้ตอ่ไป  
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2. จากผลของการท าโมเลกลุลาร์ด็อกกิง้ระหว่างอนพุนัธ์ Hyphodermin A ชนิดใหม่
กับเอนไซม์ Human Liver Glycogen Phosphorylase ท่ีบริเวณควบคุม Purine site, AMP site 
และ Indole site พบว่า อนพุนัธ์ Hyphodermin A ชนิดใหม่ท่ีสงัเคราะห์ขึน้มีประสิทธิภาพในการ
จับกับเอนไซม์ Glycogen phosphorylase โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีบริเวณ Indole site ดีได้ ดงันัน้ 
อนพุนัธ์เหล่านีจ้ึงมีแนวโน้มในการออกฤทธ์ิยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ดงักล่าว ซึ่งตวัยบัยัง้ของ
เอนไซม์ Glycogen phosphorylase นีส้ามารถใช้เป็นยาเพ่ือลดระดบัน า้ตาลในเลือดในการรักษา
ผู้ ป่วยเบาหวานแบบท่ี 2 ได้ และเพ่ือเป็นการยืนยนัผลของการท าโมเลกุลลาร์ด็อกกิง้ จึงควรน า
อนพุนัธ์เหล่านีท่ี้สงัเคราะห์ขึน้ไปทดสอบฤทธ์ิจริงในการยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ Glycogen 
phosphorylase ในห้องปฏิบตักิารตอ่ไป  
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ภาคผนวก ก 

High Resolution Mass spectrum ของสารตัง้ต้น Hyphodermin A และอนพุนัธ์ 
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ภาพประกอบ 1 High Resolution Mass spectrum ของสารตัง้ต้น Hyphodermin A 
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ภาพประกอบ 2 High Resolution Mass spectrum ของอนพุนัธ์ 78 
(ปฏิกิริยาระหวา่ง Hyphodermin A กบั Aniline) 
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ภาพประกอบ 3 High Resolution Mass spectrum ของอนพุนัธ์ 79 
(ปฏิกิริยาระหวา่ง Hyphodermin A กบั 4-Fluoroaniline) 
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ภาพประกอบ 4 High Resolution Mass spectrum ของอนพุนัธ์ 80 
(ปฏิกิริยาระหวา่ง Hyphodermin A กบั 4-Chloroaniline) 
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ภาพประกอบ 5 High Resolution Mass spectrum ของอนพุนัธ์ 81 
(ปฏิกิริยาระหวา่ง Hyphodermin A กบั 4-Bromoaniline) 
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ภาพประกอบ 6 High Resolution Mass spectrum ของอนพุนัธ์ 82 
(ปฏิกิริยาระหวา่ง Hyphodermin A กบั 4-Iodoaniline) 
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ภาคผนวก ข 
1H-NMR, 13C-NMR, HSQC และ HMBC spectrums 

ของสารตัง้ต้น Hyphodermin A และอนพุนัธ์ 
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ตาราง 1 แสดงอนัตรกิริยาระหวา่งลิแกนด์และกรดอะมิโนภายในโพรงการจบั Purine site 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 78 A:ASP283:HN H-bond (con) 2.30 

A:ASN282:OD1 H-bond (con) 2.19 

A:ASN282:HA Carbon Hydrogen Bond 2.96 

A:HIS571:HE1 Carbon Hydrogen Bond 2.25 

A:GLU382:OE1 Pi-anion 3.83 

A:GLU572:OE2 Pi-anion 2.95 

A:MET615:SD Pi-Sulfur 5.90 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 3.99 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 3.85 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 4.96 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 3.63 

A:HIS571 Pi-Pi T-shaped 5.01 

A:PHE285 Pi-alkyl 4.82 

A:TYR613 Pi-alkyl 4.72 

A:ALA610 Pi-alkyl 5.11 

A:LEU380 Pi-alkyl 4.64 

อนพุนัธ์ 79 A:ASP283:HN H-bond (con) 2.30 

A:ASN282:OD1 H-bond (con) 2.15 

A:ASN282:HA Carbon 2.30 

A:HIS571:HE1 Carbon 2.28 

A:GLU572:OE1 Fluorine 3.45 

A:GLU382:OE1 Pi-anion 2.30 

A:GLU572:OE2 Pi-anion 3.09 

A:PHE285 Pi-Pi stacking 3.94 

A:TYR573 Pi-Pi stacking 5.34 

A:TYR613 Pi-Pi stacking 3.92 
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ตาราง 1 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 79 A:PHE285 Pi-Pi stacking 4.92 

A:TYR613 Pi-Pi stacking 3.58 

A:HIS571 Pi-Pi stacking 4.96 

A:PHE285 Pi-alkyl 4.80 

A:TYR613 Pi-alkyl 4.80 

A:ALA610 Pi-alkyl 5.07 

A:MET615 Pi-alkyl 5.46 

A:LEU380 Pi-alkyl 4.82 

อนพุนัธ์ 80 A:ASN282:OD1 Conventional Hydrogen Bond 1.88 

A:GLU382:OE1 Pi-Anion 4.19 

A:GLU572:OE2 Pi-Anion 3.92 

A:HIS571:HD1 Pi-Donor Hydrogen Bond 3.23 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 4.08 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 4.37 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 5.00 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 4.45 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 3.50 

A:MET615 Alkyl 3.85 

A:MET764 Alkyl 4.04 

A:LEU380 Alkyl 3.42 

A:PHE285 Pi-Alkyl 5.48 

A:TYR573 Pi-Alkyl 4.25 

A:TYR613 Pi-Alkyl 5.48 

A:PHE771 Pi-Alkyl 4.36 

A:ALA610 Pi-Alkyl 5.30 

A:MET615 Pi-Alkyl 5.01 
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ตาราง 1 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 81 A:GLY612:HN Conventional Hydrogen Bond 2.43 

A:ASN282:OD1 Conventional Hydrogen Bond 2.03 

A:HIS768:O Halogen (Cl, Br, I) 3.30 

A:GLU382:OE1 Pi-Anion 4.52 

A:GLU572:OE2 Pi-Anion 3.38 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 4.10 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 4.85 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 4.56 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 4.23 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 3.68 

A:MET764 Alkyl 4.83 

A:LEU380 Alkyl 3.76 

A:PHE285 Pi-Alkyl 5.38 

A:TYR573 Pi-Alkyl 4.50 

A:PHE771 Pi-Alkyl 4.48 

A:ALA610 Pi-Alkyl 5.44 

อนพุนัธ์ 82 A:GLY612:HN Conventional Hydrogen Bond 2.18 

A:ASN282:OD1 Conventional Hydrogen Bond 2.05 

A:GLY612:HA2 Carbon Hydrogen Bond 3.07 

A:GLU382:OE2 Pi-Anion 4.74 

A:GLU382:HG2 Pi-Sigma 2.59 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 4.01 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 5.36 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 4.29 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 3.89 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 4.05 
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ตาราง 1 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 82 A:LEU380 Alkyl 4.01 

A:PHE285 Pi-Alkyl 5.18 

A:HIS571 Pi-Alkyl 5.42 

A:TYR573 Pi-Alkyl 4.59 

A:PHE771 Pi-Alkyl 4.63 

A:ALA610 Pi-Alkyl 5.44 

Hyphodermin A A:GLY612:HN Conventional Hydrogen Bond 2.18 

A:ASN282:OD1 Conventional Hydrogen Bond 2.05 

A:GLY612:HA2 Carbon Hydrogen Bond 3.07 

A:GLU382:OE2 Pi-Anion 4.74 

A:GLU382:HG2 Pi-Sigma 2.59 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 4.01 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 5.36 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 4.29 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 3.89 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 4.05 

A:LEU380 Alkyl 4.01 

A:PHE285 Pi-Alkyl 5.18 

A:HIS571 Pi-Alkyl 5.42 

A:TYR573 Pi-Alkyl 4.59 

A:PHE771 Pi-Alkyl 4.63 

A:ALA610 Pi-Alkyl 5.44 

Riboflavin A:ASP283:HN Conventional Hydrogen Bond 2.14 

A:MET615:HN Conventional Hydrogen Bond 2.11 

 Conventional Hydrogen Bond 2.28 

A:ASN282:OD1 Conventional Hydrogen Bond 2.35 
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ตาราง 1 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

Riboflavin A:ASP283:O Conventional Hydrogen Bond 3.04 

A:GLU572:OE2 Conventional Hydrogen Bond 2.23 

A:GLY612:O Conventional Hydrogen Bond 1.95 

A:GLY612:O Carbon Hydrogen Bond 2.66 

A:ASN282:HA Pi-Sigma 3.46 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 3.59 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 4.48 

A:PHE285 Pi-Pi Stacked 4.83 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 3.89 

A:TYR613 Pi-Pi Stacked 4.35 

A:TYR613 Amide-Pi Stacked 5.03 

A:ASN284:C,O;PHE2
85:N 

Amide-Pi Stacked 5.14 

A:GLY612:C,O;TYR6
13:N 

Alkyl 4.22 

A:LEU380 Pi-Alkyl 4.74 

A:HIS571 Pi-Alkyl 4.51 

A:TYR573 Pi-Alkyl 5.33 

A:PHE771 Pi-Alkyl 4.91 

A:PHE771 Pi-Alkyl 3.88 
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ตาราง 2 แสดงอนัตรกิริยาระหวา่งลิแกนด์และกรดอะมิโนภายในโพรงการจบั AMP site 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 78 A:ARG242:HH12 Conventional Hydrogen Bond 2.06 

A:ARG242:HH22 Conventional Hydrogen Bond 1.69 

 Conventional Hydrogen Bond 1.93 

A:ARG193:NH1 Pi-Cation 4.87 

A:ARG310:NH2 Pi-Cation 4.78 

A:GLN71:HE21 Pi-Donor Hydrogen Bond 2.61 

A:PHE196 Pi-Pi Stacked 5.68 

A:PHE196 Pi-Pi Stacked 5.89 

 Pi-Pi Stacked 5.96 

B:VAL45 Alkyl 4.46 

A:TYR75 Pi-Alkyl 5.10 

B:VAL45 Pi-Alkyl 4.66 

A:ILE68 Pi-Alkyl 5.15 

อนพุนัธ์ 79 A:ARG242:HH22 Conventional Hydrogen Bond 1.72 

B:ASP42:HN Conventional Hydrogen 
Bond;Halogen (Fluorine) 

2.38 

A:ASP306:OD1 Conventional Hydrogen Bond 2.36 

B:LYS41:HA Carbon Hydrogen 
Bond;Halogen (Fluorine) 

2.31 

B:VAL40:O Halogen (Fluorine) 2.73 

B:LYS41:C Halogen (Fluorine) 3.51 

A:ARG310:NH2 Pi-Cation;Pi-Donor Hydrogen 
Bond 

4.10 

A:GLN71:HE21 Pi-Donor Hydrogen Bond 2.92 

A:ARG310:HE Pi-Donor Hydrogen Bond 2.87 

A:ARG310 Alkyl 4.06 

 



  116 

ตาราง 2 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 79 A:ARG310 Pi-Alkyl 5.05 

B:VAL45 Pi-Alkyl 5.02 

B:LYS41 Pi-Alkyl 5.21 

B:VAL45 Pi-Alkyl 4.81 

อนพุนัธ์ 80 A:ARG242:HH12 Conventional Hydrogen Bond 1.69 

A:ARG242:HH22 Conventional Hydrogen Bond 2.24 

A:ARG242:HH22 Conventional Hydrogen Bond 2.63 

A:ASP306:OD1 Conventional Hydrogen Bond 1.77 

A:ARG310:NH2 Pi-Cation 3.98 

A:ARG310:NH2 Pi-Cation 4.53 

A:GLN71:HG2 Pi-Sigma 2.67 

A:PHE196 Pi-Pi Stacked 5.70 

A:ARG310 Alkyl 3.87 

B:VAL45 Alkyl 4.47 

A:ILE68 Alkyl 4.82 

B:VAL40 Alkyl 4.49 

A:TRP67 Pi-Alkyl 4.36 

A:TRP67 Pi-Alkyl 4.64 

A:ARG310 Pi-Alkyl 4.62 

B:VAL45 Pi-Alkyl 4.95 

อนพุนัธ์ 81 A:ARG242:HH12 Conventional Hydrogen Bond 1.73 

A:ARG242:HH22 Conventional Hydrogen Bond 2.23 

A:ARG242:HH22 Conventional Hydrogen Bond 2.62 

A:ASP306:OD1 Conventional Hydrogen Bond 1.78 

A:ARG310:NH2 Pi-Cation 4.04 

A:ARG310:NH2 Pi-Cation 4.55 
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ตาราง 2 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 81 A:GLN71:HG2 Pi-Sigma 2.63 

A:PHE196 Pi-Lone Pair 2.98 

A:PHE196 Pi-Pi Stacked 5.66 

A:ARG310 Alkyl 3.97 

B:VAL45 Alkyl 4.46 

A:ILE68 Alkyl 4.79 

B:VAL40 Alkyl 4.40 

A:TRP67 Pi-Alkyl 4.19 

A:TRP67 Pi-Alkyl 4.48 

A:ARG310 Pi-Alkyl 4.68 

B:VAL45 Pi-Alkyl 4.90 

อนพุนัธ์ 82 A:ARG242:HH12 Conventional Hydrogen Bond 1.61 

A:ARG242:HH22 Conventional Hydrogen Bond 2.20 

A:ARG242:HH22 Conventional Hydrogen Bond 2.60 

A:ASP306:OD1 Conventional Hydrogen Bond 1.74 

A:ARG310:NH2 Pi-Cation 3.99 

A:ARG310:NH2 Pi-Cation 4.44 

A:PHE196 Pi-Lone Pair 3.00 

A:PHE196 Pi-Pi Stacked 5.52 

A:ARG310 Alkyl 3.72 

B:VAL45 Alkyl 4.52 

A:ILE68 Alkyl 4.67 

B:VAL40 Alkyl 4.60 

A:TRP67 Pi-Alkyl 4.05 

A:TRP67 Pi-Alkyl 4.48 

A:ARG310 Pi-Alkyl 4.68 
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ตาราง 2 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 82 B:VAL45 Pi-Alkyl 4.98 

Hyphodermin A A:ARG193:HH22 Conventional Hydrogen Bond 2.05 

A:THR240:HG1 Conventional Hydrogen Bond 3.05 

A:ARG242:HH12 Conventional Hydrogen Bond 2.95 

A:ARG242:HH22 Conventional Hydrogen Bond 2.11 

A:THR240:OG1 Conventional Hydrogen Bond 2.16 

 Conventional Hydrogen Bond 2.68 

A:ARG193:NH2 Pi-Cation 4.32 

A:GLN71:HE21 Pi-Donor Hydrogen Bond 2.87 

A:ILE68 Alkyl 4.10 

B:LYS41 Alkyl 4.35 

B:VAL45 Alkyl 5.34 

A:ILE68 Alkyl 4.00 

GSK261 A:ARG81:NH1 Attractive Charge 5.14 

A:ARG310:NH2 Attractive Charge 3.35 

A:GLN71:HE21 Conventional Hydrogen Bond 1.86 

A:GLN71:HE22 Conventional Hydrogen Bond 2.38 

A:ARG310:HE Conventional Hydrogen Bond 1.80 

A:ARG310:HE Conventional Hydrogen Bond 2.48 

A:ARG310:HH21 Conventional Hydrogen Bond 2.06 

B:ASP42:HN Conventional Hydrogen Bond 1.92 

B:VAL40:O Conventional Hydrogen Bond 1.99 

 Conventional Hydrogen Bond 1.82 

B:LYS41:HA Carbon Hydrogen Bond 2.75 

A:ARG193:NH2 Pi-Cation 3.13 

A:TRP67 Pi-Pi T-shaped 5.22 
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ตาราง 2 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

GSK261 A:TRP67 Pi-Pi T-shaped 5.49 

A:GLN71:C,O;GLN7
2:N 

Amide-Pi Stacked 4.3 

A:GLN71:C,O;GLN7
2:N 

Amide-Pi Stacked 4.17 

B:VAL45 Pi-Alkyl 4.37 

B:VAL45 Pi-Alkyl 5.19 
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ตาราง 3 แสดงอนัตรกิริยาระหวา่งลิแกนด์และกรดอะมิโนภายในโพรงการจบั Indole site 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 78 A:HIS57:NE2 Conventional Hydrogen Bond 2.28 

A:ARG60:HH12 Conventional Hydrogen Bond 2.02 

A:ARG60:HH22 Conventional Hydrogen Bond 2.28 

A:HIS57:HD2 Carbon Hydrogen Bond 1.67 

B:GLU190:OE2 Pi-Anion 2.92 

B:7001862:O3 Pi-Anion 2.87 

B:7001862 Pi-Pi Stacked 5.18 

B:7001862 Pi-Pi T-shaped 4.55 

B:PRO188 Alkyl 4.60 

B:PRO188 Alkyl 4.98 

B:7001862 Pi-Alkyl 5.13 

B:HIS57 Pi-Alkyl 5.30 

B:7001862 Pi-Alkyl 5.13 

อนพุนัธ์ 79 A:ARG60:HH12 Conventional Hydrogen Bond 1.74 

A:ARG60:HH22 Conventional Hydrogen Bond 1.83 

A:ARG160:HH21 Conventional Hydrogen 
Bond;Halogen (Fluorine) 

2.87 

B:ARG160:HH22 Conventional Hydrogen 
Bond;Halogen (Fluorine) 

2.06 

B:ASN187:O Conventional Hydrogen Bond 2.13 

 Conventional Hydrogen Bond 1.82 

A:GLU190:OE2 Halogen (Fluorine) 3.04 

B:GLU190:OE2 Pi-Anion 2.78 

B:7001862:O3 Pi-Anion 3.26 

B:7001862:O3 Pi-Anion 3.84 

B:7001862 Pi-Pi Stacked 5.76 
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ตาราง 3 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 79 B:7001862 Pi-Pi T-shaped 4.62 

B:PRO188 Alkyl 4.52 

B:PRO188 Alkyl 5.19 

B:7001862 Pi-Alkyl 4.20 

B:7001862 Pi-Alkyl 4.89 

B:7001862 Pi-Alkyl 5.39 

อนพุนัธ์ 80 B:ARG60:HH12 Conventional Hydrogen Bond 2.87 

B:ARG60:HH12 Conventional Hydrogen Bond 1.81 

B:ARG60:HH22 Conventional Hydrogen Bond 1.72 

B:THR38:O Conventional Hydrogen Bond 1.67 

B:7001862:O1 Conventional Hydrogen Bond 1.88 

A:PRO229:HD2 Carbon Hydrogen Bond 2.99 

A:ARG60:NH1 Pi-Cation 3.53 

B:THR38:HG1 Pi-Donor Hydrogen Bond 2.29 

B:HIS57 Pi-Pi T-shaped 4.81 

B:7001862 Pi-Pi T-shaped 5.85 

A:LYS191 Alkyl 4.79 

A:ARG60 Alkyl 4.40 

A:PRO229 Alkyl 3.94 

A:HIS34 Pi-Alkyl 4.23 

A:TRP67 Pi-Alkyl 4.77 

B:HIS34 Pi-Alkyl 4.87 

A:ARG60 Pi-Alkyl 5.40 

A:LYS191 Pi-Alkyl 4.06 

B:VAL40 Pi-Alkyl 5.13 

อนพุนัธ์ 81 B:ARG60:HH12 Conventional Hydrogen Bond 2.84 
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ตาราง 3 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 81 B:ARG60:HH12 Conventional Hydrogen Bond 1.97 

B:ARG60:HH22 Conventional Hydrogen Bond 1.74 

B:THR38:O Conventional Hydrogen Bond 1.65 

B:7001862:O1 Conventional Hydrogen Bond 1.80 

A:PRO229:HD2 Carbon Hydrogen Bond 2.87 

A:ARG60:NH1 Pi-Cation 3.56 

B:THR38:HG1 Pi-Donor Hydrogen Bond 2.35 

B:HIS57 Pi-Pi T-shaped 4.85 

B:7001862 Pi-Pi T-shaped 5.81 

B:7001862 Pi-Pi T-shaped 5.98 

A:LYS191 Alkyl 4.78 

A:ARG60 Alkyl 4.46 

A:PRO229 Alkyl 3.81 

A:HIS34 Pi-Alkyl 4.31 

A:TRP67 Pi-Alkyl 4.66 

B:HIS34 Pi-Alkyl 4.78 

A:ARG60 Pi-Alkyl 5.44 

A:LYS191 Pi-Alkyl 4.03 

B:VAL40 Pi-Alkyl 5.10 

อนพุนัธ์ 82 B:ARG60:HH12 Conventional Hydrogen Bond 2.88 

B:ARG60:HH12 Conventional Hydrogen Bond 1.95 

B:ARG60:HH22 Conventional Hydrogen Bond 1.70 

B:THR38:O Conventional Hydrogen Bond 1.85 

B:7001862:O1 Conventional Hydrogen Bond 1.87 

A:ARG60:NH1 Pi-Cation 3.78 

B:THR38:HG1 Pi-Donor Hydrogen Bond 2.23 
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ตาราง 3 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

อนพุนัธ์ 82 B:HIS57 Pi-Pi T-shaped 4.82 

B:7001862 Pi-Pi T-shaped 5.74 

A:LYS191 Alkyl 4.85 

A:ARG60 Alkyl 4.17 

A:VAL64 Alkyl 5.04 

A:HIS34 Pi-Alkyl 4.39 

A:TRP67 Pi-Alkyl 4.71 

B:HIS34 Pi-Alkyl 4.75 

A:ARG60 Pi-Alkyl 5.37 

A:LYS191 Pi-Alkyl 4.37 

B:VAL40 Pi-Alkyl 4.59 

Hyphodermin A A:ARG60:HH12 Conventional Hydrogen Bond 3.09 

A:ARG60:HH22 Conventional Hydrogen Bond 1.73 

B:ARG60:HH12 Conventional Hydrogen Bond 2.12 

B:HIS57:NE2 Conventional Hydrogen Bond 2.18 

 Conventional Hydrogen Bond 2.63 

B:PHE53 Pi-Sigma 3.71 

B:HIS57 Pi-Pi T-shaped 4.49 

B:PRO188 Alkyl 3.60 

B:PHE53 Pi-Alkyl 4.15 

B:HIS57 Pi-Alkyl 4.42 

CP-403,700 A:LYS191:NZ Attractive Charge 4.42 

B:THR38:O Conventional Hydrogen Bond 2.23 

A:LYS191:HZ2 Conventional Hydrogen Bond 1.67 

 Carbon Hydrogen Bond 3.35 

A:SER192:HB2 Carbon Hydrogen Bond 1.98 
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ตาราง 3 (ตอ่) 

ลิแกนด์ กรดอะมิโน ชนิดของอนัตรกิริยา ความยาวพันธะ 

CP-403,700 A:ARG60:NH1 Pi-Cation 3.37 

B:ARG60:NH1 Pi-Cation 4.24 

B:HIS57 Pi-Pi T-shaped 4.47 

B:LEU39 Alkyl 5.45 

A:ARG60 Alkyl 4.48 

A:LEU63 Alkyl 4.33 

A:VAL64 Alkyl 4.75 

A:PRO229 Alkyl 4.34 

A:LYS191 Pi-Alkyl 4.09 

B:VAL40 Pi-Alkyl 5.23 

A:ARG60 Pi-Alkyl 4.49 

A:LYS191 Pi-Alkyl 4.85 

A:PRO229 Pi-Alkyl 5.47 

B:VAL40 Pi-Alkyl 5.05 

A:TRP67 Pi-Alkyl 4.47 

B:PHE53 Pi-Alkyl 5.16 

 

 

 

 

 

 



 

ประวัติผ ู้เขียน 
 

ประวัตผู้ิเขียน 
 

ช่ือ-สกุล ชนิถา จุ้ยประเสริฐ 
วัน เดือน ปี เกิด 11 ตลุาคม 2537 
สถานที่เกิด กรุงเทพมหานคร 
วุฒกิารศึกษา พ.ศ. 2555 มธัยมปลาย วิทย์-คณิต โรงเรียนเบญจมราชาลยั ในพระบรม

ราชปูถมัภ์ กรุงเทพมหานคร  
พ.ศ. 2560 ปริญญาตรี การศกึษาบณัฑิต สาขาเคมี มหาวิทยาลยัศรีนคริ
นทรวิโรฒ กรุงเทพมหานคร 

ท่ีอยู่ปัจจุบัน 53 ซอยประชาราษฎร์ สาย 1 ซอย 1 ถนนประชาราษฎร์ สาย 1 เขตบาง
ซ่ือ แขวงบางซ่ือ กรุงเทพมหานคร 10800   
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