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กิตติกรรมประกาศ 
 
 งานวิจัยเรื่องการสังเคราะหและศึกษาสมบัติการจับยึดกับกรดนิวคลีอิกของพิโรลิดีนเพปไทดนิวคลีอิกแอซิด

ชนิดใหมที่มีสะพานเชื่อมเปน 3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-คารบอกซิลิกแอซิด สําเร็จลุลวงไปไดดวยความรวมมือจากหลาย

ฝาย ขอขอบคุณแหลงทุนวิจัย ไดแก ทุนพัฒนาศักยภาพอาจารยรุนใหมของสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 

(สกว.) และสํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา (สกอ.) ประจําป 2551 (MRG5180025) ขอขอบคุณรศ.ดร.ธีร

ยุทธ วิไลวัลย นักวิจัยพ่ีเล้ียงประจําโครงการ ที่ไดใหความชวยเหลือทั้งทางดานคําปรึกษา อุปกรณ เครื่องมือ และ

สารเคมีดวยดีเสมอมา ซึ่งเปนผูบุกเบิกงานวิจัยดานเพปไทดนิวคลีอิกแอซิดในประเทศไทย และเปนจุดเริ่มตนให

ขาพเจาสนใจในงานวิจัยนี้ นอกจากนี้ยังเปนตนแบบที่ดีในดานการทํางานและการทําวิจัยแกขาพเจา ขอขอบคุณนาง

โชติมา วิไลวัลยที่ไดเสียสละเวลาในการสอนการสังเคราะหเพปไทดบนวัฏภาคของแข็ง และดูแลลูกศิษยเปนอยางดี 

รวมทั้งทีมงานในกลุมวิจัยของรศ.ดร.ธีรยุทธ วิไลวัลย ไดแก ดร.วรลักษณ มั่นสวัสดิ์ นส.ชโลธร บุญเหลือ และนิสิตคน

อื่นๆ ที่ไมไดเอยนาม ที่ไดชวยเหลือในดานตางๆ ระหวางการทําวิจัยที่จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ขอขอบคุณ

หองปฏิบัติการเคมีอินทรียสังเคราะห ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหการสนับสนุนใน

ดานสถานที่ และสาธารณูปโภคในระหวางการวิจัยที่จุฬาลงกรณมหาวิทมยาลัย ขอขอบคุณกลุมวิจัยเคมีอินทรีย 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร ดร.อนุสรณ วรสิงห ผศ.ดร.วิจิตร อุดอาย ที่แบงปนพ้ืนที่ในหอง

วิจัย 502 ขอขอบคุณทุกทานที่กลาวมาโดยเฉพาะนางสาวนิษานารท รีนับถือ ซึ่งไดรับทุนบัณฑิตศึกษาของศูนย

ความเปนเลิศดานนวัตกรรมทางเคมี (PERCH-CIC) และเปนนิสิตปริญญาโทคนแรกของขาพเจา ที่ไดชวยเหลือให

งานวิจัยนี้ ดําเนินไปได และสําเร็จลุลวงดวยดี หากปราศจากบุคคลเหลานี้ งานคงจะดําเนินไปอยางลาชามาก สุดทาย

นี้ขอขอบคุณภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร ตนสังกัดที่ใหความอนุเคราะหดานสถานที่ 

เครื่องมือ อุปกรณที่จําเปนในงานวิจัย 
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บทคัดยอ 
 
 ในงานวิจัยนี้ไดสังเคราะหพิโรลิดีนพีเอ็นเอที่มีกรดเบตาอะมิโนชนิด 3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-คารบอกซิลิกแอ

ซิด (APC) เปนสะพานเชื่อมชนิดใหม ซึ่งมีหมูไนโตรเจนอิสระที่สามารถดัดแปรหมูฟงกชันตางๆ เขาไปในพีเอ็นเอ

ได และศึกษาผลในการแทรกสะพานเชื่อมดังกลาวตอสมบัติการจับยึดของพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ โดยคาดวาการ

เปล่ียนสะพานเชื่อมดังกลาวจะไมสงผลเชิงลบตอสมบัติการจับยึดกับดีเอ็นเอมากนัก โดยเริ่มจากการสังเคราะห 

(N3-Fmoc/N1-Boc and N3-Fmoc/N1-Tfa) (3R,4S)-APC และ (3S,4R)-APC ตามวิธีในเอกสารอางอิง และได

พัฒนาการสังเคราะหขึ้นบางสวน และทําการแทรกสะพานเชื่อมดังกลาวในพิโรลิดีนพีเอ็นเอระบบเดิมที่มี (1S,2S)-

ACPC หลังจากนั้นจึงศึกษาสมบัติการจับยึดกับดีเอ็นเอดวยเทคนิคตางๆ ไดแก UV-titration, UV-melting 

temperature และ CD spectroscopy พบวา พีเอ็นเอที่มีการแทรก (3R,4S)-APC นั้นสงผลใหความเสถียรระหวาง

สารเชิงซอนพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ ลดลงเล็กนอย ในขณะที่พีเอ็นเอท่ีมีการแทรก (3S,4R)-APC นั้นสงผลใหความเสถียร

ระหวางสารเชิงซอนพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ ลดลงอยางมาก นอกจากนี้ ยังไดศึกษาการเพิ่มหมูฟลูออเรสเซนต 2 ชนิด

ไดแก pyrene-1-carboxylic acid และpyrene-1-butyric acid ไปยังไนโตรเจนบน APC ผานพันธะเอไมด พบวาพี

เอ็นเอที่ติดฉลากฟลูออเรสเซนตนั้นสามารถบอกความแตกตางระหวางสารเชิงซอนพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอแบบคูสม กับ

สารเชิงซอนที่มีลําดับเบสผิดไป 1 ตําแหนงไดดวยการพิจารณาจากสัญญาณฟลูออเรสเซนตที่เปล่ียนแปลง 
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Abstract 

 
 Conformationally restricted pyrrolidinyl PNAs with an α/β-dipeptide backbone consisting of a 

nucleobase-modified proline and a cyclic five-membered amino acid spacer such as (1S,2S)-2-

aminocyclopentanecarboxylic acid (ACPC) (acpcPNA) can form very stable hybrids with DNA with high 

Watson-Crick base pairing specificity. This work aims to explore the effect of incorporating 3-amino-

pyrrolidine-4-carboxylic acid (aza-ACPC), which is isosteric to the ACPC spacer, into the acpcPNA. It is 

expected that the modification should not negatively affect the DNA binding properties, and that the 

additional nitrogen atom in the aza-ACPC should provide a handle for internal modification. Orthogonally-

protected (N3-Fmoc/N1-Boc and N3-Fmoc/N1-Tfa) aza-ACPC monomers have been successfully synthesized 

and incorporated into the acpcPNA by Fmoc-solid-phase peptide synthesis. Tm, UV and CD spectroscopy 

confirmed that the (3R,4S)-aza-ACPC could substitute the (1S,2S)-ACPC spacer in the acpcPNA with only 

slightly decreasing the stability of the hybrids formed between the modified acpcPNA and DNA. In contrast, 

the (3S,4R) enantiomer of aza-ACPC caused substantial destabilization of the hybrids. Furthermore, a 

successful on-solid-support internal labeling of the modified acpcPNA via amide bond formation between 

pyrene-1-carboxylic acid or pyrene-1-butyric acid and the pyrrolidine nitrogen atom of aza-ACPC spacer has 

been demonstrated. Fluorescence properties of the pyrene-labeled acpcPNA are sensitive to its hybridization 

state and can readily distinguish between complementary and single-mismatched DNA targets.  
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หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 
ทุนพัฒนาศักยภาพในการทํางานวิจัยของอาจารยรุนใหม 

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
 
1. ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 

 เมื่อไมนานมานี้ ไดมีแนวคิดใหมเกี่ยวกับการรักษาโรคเกี่ยวกับพันธุกรรม โดยใชหลักการแอนตี้

เซนส (antisense technology) หลักการของแอนตี้เซนส เร่ิมจากการอาศัยความรูทางดานการสืบหารหัส

พันธุกรรมมนุษย ในการทํานายวาโรคทางพันธุกรรมเกิดจากการแสดงออกของยีนชนิดใด ซึ่งในปจจุบัน

นักวิทยาศาสตรสามารถถอดรหัสพันธุกรรมไดเกือบจะสมบูรณแลว และเมื่อทราบลําดับเบสของยีนดังกลาว

แลว ก็จะสังเคราะหโอลิโกนิวคลีโอไทด (oligonucleotide) ที่มีลําดับเบสคูสมตรงกันกับรหัสพันธุกรรมของโรค

นั้น เพ่ือนําไปจับยึดกับสารพันธุกรรมในบริเวณเปาหมายใหเกิดเปนสารเชิงซอน (hybrid molecule) ไดอยาง

จําเพาะเจาะจงตามกฎการเขาคูเบสของวัตสัน-คริก (A⋅T, C⋅G) หรือ วัตสัน-คริก-ฮุกสตีน (T⋅A⋅T และ 

C+⋅G⋅C) ดังรูปที่ 1 ซึ่งจะเรียกโอลิโกนิวคลีโอไทดสายสั้นๆ ที่สังเคราะหขึ้นนี้วา แอนตี้เซนสโอลิโกนิวคลีโอ

ไทด (antisense oligonucleotide) แตอยางไรก็ตาม หลักการแอนตี้เซนสก็มีขอจํากัด กลาวคือ โอลิโกนิวคลี

โอไทดที่ถูกสังเคราะหขึ้นนั้น ไมมีความเสถียรตอสภาวะตางๆ ในรางกาย และถูกทําลายไดงายดวยเอ็นไซมนิ

วคลีเอสในรางกายของสิ่งมีชีวิต ทําใหไมสามารถที่จะใชโอลิโกนิวคลีโอไทดสังเคราะหมาใชเปนแอนตี้เซนสด

รักส (antisense drug) ได ถึงแมวาจะมีความพยายามในการดัดแปลงโครงสรางของโอลิโกนิวคลีโอไทดใน

บางตําแหนงหรือบางอะตอมแลวก็ตาม ก็ยังสามารถถูกทําลายดวยเอ็นไซมนิวคลีเอสไดอยูดี เน่ืองจากวา

โครงสรางหลักยังคงเปนดีออกซีไรโบสฟอสเฟต (deoxyribose phosphate) หรือไรโบสฟอสเฟต (ribose 

phosphate) ดังนั้นในการพัฒนาแอนตี้เซนสดรักสใหมีประสิทธิภาพนั้น ทางเลือกหนึ่งก็คือตองทําการ

เปล่ียนแปลงโครงสรางใหแตกตางจากดีเอ็นเอ หรือแมสเซนเจอรอารเอ็นเอธรรมชาติ เพ่ือใหมีเสถียรภาพตอ

เอ็นไซมนิวคลีเอส โปรตีเอส และสภาวะตางๆ ภายในรางกาย และมีคุณสมบัติในการจับยึดกับสารพันธุกรรม

ดวยความจําเพาะเจาะจงไดเทาเดิมหรือดีกวาเดิม รวมทั้งมีการพัฒนาสมบัติในดานอื่นๆ เชน การละลายน้ํา 

การที่สมบัติไมขึ้นกับความเขมขนของเกลือ การแทรกซึมผานเย่ือหุมเซลล เปนตน 
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รูปท่ี 1 แสดงพันธะไฮโดรเจนผานการจับคูแบบวัตสัน-คริก-ฮุกสตีน 
 

 ในป 1991 P. E. Nielsen และคณะจากมหาวทิยาลัยโคเปนเฮเกน ไดรายงานการวิจัยวาสามารถ

สังเคราะหสารประกอบประเภทพอลิเอไมดนิวคลีอิกแอซิด หรือเพปไทดนิวคลีอิกแอซิด (polyamide nucleic 



acid หรือ peptide nucleic acid) ซึ่งเรียกสั้นๆ วา พีเอ็นเอ (PNA) และพบวาพีเอ็นเอมีคุณสมบัติสามารถจับ

ยึดกับดีเอ็นเอไดอยางนาประหลาด โดยอาศัยกฎการเขาคูเบสของวัตสัน-คริก (A⋅T, C⋅G) หรือ วัตสัน-คริก-

ฮุกสตีน (T⋅A⋅T, C+⋅G⋅C) แมวาจะมีโครงสรางที่แตกตางจากดีเอ็นเอโดยสิ้นเชิง โดยไดออกแบบโครงสราง

ของพีเอ็นเอใหเลียนแบบโครงสรางของดีเอ็นเอ (รูปที่ 2-I) โดยใชโครงสราง 2-อะมิโนเอทิลไกลซีน (2-

aminoethylglycine unit) เปนโครงสรางหลักแทนดีออกซีไรโบสฟอสเฟต โดยที่เปนไปตามหลักการที่วา

จํานวนอะตอมระหวางมอนอเมอรของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอยังคงมีคาใกลเคียงกัน คือ เปนไปตามกฎ 6+3 ดัง

รูปที่ 2-II 
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รูปท่ี 2 แสดงโครงสรางของ (I) ดีเอ็นเอ (II) พีเอ็นเอ (III) พิโรลิดีนพีเอ็นเอ 
 
 จากการวิจัยดังกลาวพบวาพีเอ็นเอที่สังเคราะหขึ้นเมื่อตอหมูนิวคลีโอเบสไทมีนที่ตําแหนง N3 โดยมี

หมูเมทิลีนคารบอนิล (methylene carbonyl) เปนสะพานเชื่อม ดังรูป 2-(II) จะสามารถเกิดสารเชิงซอนกับพอ

ลิอะดีนิลิกแอซิดในอัตราสวน  2:1 และสารเชิงซอนที่ไดมีความเสถียรมากกวาสารเชิงซอนระหวางดีเอ็นเอที่

พบในธรรมชาติ (double standed) โดยเปรียบเทียบจากคาอุณหภูมิหลอมเหลว (melting temperature) 

นอกจากนี้ พีเอ็นเอที่มีเบสทั้ง 4 ชนิด (A,T,C,G) สามารถเกิดสารเชิงซอน 1:1 กับดีเอ็นเอที่มีความเสถียร

มากเชนกัน จากผลการวิจัยดังกลาว ทําใหพีเอ็นเอเปนสารประกอบที่มีแนวโนมวาจะมีศักยภาพที่ดีในการ

นํามาประยุกตใชทางดานยารักษาโรคในระดับพันธุกรรม (anti-sense technology) การดัดแปลงเปนสารชีวะ

โมเลกุลเพ่ือใชเปนตัวยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในระดับโมเลกุล ในกระบวนการแปลรหัสพันธุกรรมหรือการ

คัดลอกรหัสพันธุกรรม นอกจากนี้ พีเอ็นเอยังไดถูกนํามาใชเปนเคร่ืองมือในการวิจัยทางชีววิทยาระดับ

โมเลกุลและเทคโนโลยีชีวภาพ ตัวอยางเชน การใชพีเอ็นเอเปนโพรบในนิวคลีอิกแอซิดไบโอเซนเซอร การใช

พีเอ็นเอรวมกับเอ็นไซมนิวคลีเอส (nuclease S1) เพ่ือใชเปนเครื่องมือในการตัดสายดีเอ็นเอในตําแหนงตางๆ 

ที่ตองการอยางจําเพาะเจาะจง หรือใชในการตรวจสอบ single nucleotide polymorphisms (SNP) เปนตน 

อยางไรก็ตาม พีเอ็นเอก็ยังมีขอดอยอีกหลายประการที่ตองมีการพัฒนาและปรับปรุงตอไป เชน ความสามารถ

ในการละลายน้ําที่คอนขางต่ําเนื่องจากความเปนไฮโดรโฟบิค (hydrophobic) ของโมเลกุล การลําเลียงผาน

เขาสูเซลลทําไดยาก ความจําเพาะเจาะจงในการเขาคูสมนิวคลีโอเบส ความจําเพาะเจาะจงในการจับยึดกับดี

เอ็นเอ หรืออารเอ็นเอ ความจําเพาะเจาะจงในเรื่องทิศทางการจับยึดกับกรดนิวคลีอิกในแบบพาราเรล 

(parallel) หรือแอนตี้พาราเรล (antiparallel) ซึ่งในเวลาตอมาก็ไดมีกลุมวิจัยอีกหลายกลุมทั่วโลกที่มีความ

สนใจ และไดพัฒนาพีเอ็นเอขึ้นอีกหลายระบบเพื่อใหไดพีเอ็นเอที่มีสมบัติตามตองการ 



 เมื่อเร็วๆ นี้ มีงานวิจัยของ Vilaivan และคณะ ไดพัฒนาพีเอ็นเอระบบใหมขึ้นมาเพื่อเปนทางเลือก

ใหม โดยไดออกแบบโครงสรางของพีเอ็นเอที่ประกอบดวยวงแหวนพิโรลิดีนที่เชื่อมตอกับนิวคลีโอเบส โดยให

มีสเตอริโอเคมีของวงแหวนพิโรลิดีนเปน (2R,4R) ซึ่งสอดคลองกับนิวคลีโอไซดที่พบในธรรมชาติ และ

เชื่อมตอกันดวยกรดเบตาอะมิโนชนิดตางๆ ดังรูป 2-(III) พบวาพีเอ็นเอที่ไดสามารถเกิดโมเลกุลลูกผสมที่มี

เสถียรภาพสูง และมีแนวโนมสามารถใชในการพัฒนาตอไปเพ่ือการประยุกตใชงานเชนเดียวกับพีเอ็นเอ 2-(II) 

และมีสมบัติบางประการที่ดีกวาโดยเฉพาะอยางยิ่งการเลือกสรร (selectivity) ในการจับยึด ทางคณะผูวิจัยจึง

มีแนวคิดที่จะพัฒนาพิโรลิดีนพีเอ็นเอระบบดังกลาว ใหมีความหลากหลายมากขึ้น โดยหวังใหมีความสามารถ

ในการจับยึดกับโอลิโกนิวคลีโอไทดที่เสียรและจําเพาะเจาะจงมากขึ้น ความสามารถในการละลายเพิ่มขึ้น 

รวมทั้งจะทําการดัดแปลงโครงสรางใหสามารถเพิ่มหมูฟงกชันตางๆ ได โดยการออกแบบปรับปรุงสวนของ

สะพานเชื่อมซึ่งเปนกรดเบตาอะมิโน ชนิดวงแหวนอะมิโนพิโรลิดีนคารบอกซิลิกแอซิดที่มีสเตอริโอเคมีแบบ

ตางๆ ผลการศึกษาดังกลาว จะนําไปสูองคความรูใหมในสาขาของวิชาสารเลียนแบบผลิตภัณฑธรรมชาติ ทํา

ใหทราบถึงบทบาทของโครงสรางที่มีตอสมบัติการจับยึดกับโอลิโกนิวคลีโอไทด และทําใหไดวิธีการสังเคราะห

พีเอ็นเอระบบใหม ที่มีศักยภาพที่แตกตางจากระบบเดิม เพ่ือสามารถนําไปพัฒนาตอเพ่ือนําไปใชประโยชน

ทางดานเทคโนโลยีชีวภาพตอไป 

 
 
2. วัตถุประสงค 

1. ออกแบบและศึกษาวิธีการสังเคราะหพิโรลิดีนพีเอ็นเอชนิดใหมที่มีสะพานเชื่อมเปน3-อะมิโนพิโรลิ

ดีน-4-คารบอกซิลิกแอซิด โดยเฉพาะ (3R,4S)-isomer และ (3R,4S)-isomer 
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2. ศึกษาสมบัติการจับยึดของพีเอ็นเอที่สังเคราะหไดกับโอลิโกนิวคลีโอไทด 

3. พัฒนาศักยภาพในดานการทํางานวิจัยของคณะผูวิจัย 

4. ผลิตบุคลากรทางวิทยาศาสตรระดับปริญญาตรีหรือโทที่มีความเชี่ยวชาญทางดานเคมีอินทรีย

สังเคราะหและชีวฟสิกส 

 
 
 
 
 
 
 
 



3. ระเบียบวิธีวิจัย 
 

3.1 สังเคราะหวงแหวนพิโรลิดีนที่มีการปรับปรุงโครงสรางและตอนิวคลีโอเบส เพ่ือใชเปนมอนอเมอร

ของพีเอ็นเอ ดังวิธีการในเอกสารอางอิง และพิสูจนทราบสารที่สังเคราะหไดโดยเทคนิคทางสเปกโตรสโคป 

3.2 สังเคราะหอนุพันธของ 3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-คารบอกซิลิกแอซิด ที่มีหมูปกปองที่เหมาะสมโดย

วิธีการตามเอกสารอางอิง หรือโดยพัฒนาวิธีสังเคราะหขึ้นใหม เพ่ือใชเปนสวนของสะพานเชื่อมในการ

สังเคราะหพีเอ็นเอ และพิสูจนทราบสารที่สังเคราะหไดโดยการวิเคราะหธาตุและเทคนิคทางสเปกโตรสโคป 

3.3 สังเคราะหโอลิโกไทมิดีนพีเอ็นเอที่มี 3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-คารบอกซิลิกแอซิด เปนสะพานเชื่อมจาก

มอนอเมอรที่เตรียมไดจากขอ 3.1 และ 3.2 โดยใชเทคนิคการสังเคราะหเพปไทดบนวัฏภาคของแข็งเพ่ือใหได

โอลิโกไทมิดีนพีเอ็นเอที่มีความยาวประมาณ 6-10 เบส และพิสูจนทราบสารที่สังเคราะหไดโดยเทคนิคมัลดิ-

ทอฟ แมสสเปกโตรเมตรี 

3.4 ศึกษาสมบัติการจับยึด ความจําเพาะเจาะจง และปจจัยตางๆ ที่มีอิทธิพลตอการจับยึดของโอลิโกไท

มิดีนพีเอ็นเอที่สังเคราะหไดกับโอลิโก-อะดินิลิกแอซิด และ/หรือ โอลิโก-ดีออกซิอะดินิลิกแอซิด โดยเทคนิค

เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ยูวีวิสิเบิสสเปกโตรโฟโตเมตรี และซีดีสเปกโตรสโคป 

3.5 ศึกษาอิทธิพลของสเตอริโอเคมีของสะพานเชื่อมที่มีตอสมบัติในการจับยึดของพีเอ็นเอท่ีไดกับโอลิโก

นิวคลีโอไทด โดยการเปรียบเทียบเสถียรภาพของสารประกอบเชิงซอนที่เกิดขึ้นในแตละกรณี 

3.6 (ขึ้นกับผลการศึกษาในขอ 3.4 และ 3.5) เลือกระบบพีเอ็นเอที่ดีที่สุดที่ไดจากการศึกษาในขอ 3.4 

และ 3.5 เพ่ือสังเคราะหพีเอ็นเอที่มีนิวคลีโอเบสอื่นอยางนอย 1 ชนิดที่นอกเหนือจากไทมีน และนําไปศึกษา

สมบัติการจับยึดกับโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีลําดับเบสคูสมกัน  

3.7 (ขึ้นกับผลการศึกษาในขอ 3.4 และ 3.5) ศึกษาความเปนไปไดในการเติมหมูฟงกชันอื่นๆ ที่ตําแหนง

ไนโตรเจนของสะพานเชื่อม เชน ฟลูออเรสซีน (fluorescein) และนําไปศึกษาสมบัติการจับยึดกับโอลิโกนิวคลี

โอไทดที่มีลําดับเบสคูสมกัน โดยใชเทคนิคทางฟลูออเรสเซนต 

3.8 หากพีเอ็นเอท่ีมีลําดับเบสผสมดังกลาว สามารถแสดงสมบัติการจับยึดกับสารพันธุกรรมอยาง

จําเพาะเจาะจงและมีเสถียรภาพ ควรศึกษาความเปนไปไดเบ้ืองตนในการนําพีเอ็นเอชนิดใหมที่สังเคราะหไป

ใชประโยชนในทางเทคโนโลยีชีวภาพ เชน การใชเปนแอนติเซนสโอลิโกนิวคลีโอไทด หรือใชเปนโพรบในการ

วิเคราะหโอลิโกนิวคลีโอไทดตอไป 

หมายเหตุ การดําเนินงานในขอ 3.1-3.3 จะใชเวลาในการดําเนินงานประมาณ 12-18 เดือน ขึ้นกับปญหาและ

อุปสรรคที่พบในระหวางทําวิจัย สวนในขอ 3.4-3.6 ในสวนนี้จะเปนการวิเคราะหและศึกษาสมบัติของพีเอ็นเอ

ที่สังเคราะหได โดยใชเครื่องมัลดิ-ทอฟ แมสสเปกโตรเมตรี  และยูวี-สเปกโตรโฟโตเมตรี ซึ่งตองขอความ

อนุเคราะหจาก รศ. ดร. ธีรยุทธ วิไลวัลย และภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย แตจะ

เปนสวนที่ใชเวลาไมนานนัก สวนในขอ 3.7-3.8 ขึ้นกับผลการทดลองที่ได และอาจจะไดผลการศึกษาเพื่อเปน

การตอยอดในการวิจัยในขั้นตอไป 

 
 
 



4. แผนการดําเนินงานตลอดโครงการและผลที่จะไดรับ 
 

 ตารางแสดงแผนการดําเนินงานประจําปที่ 1  
 

เดือน 
กิจกรรมที่จะดําเนินการ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
สังเคราะหมอนอเมอรของพีเอ็นเอที่มีนิวคลี
โอเบสเปนไทมีน             

สังเคราะหทรานส-3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-คาร
บอกซิลิกแอซิดและอนุพันธพรอมทั้งพิสูจน
ทราบโครงสราง 

            

สังเคราะหโอลโิกไทมิดีนพีเอ็นเอที่มี ทรานส-
3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-คารบอกซิลิกแอซิดทั้ง 
4   สเตอริโอเคมีเปนสะพานเชื่อมพรอมทั้ง
ทําใหบริสุทธิ์และพิสูจนทราบโครงสราง 

            

ศึกษาสมบัติการจับยึดของโอลิโกไทมิดีนพี
เอ็นเอที่ไดดวยเทคนิคยูวีวิสิเบิลสเปกโตร
โฟโตเมตรี และเจลอิเล็กโตรโฟเรซีส 

            

 
Output ปท่ี 1 

ในปแรกจะเปนสวนที่เนนดานการสังเคราะหพิโรลิดีนมอนอเมอรและสะพานเชื่อมทั้ง 4 ชนิด หากผล

การดําเนินการเปนไปตามเปาหมาย อาจไดผลการศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับการสังเคราะหโอลิโกไทมิดีนพีเอ็น-

เอที่มีสะพานเชื่อมเปน ทรานส-3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-คารบอกซิลิกแอซิด ในเรื่องสมบัติตางๆ เพ่ือใชศึกษาตอ

ในพีเอ็นเอที่เปน mixed bases sequences 
 

 

ตารางแสดงแผนการดําเนินงานประจําปที่ 2 
 

เดือน 
กิจกรรมที่จะดําเนินการ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
สังเคราะหมอนอเมอรของพีเอ็นเอที่มีนิวคลี
โอเบสชนิดอื่นๆ (อะดินีน ไซโตซีน กวานีน)             

สังเคราะหพีเอ็นเอที่มีเบสชนิดอื่นๆ และมี
ทรานส-3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-คารบอกซิลิก      
แอซิด สเตอริโอเคมีที่ใหผลดีที่สุดเปนสะพาน
เชื่อมพรอมทั้งทําใหบริสุทธิ์และพิสูจนทราบ
โครงสราง 

            

ศึกษาสมบัติการจับยึดของพีเอ็นเอที่ไดดวย
เทคนิคยูวีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตเมตร ีและ
เจลอิเล็กโตรโฟเรซีส 

            

ศึกษาความเปนไปไดในการเติมหมูฟลูออเรส
เซนตแทรกในโครงสรางพีเอ็นเอ 

            



Output ปท่ี 2 

 ถาการดําเนินงานเปนไปตามเปาหมายนาจะไดผลการศึกษาอยางนอย 1 เรื่องเกี่ยวกับการ

สังเคราะหและศึกษาสมบัติการจับยึดของพีเอ็นเอชนิดใหมที่มีทรานส-3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-คารบอกซิลิก

แอซิดเปนสะพานเชื่อมที่สามารถตีพิมพในลักษณะ communication หรือ letter โดยจะตีพิมพในหัวขอเรื่อง 

Synthesis and Oligodeoxynucleotide Binding Properties of Pyrrolidinyl Peptide Nucleic Acids Bearing 

trans-3-Aminopyrrolidine-4-Carboxylic Acid Spacers. ซึ่งคาดวานาจะตีพิมพไดในวารสาร Tetrahedron 

Letters (Impact Factor 2.509) หรือ Bioorganic and Medicinal Chemistry (Impact Factor 2.624) 

 
 
5. ผลงาน/หัวขอเร่ืองท่ีคาดวาจะตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติในแตละป 

 ปที่ 1: ชื่อเรื่องที่คาดวาจะตีพิมพ : - 

  ชื่อวารสารที่คาดวาจะตีพิมพ : - 

 ปที่ 2:  ชื่อเรื่องที่คาดวาจะตีพิมพ : Synthesis and Oligodeoxynucleotide Binding Properties 

of  Pyrrolidinyl Peptide Nucleic Acids Bearing trans-3-Aminopyrrolidine-4-Carboxylic Acid Spacers. 

  ชื่อวารสารที่คาดวาจะตีพิมพ : Tetrahedron Letters (Impact Factor 2.509) หรือ

Bioorganic and Medicinal Chemistry (Impact Factor 2.624) 
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บทที่ 1 

บทนํา 

 

1.1 Peptide Nucleic Acid 

 หลักการของแอนตี้เซนส (antisense principle) [1] เปนแนวคิดในการยับยั้งการแสดงออกของโรคใน

ระดับพันธุกรรม เครื่องมือที่สําคัญที่ใชเปนตัวยับย้ังการแสดงออกของโรคดังกลาว คือ โอลิโกนิวคลีโอไทดสาย

ส้ันๆ ที่มีลําดับเบสคูสมตรงกันกับรหัสพันธุกรรมของโรคที่ตองการจะยับย้ังบนอารเอ็นเอหรือดีเอ็นเอ โดยโอลิโก 

นิวคลีโอไทดสายสั้นๆ นี้จะทําหนาที่จับยึดกับสารพันธุกรรมเกิดเปนสารเชิงซอน (hybrid molecule) ในบริเวณ

เปาหมาย ไดอยางจําเพาะเจาะจงตามกฎการเขาคูเบสของวัตสัน-คริก (A⋅T, C⋅G) หรือ วัตสัน-คริก-ฮุกสตีน 

(T⋅A⋅T และ C+⋅G⋅C) ดังภาพที่ 1.1 และจะเรียก โอลิโกนิวคลีโอไทดสายสั้นๆ ที่สังเคราะหขึ้นนี้วา แอนต้ีเซนสโอ

ลิโกนิวคลีโอไทด (antisense oligonucleotide) อยางไรก็ตาม หลักการนี้ก็มีขอจํากัดบางประการ กลาวคือ โอลิโก

นิวคลีโอไทดที่ถูกสังเคราะหขึ้น ไมมีความเสถียรเทาที่ควรตอสภาวะในรางกาย และถูกทําลายไดดวยเอ็นไซม    

นิวคลีเอสที่อยูในรางกายของสิ่งมีชีวิต ทําใหไมสามารถใชเปนแอนตี้เซนสดรักส (antisense drug) ได ถึงแมวาจะ

มีความพยายามในการดัดแปลงโครงสรางของโอลิโกนิวคลีโอไทดในบางตําแหนงหรือบางอะตอมแลวก็ตาม แต

โครงสรางหลักยังคงเปนดีออกซีไรโบสฟอสเฟต (deoxy-ribose phosphate) หรือไรโบสฟอสเฟต (ribose 

phosphate) ซึ่งยังเปนสับสเตรตของเอ็นไซมนิวคลีเอส ดังนั้นในการพัฒนาแอนตี้เซนสดรักสใหมีประสิทธิภาพนั้น 

ทางเลือกหนึ่งก็คือการเปลี่ยนแปลงโครงสรางหลัก (backbone หรือ core structure) ใหแตกตางจากดีเอ็นเอ หรือ

อารเอ็นเอธรรมชาติ เพ่ือใหมีเสถียรภาพตอเอ็นไซมและสภาวะตางๆ ในรางกาย โดยยังคงคุณสมบัติในการจับยึด

กับสารพันธุกรรมดวยความจําเพาะเจาะจงไดเทียบเทาหรือดีกวาเดิม รวมท้ังมีการพัฒนาสมบัติในดานอื่นๆ เชน 

การละลายน้ํา สมบัติที่ไมขึ้นกับความเขมขนของเกลือ และการแทรกผานเยื่อหุมเซลล เปนตน 
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ภาพที่ 1.1 แสดงพันธะไฮโดรเจนผานการจับคูแบบวัตสัน-คริก-ฮุกสตีน 

 ในป ค.ศ. 1991 P. E. Nielsen และคณะจากมหาวิทยาลัยโคเปนเฮเกน ไดรายงานการวิจัยวาสามารถ

สังเคราะหสารประกอบประเภทพอลิเอไมดนิวคลีอิกแอซิด หรือเพปไทดนิวคลีอิกแอซิด (polyamide nucleic acid 

หรือ peptide nucleic acid) ที่เรียกสั้นๆ วา พีเอ็นเอ (PNA) [2] และพบวาพีเอ็นเอมีคุณสมบัติสามารถจับยึดกับ  

ดีเอ็นเอไดอยางนาประหลาด โดยอาศัยกฎการเขาคูเบสของวัตสัน-คริก (A⋅T, C⋅G) หรือ วัตสัน-คริก-ฮุกสตีน 
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(T⋅A⋅T, C+⋅G⋅C) ถึงแมวาจะมีโครงสรางที่แตกตางจากดีเอ็นเอโดยสิ้นเชิง โดยไดออกแบบโครงสรางของพีเอ็นเอ

ใหเลียนแบบโครงสรางของดีเอ็นเอ [ภาพที่ 1.2-(I)] โดยใช 2-อะมิโนเอทิลไกลซีน (2-aminoethylglycine) เปน

โครงสรางหลักแทนดีออกซีไรโบสฟอสเฟต โดยที่เปนไปตามหลักการที่วาจํานวนอะตอมระหวางมอนอเมอรใน   

พีเอ็นเอและดีเอ็นเอนั้นมีระยะที่ใกลเคียงกัน คือ เปนไปตามกฎ 6+3 ดังภาพที่ 1.2-(II) 
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                         DNA (I)            Nielsen’s PNA (II)              Pyrrolidinyl PNA (III) 

ภาพที่ 1.2 แสดงโครงสรางของ (I) ดีเอ็นเอ (II) พีเอ็นเอ (III) พิโรลิดีนพีเอ็นเอ 

 สมบัติของพีเอ็นเอที่ตอหมูนิวคลีโอเบสไทมีน (B = thymine) ที่ตําแหนง N3 โดยมีหมูเมทิลีนคารบอนิล 

(methylene carbonyl; 1’-2’) เปนสะพานเชื่อม [ภาพที่ 1.2-(II)] จะสามารถเกิดสารเชิงซอนกับพอลิอะดีนิลิกแอซิด 

(polydA) ในอัตราสวน 2:1 [(PNA)2·DNA] และสารเชิงซอนที่เกิดขึ้นมีความเสถียรมากกวาสารเชิงซอนระหวาง   

ดีเอ็นเอ (DNA·DNA) ที่พบในธรรมชาติ (double stranded) โดยเปรียบเทียบจากคาอุณหภูมิหลอมเหลว (melting 

temperature) ที่สูงกวา และพิสูจนโครงสรางสามมิติของสารประกอบเชิงซอนที่เกิดขึ้นดวยเทคนิค high resolution 

nuclear magnetic resonance (NMR) และ X-ray crystallography [3-6] นอกจากนี้ พีเอ็นเอท่ีมีเบสทั้ง 4 ชนิด (B 

= A, T, C หรือ G) สามารถเกิดสารเชิงซอน 1:1 กับดีเอ็นเอ (PNA·DNA) ที่มีความเสถียรมากเชนกัน [7-8] ดัง

ภาพที่ 1.3 จากผลการวิจัยดังกลาว เปนการชี้ใหเห็นวาพีเอ็นเอเปนสารประกอบที่นาจะมีศักยภาพในการนํามาใช

เปนยารักษาโรคในระดับพันธุกรรม (anti-sense technology) เพ่ือใชเปนตัวยับยั้งการสังเคราะหโปรตีนในระดับ

โมเลกุล ในกระบวนการแปลรหัสพันธุกรรมหรือการคัดลอกรหัสพันธุกรรม [9-11] ซึ่งงานวิจัยของ Nielsen นี้

นับวาเปนจุดเริ่มตนของการวิจัยและพัฒนาพีเอ็นเอในระบบตางๆ อีกมากมายในเวลาตอมา หลังจากนั้นไดมีการ

วิจัยและพัฒนาพีเอ็นเอไปใชเปนเคร่ืองมือในการวิจัยทางชีววิทยาระดับโมเลกุลและเทคโนโลยีชีวภาพ 

ตัวอยางเชน การใชพีเอ็นเอเปนโพรบในนิวคลีอิกแอซิดไบโอเซนเซอร [12] การใชพีเอ็นเอรวมกับเอ็นไซมนิวคลี

เอส (nuclease S1) เพ่ือใชเปนเคร่ืองมือในการตัดสายดีเอ็นเอในตําแหนงตางๆ ที่ตองการอยางจําเพาะเจาะจง 

[13] หรือใชในการตรวจสอบ single nucleotide polymorphisms (SNP) [14] เปนตน อยางไรก็ตาม พีเอ็นเอก็ยังมี

ขอดอยบางประการที่ตองมีการพัฒนาใหดีขึ้น เชน ความสามารถในการละลายน้ําที่คอนขางต่ําเนื่องจากสมบัติ

ไฮโดรโฟบิค (hydrophobicity) ของโมเลกุล ปญหาในดานการลําเลียงผานเขาสูเซลล ความจําเพาะเจาะจงในการ

เขาคูสมนิวคลีโอเบส หรือในการเลือกสรรตอดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอ ทิศทางการจับยึดกับกรดนิวคลีอิกในแบบ

พาราเรล (parallel) หรือแอนตี้พาราเรล (antiparallel) ซึ่งในเวลาตอมาก็ไดมีกลุมวิจัยอีกหลายกลุมทั่วโลกที่มี

ความสนใจ และไดพัฒนาพีเอ็นเอขึ้นอีกหลายระบบเพื่อใหไดพีเอ็นเอที่มีสมบัติตามตองการ [15-20] 
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                     PNA⋅RNA           PNA⋅DNA     PNA⋅DNA⋅PNA (D-loop)        PNA⋅PNA 

ภาพที่ 1.3 แสดงโครงสรางของสารประกอบเชิงซอนของพีเอ็นเอ-อารเอ็นเอ  

พีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ พีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ-พีเอ็นเอ และพีเอ็นเอ-พีเอ็นเอ 

 

1.2 พีเอ็นเอท่ีมีคอนฟอรเมชันท่ีถูกจํากัด 

 จากรายงานการวิจัยพีเอ็นเอของ Nielsen หลังจากนั้นไดมีรายงานการวิจัยที่เกี่ยวของกับพีเอ็นเอที่มีการ

ดัดแปลงโครงสรางในลักษณะตางๆ ตีพิมพออกมาเปนจํานวนมากมายนับพันเรื่อง (สืบคนจากฐานขอมูล ISI นับ

ถึงพฤษภาคม 2011) ในการดดัแปลงโครงสรางนั้นสามารถดัดแปรไดหลายลักษณะ เชน การเพิ่มไครัลอะตอมลง

ในโมเลกุล การเพิ่มสวนของวงแหวนขนาดตางๆ การดัดแปลงหมูนิวคลีโอเบส หรือการเติมหมูฟงกชันที่บริเวณ

ปลายของสายพีเอ็นเอ ทั้งหมดนี้เปนไปในลักษณะเพื่อการเพิ่มเสถียรภาพของสารประกอบเชิงซอน ความจําเพาะ

เจาะจงในการจับยึดทั้งตอนิวคลีโอเบส ลักษณะทิศทางการจับยึด และความสามารถในการละลาย สําหรับกรณีการ

เพ่ิมวงแหวนหรือการเพิ่มไครัลอะตอมเขาไปในโครงสรางของพีเอ็นเอนั้น เชื่อวาจะทําใหโมเลกุลมีความแข็งเกร็ง 

(rigidity) เพ่ิมขึ้นและอาจมีการจํากัดคอนฟอรเมชัน (restricted conformation) ที่จะสงผลใหเกิดการลดลงของการ

เปล่ียนแปลงเอนทาลปและเอ็นโทรป ซึ่งจะทําใหพีเอ็นเอนั้นสามารถจับยึดกับโอลิโกนิวคลีโอไทดไดแข็งแรงและ

จําเพาะเจาะจงมากขึ้น 
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  (I) chPNA            (II) cpPNA (III) trans-cyclopropane PNA 

ภาพที่ 1.4 แสดงโครงสรางพีเอ็นเอบางชนิดที่มีการเพิ่มวงแหวนเขาไปในโมเลกุล 

 ตัวอยางเชน การเพิ่มวงแหวนไซโคลเฮกซิล (cyclohexyl) เขาไปในโครงสรางเดิมของเออีจีพีเอ็นเอปกต ิ

(chPNA) ดังภาพที่ 1.4-(I) ซึ่งรายงานโดย Lagriffoule [21] และ Govindaraju [22] พบวาเมื่อมีการแทรก

โครงสรางดังกลาวเขาไปในสายของพีเอ็นเอปกติ ทําใหพีเอ็นเอชนิดใหมที่ไดแสดงสมบัติการจับยึดที่แตกตางกัน 
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โดยขึ้นอยูกับจํานวนของโมเลกุลท่ีแทรกในสายพีเอ็นเอ สเตอริโอเซ็นเตอรที่เกิดขึ้นใหม และลําดับเบส ในทํานอง

เดียวกัน งานวิจัยของ Appella [23-24] ไดเพ่ิมหมูไซโคลเพนเทน (cyclopentane) ที่มีสเตอริโอเคมีแบบ (1S,2R) 

และ (1R,2S) ดังภาพที่ 1.4-(II) พบวาเมื่อแทรกโครงสรางดังกลาวเขาไปในสายพีเอ็นเอปกติ ทําใหสามารถจับยึด

กับดีเอ็นเอและอารเอ็นเอไดเสถียรมากขึ้นกวาพีเอ็นเอปกติและดีกวาใน chPNA รวมถึงการเพ่ิมหมูทรานส-ไซโคล    

โพรเพนพีเอ็นเอ (trans-cyclopropane PNA) โดย Pokorski [25] ก็เปนการศึกษาในลักษณะเดียวกัน  

 นอกจากการศึกษาวิจัยทางดานการเพิ่มวงแหวนไฮโดรคารบอนขนาดตางๆ ทั้งวงขนาดสามเหลี่ยม หา

เหล่ียม และหกเหล่ียมแลว ยังมีงานวิจัยในลักษณะคลายคลึงกันที่เกี่ยวกับพีเอ็นเอที่มีคอนฟอรเมชันที่ถูกจํากัด ที่

มีโครงสรางเปนวงแหวนพิโรลิดินิลอยูในโครงสรางหลักตีพิมพออกมาเปนจํานวนมาก เชน งานของ Vilaivan [26] 

Nielsen [20,27] Micklefield [18] Kumar [19] Ganesh [28] และ Altmann [29] ซึ่งสามารถสรุปไดวาวงแหวนพิโร

ลิดีนนั้นมีแนวโนมที่จะเพิ่มความแข็งเกร็งใหกับโครงสรางของพีเอ็นเอ นอกจากนี้ยังสามารถเพิ่มทางเลือกในการ

สรางไครัลเซ็นเตอรขึ้นในโมเลกุล และในพีเอ็นเอบางระบบยังพบวาสามารถเกิดการโปรโตเนชัน (protonation) 

ของหมูอะมิโนในวงแหวนพิโรลิดีนอีกดวย ทําใหเพ่ิมแรงดึงดูดระหวางประจุในการจับยึดกับนิวคลีโอไทดไดดีขึ้น 

จากการศึกษาขอมูลจากเอกสารอางอิง ทําใหเห็นวาพีเอ็นเอที่มีสวนของวงแหวนพิโรลิดีนมีแนวโนมที่ดีในการเพิ่ม

ความสามารถในการจับยึดกับโอลิโกนิวคลีโอไทด 
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ภาพที่ 1.5 แสดงโครงสรางของพิโรลิดีนพีเอ็นเอระบบตางๆ ที่รายงานโดย  

(a) Vilaivan (2000) และ Kumar (2002) (b),(c) Nielsen (2000,2001)  

(d) Micklrfield (2007) (e) Ganesh (2002) (f) Altmann (2000) 

 ในระหวางป 2000-2006 ผูวจิัยไดทําการศึกษาการสังเคราะหพิโรลิดีนพีเอ็นเอที่มีสะพานเชื่อมเปนกรด

เบตาอะมิโน [30-32] [ภาพที่ 1.2-(III)] ซึ่งไดแนวคิดมาจากของ Gelmann [33,34] ที่ไดรายงานถึงสมบัติที่นาสนใจ

ของโอลิโกเมอรของกรดเบตาอะมิโนสายสั้นๆ โดยพบวามีการจัดเรียงตัวใหมีคอนฟอรเมชันเปนลักษณะเกลียวที่มี

รูปรางแนนอน และทํานายไดงายกวาโอลิโกเมอรของกรดแอลฟาอะมิโน เชน โอลิโกเมอรความยาวเฮกซะเมอร

(hexamer) ของโมเลกุลทรานส-อะมิโนไซโคลเพนเทนคารบอกซิลิกแอซิด (trans-(1R,2R) aminocyclopentane 
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carboxylic acid) [35] สามารถเกิดคอนฟอรเมชันแบบ 12-helix ไดโดยผานพันธะไฮโดรเจน (hydrogen bonding) 

ภายในโมเลกุล ดังภาพที่ 1.6  
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ภาพที่ 1.6 แสดง (a) โครงสรางของโอลิโกเมอรของ trans-(1R,2R) aminocyclopentane carboxylic acid และ

พันธะไฮโดรเจน และ (b) การเกิดคอนฟอรเมชันแบบ 12-helix  

 การจํากัดคอนฟอรเมชันโดยการเพิ่มวงแหวนพิโรลิดีนและการเพิ่มสวนของกรดเบตาอะมิโนนี้ นาจะชวย

เพ่ิมความสามารถในการจับยึดกับโอลิโกนิวคลีโอไทด ในกรณีที่สายของพีเอ็นเอนั้นถูกจํากัดอยูในคอนฟอรเมชัน

ที่เหมาะสม ดังนั้น ผูวิจัยจึงไดออกแบบพิโรลิดีนพีเอ็นเอ ซึ่งประกอบดวยสวนของวงแหวนพิโรลิดีนที่มีนิวคลีโอ

เบสตออยูที่ตําแหนงคารบอนที่ 4 โดยมีสเตอริโอเคมีเปน (2R,4R) (2R,4S) (2S,4R) และ (2S,4S) และเชื่อมตอ

กันดวยกรดเบตาอะมิโนชนิดตางๆ ไดแก เอ็น-อะมิโน เอ็น-เมทิลไกลซีน (N-amino N-methyl glycine) [31] และ 

อะมิโนออกซี แอซีติกแอซิด (amino-oxy acetic acid) [31] ซึ่งเปนกรดเบตาอะมิโนชนิดเสนตรง (linear β-amino 

acid) และชนิดวงแหวนที่มีไครัลอะตอม 1 ตําแหนง ไดแก ดี-อะมิโน พิโรลิดีน คารบอกซิลิกแอซิด (D-amino 

pyrrolidine carboxylic acid: D-APC) และแอล-อะมิโน พิโรลิดีน คารบอกซิลิกแอซิด (L-amino pyrrolidine 

carboxylic acid: L-APC) [30] และชนิดวงแหวนที่มีไครัลอะตอม 2 ตําแหนง ไดแก (1S,2S), (1R,2R), (1S,2R) 

และ (1R,2S)-2-อะมิโนไซโคลเพนเทนคารบอกซิลิกแอซิด (2-aminocyclopentane carboxylic acid) [32] ดังภาพ

ท่ี 1.7 พบวาพีเอ็นเอระบบ 1.7-(d) และ 1.7-(f) เทานั้นที่แสดงสมบัติการจับยึดกับโอลิโกนิวคลีโอไทดได แสดงให

เห็นวา กรดเบตาอะมิโนที่มีคอนฟกูเรชันแบบเอส (S-configuration) ที่ตําแหนง C-1 จะทําใหโครงสรางของพีเอ็น

เอถูกจํากัดอยูในคอนฟอรเมชันที่เหมาะสม และสงผลใหสามารถจับยึดกับกรดนิวคลีอิกดวยความเสถียรที่สูงมาก

b) 
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โดยเฉพาะอยางยิ่งพีเอ็นเอ 1.7-(f) ที่มีคาอุณหภูมิหลอมเหลวสูงถึงประมาณ 70 °C (ในพีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเปน 

T10) [32]  
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ภาพที่ 1.7 แสดงโครงสรางของพิโรลิดีนพีเอ็นเอที่มีสะพานเชื่อมเปนกรดเบตาอะมิโนชนิดตางๆ  

 นอกจากนี้ Vilaivan และ Srisuwannaket [36] ยังไดขยายผลการศึกษาพีเอ็นเอ 1.7-(f) ที่มีเบสผสม 

(mixed-base sequences; A T C G) ที่มีความยาว 9 เบส พบวา พีเอ็นเอดังกลาวสามารถจับยึดกับโอลิโกนิวคลี

โอไทดที่มีเบสคูสมกันอยางจําเพาะเจาะจงมาก ซึ่งเปนการยืนยันวาสารประกอบเชิงซอนที่เกิดขึ้นมีอันตรกิริยา

ดวยการเขาคูแบบวัตสัน-คริก โดยเปรียบเทียบจากคาอุณหภูมิหลอมเหลวที่ลดลงประมาณ 20 °C เมื่อมีเบสผิดไป 

1 ตําแหนง (single mismatch) และยังพบวาพีเอ็นเอชนิดนี้เลือกทิศทางการจับแบบแอนตี้พาราเรล (anti-parallel) 

ที่มีความเสถียรมากกวาทิศทางการจับแบบพาราเรล (parallel) เมื่อเปรียบเทียบกับพีเอ็นเอระบบเดิมของ Nielsen 

(aegPNA) แสดงใหเห็นวาพิโรลิดีนพีเอ็นเอท่ีมีสะพานเชื่อมเปนกรดเบตาอะมิโนชนิด (trans-(1S,2S) amino 

cyclopentane carboxylic acid) นั้นเปนพีเอ็นเอที่มีศักยภาพสูงในการเกิดสารเชิงซอนกับโอลิโกนิวคลีโอไทดได  

 ดังนั้น ผูวิจัยจึงมีความสนใจที่จะพัฒนาพีเอ็นเอระบบดังกลาวใหมีประสิทธิภาพสูงขึ้น ดวยการดัดแปลง

บริเวณสะพานเชื่อมกรดเบตาอะมิโนใหมีหมูฟงกชัน เชน หมูอะมิโน ดังแสดงโครงสรางในภาพที่ 1.8 ซึ่งนาจะ

สามารถเกิดการโปรโตเนชันไดที่พีเอชปกติ และนาจะสามารถเกิดพันธะไฮโดรเจนกับโมเลกุลตางๆ ซึ่งจะเพ่ิม

ความสามารถในการละลาย และการจับยึดกับโอลิโกนิวคลีโอไทด (ซึ่งมีประจุลบ) และที่สําคัญตําแหนงของหมูอะมิ

โนในสวนของสะพานเชื่อมดังกลาวยังสามารถประยุกตดวยการตอหมูฟงกชันอื่นๆ เชน ฟลูออโรฟอร 
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(fluorophore) ชนิดตางๆ ที่จะชวยเพ่ิมศักยภาพในการเปนเครื่องมือตรวจวัดใหกับโมเลกุลพีเอ็นเอชนิดนี้ เพ่ือ

นําไปประยุกตใชในงานทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ 

N

Base
O

O

HN

H
N

n

N

Base
O

O

HN

H
N

n

N

Base
O

O

HN

H
N

n

N

Base
O

O

HN

H
N

n 

     (3R,4S)-isomer                (3S,4R)-isomer                (3S,4S)-isomer                (3R,4R)-isomer 

ภาพที่ 1.8 แสดงโครงสรางของพิโรลิดีนพีเอ็นเอที่มีสะพานเชื่อมเปน 3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-คารบอกซิลิกแอซิด 

  

1.3 วัตถุประสงคของโครงการ 

1. ออกแบบและศึกษาวิธีการสังเคราะหพิโรลิดีนพีเอ็นเอชนิดใหมที่มีสะพานเชื่อมเปน3-อะมิโนพิโรลิดีน-4-

คารบอกซิลิกแอซิด โดยเฉพาะ (3R,4S)-isomer และ (3R,4S)-isomer 

N

Base
O

O

HN

H
N

n

N

Base
O

O

HN

H
N

n  
2. ศึกษาสมบัติการจับยึดของพีเอ็นเอที่สังเคราะหไดกับโอลิโกนิวคลีโอไทด 

3. พัฒนาศักยภาพในดานการทํางานวิจัยของคณะผูวิจัย 

4. ผลิตบุคลากรทางวิทยาศาสตรระดับปริญญาตรีหรือโทที่มีความเชี่ยวชาญทางดานเคมีอินทรีย

สังเคราะหและชีวฟสิกส 
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บทที่ 2 

วิธีการทดลอง 

2.1 การสังเคราะหมอนอเมอร 

2.1.1 Materials and Method 

- รีเอเจนตที่ใชซื้อจากบริษัท Fluka AG, MERCK, Aldrish Company Ltd. หรือ Acros Chemical และ 

นํามาใชโดยไมผานการทําใหบริสุทธิ์ 

 - การหาจุดหลอมเหลวใชเครื่อง electrothermal melting point apparatus model 9100 

- การพิสูจนเอกลักษณดวย 1H NMR และ 13C NMR ใชเครื่อง Varian Mercury-400 plus หรือ Bruker  

Avance 400 NMR spectrometers, โดยกระทําที่ 400 MHz สําหรับ 1H NMR และ 100 MHz สําหรับ 13C NMR 

 - การวิเคราะหดวย IR spectrum ใชเครื่อง Perkin Elmer FT-IR spectrometer Model GX0 Series X 

- การพิสูจนเอกลักษณดวย high resolution mass spectra โดยใช positive ESI mode บนเครื่อง  

Bruker Daltonics micrOTOF 

 - การวัด [α]D ใชเครื่อง Bellingham & Stanley ModelADP220 Polarimeter 

 

2.1.2 การสังเคราะหพีเอ็นเอมอนอเมอร 

 พีเอ็นเอมอนอเมอรที่ใชในการวิจัยนี้ แสดงดังภาพ 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.1 โครงสรางมอนอเมอรและสะพานเชื่อมของ acpcPNA ที่ใชในงานวิจัยนี้ (ตัวยอ: Boc: tert-
butoxycarbonyl; ACPC: 2-aminocyclopentanecarboxylic acid; APC: 3-aminopyrrolidine-4-carboxylic acid; 
Bz: benzoyl; Fmoc: fluorene-9-ylmethoxycarbonyl; Ibu: isobutyryl; Pfp: pentafluorophenyl; Tfa: 
trifluoroacetyl) 

สารประกอบหมายเลข 1a, 1b, 1c และ 1d สังเคราะหตามเอกสารอางอิง [36] และพิสูจนเอกลักษณโดย

เปรียบเทียบกับขอมูลทางสเปกโตรสโกปในเอกสารอางอิง สําหรับสารประกอบ 3a, 3b และ 4a นั้นเปน

NHFmocPfpO
O

N

NHFmocPfpO
O

R
N

NHFmocPfpO
O

Boc

N

B

Fmoc

O

PfpO

Pyrrolidinyl PNA monomer

(3S,4R)-APC spacer(3R,4S)-APC spacer

(1S,2S)-ACPC spacer

1a: B = ABz

1b: B = T
1c: B = CBz

1d: B = GIbu

3a: R = Boc
4a: R = Tfa 3b

2
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สารประกอบชนิดใหม โดยดัดแปลงวิธีการสังเคราะหจากเอกสารอางอิง [37,38] โดยเริ่มจากการสังเคราะหสาร  

มัธยันต 5 ซึ่งมีวิธีการดังภาพที่ 2.2 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2 การสังเคราะหสะพานเชื่อม (3R,4S)-APC (ขั้นตอนที่ i-iv ดัดแปลงมาจากเอกสารอางอิง [3]) สําหรับ
อีกอิแนนชิโอเมอร (3S,4R)-APC คือ 6b, 7b และ 3b เตรียมไดรอยละ 17, 66 และ 66 ตามลําดับ โดยเริ่มตนจาก
สาร 5 และ (R)-(+)-methylbenzylamine 

 

การสังเคราะห (3R,4S)-1-(N-tert-Butoxycarbonyl)-3-[(1’S)-phenylethylamino]pyrrolidine-4-carboxylic 

acid ethyl ester hydrochloride (6a) 

BocN
OEt

ONHPh
HCl

6a  

 สาร 6a ทําการสังเคราะหเร่ิมจากสาร 5 โดยใช (S)-methylbenzylamine เปน chiral auxiliary ดวย

วิธีการตามเอกสารอางอิง [38] ไดผลผลิตรอยละ 21 หลังจากทําใหบริสุทธิ์และตกผลึกดวย acetonitrile 

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δH 1.14 (3H, t J = 7.2 Hz), 1.38 (9H, s), 1.64 (3H, d J = 6.3 Hz), 3.40–

3.45 (3H, m), 3.68–3.75 (3H, m), 4.05 (2H, q J = 7.2 Hz), 4.45 (1H, m), 7.42–7.65 (5H, m), 10.04 and 

10.11 (2H, 2×s, NH2
+); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δC 13.8, 19.9, 27.9, 44.2 and 45.0 (rotamers), 

46.6, 47.9, 55.6, 56.5, 61.2, 79.2, 128.1, 128.9, 129.0, 136.6, 152.9, 170.3; m.p. 215–217 °C, [α]27
D = –

4.6 (c 1.0, MeOH) {Lit.3 [α]23
D ของ (3S,4R) enantiomer = +4.8 (c 1.05, MeOH)}.  

 

 

 

 

BocN

O

OEt

O

BocN
OEt

ONHPh

OPfp

NH
Fmoc

BocN

O

BocN

ONH
Fmoc

OH

TfaN
OPfp

ONH
Fmoc

HCl

 5

iii,iv,v

7a

vi,vii

4a 3a

i,ii

viii)    (S)-(-)-methyl benzylamine, HOAc, EtOH, rt
ii)   a) NaBH3CN, 75 oC b) 4 N HCl in EtOAc, 0 oC
iii)  LiOH, THF/MeOH/H2O (6:3:1), 0 oC 
iv)  H2, Pd/C, EtOH, rt   
v)   FmocOSu, aq NaHCO3, acetone
vi)  TFA, CH2Cl2, rt
vii) PfpOTfa, DIEA, CH2Cl2, rt

6a

21% 78%

60%
60%
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การสังเคราะห (3R,4S)-1-(N-tert-Butoxycarbonyl)-3-(9H-fluoren-9-yl-methoxycarbonylamino) 

pyrrolidine-4-carboxylic acid (7a) 

BocN
OH

ONH
Fmoc

7a  
 สาร 7a สังเคราะหจากสาร 6a ดวยวิธีการตามเอกสารอางอิง [38] ไดผลผลิตรอยละ 78  

1H NMR (400 MHz, CD3OD): δH 1.46 (9H, s), 3.00 (1H, m), 3.16 (1H, dd J = 9.5, 5.3 Hz), 3.55–3.70 

(3H, m), 4.18 (1H, m), 4.30–4.42 (3H, m), 7.29 (2H, t J = 7.4 Hz), 7.37 (2H, t J = 7.4 Hz), 7.62 (2H, d J 

= 6.9 Hz), 7.77 (2H, d J = 7.5 Hz); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δC 28.7, 48.0, 50.1, 51.4 and 51.9 

(rotamers), 54.2 and 54.9 (rotamers), 67.8, 81.3, 120.9, 126.1, 126.2, 128.2, 128.8, 142.6, 145.2, 145.3, 

156.1, 158.2, 175.3; m.p. 106–108 °C, [α]27
D = +21.9 (c 1.0, MeOH) {Lit.3 [α]23

D = +18.3 (c 1.2, 

MeOH)}. 

 

การสังเคราะห (3R,4S)-1-(N-tert-Butoxycarbonyl)-3-(9H-fluoren-9-yl-methoxycarbonylamino) 

pyrrolidine-4-carboxylic acid pentafluorophenyl ester (3a) 

BocN
OPfp

ONH
Fmoc

3a  

ละลายสาร 7a (100 mg, 0.22 mmol) ใน dichloromethane (1 mL) และเติม pentafluorophenyl 

trifluoro acetate (PfpOTfa) (76 μL, 0.44 mmol) และ N,N-diisopropylethylamine (DIEA) (75 μL, 0.44 

mmol) นําไปคนที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที และติดตามปฏิกิริยาดวย TLC เมื่อเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ เติม 

dichloromethane (10 mL) และสกัดดวย 10% HCl (2×20 mL) นําชั้นตัวทําละลายอินทรียมาสกัดดวยน้ํา water 

(20 mL) และสกัดดวยสารละลายอิ่มตัวของ NaHCO3 (2×20mL) กําจัดน้ําดวย Na2SO4 anh. และนําไประเหยตัว

ทําละลายภายใตภาวะสุญญากาศ นําสารที่ไดมาทําใหบริสุทธิ์ดวยการตกผลึกดวย dichloromethane/hexanes จะ

ไดผลิตภัณฑ 3a เปนของแข็งสีขาว (80 mg, รอยละ 60) 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δH 1.50 (9H, s), 3.37–3.49 (2H, m), 3.82 (3H, m), 4.23 (1H, m), 4.52 (2H, 

m), 4.58 (1H, m), 5.13 (1H, br m), 7.33 (2H, t J = 7.3 Hz), 7.42 (2H, t J = 7.2 Hz), 7.59 (2H, d J = 7.4 

Hz), 7.78 (2H, d J = 7.4 Hz); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δC 28.4, 46.3, 47.2, 48.3, 49.9 and 50.3 

(rotamers), 53.3 and 53.8 (rotamers), 66.9, 80.5, 120.0, 124.9, 127.1, 127.8, 136.6, 138.5, 139.2, 141.1, 

141.4, 143.7, 154.0, 155.5, 167.7; IR: νmax (KBr disc, cm-1) 3337 (N-H stretching), 3069 (C-H stretching, 

aromatic), 2979, 2893 (C-H stretching, aliphatic), 1783 (C=O stretching, ester), 1695 (C=O stretching, 

carbamate), 1521 (N-H bending, amide II band, carbamate), 1411, 1385 (C-H bending), 1275 (C-N 
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stretching), 1173 (C-O stretching), 1123 (C-F stretching); Rf = 0.50 (EtOAc:hexanes 1:4); m.p. 97–98 °C, 

[α]29
D = +17.81 (c 1.0, CHCl3); HRMS (ESI+): m/z calcd. for C31H27F5N2O6Na 641.1687 [M+Na]+; found: 

641.1621. 

 

การสังเคราะห (3R,4S)-1-(2,2,2-Trifluoroacetyl)-3-(9H-fluoren-9-yl-methoxycarbonylamino) 

pyrrolidine-4-carboxylic acid pentafluorophenyl ester (4a) 

TfaN
OPfp

ONH
Fmoc

4a  

ผสมสาร 7a (170 mg, 0.35 mmol) และ trifluoroacetic acid (0.50 mL) ใน dichloromethane (1 mL) 

นําไปคนที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที นําของผสมไปทําใหแหงดวยการเปาดวยไนโตรเจนเพื่อกําจัด TFA ที่

มากเกินพอ หลังจากนั้นนํามาละลายดวย dichloromethane (1 mL) และเติม N,N-diisopropylethylamine (DIEA) 

(180 μL, 1.05 mmol) และ pentafluorophenyl trifluoroacetate (121 μL, 0.70 mmol) นําสารละลายที่ไดไปคน

ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที ตรวจสอบการดําเนินไปของปฏิกิริยาดวย TLC นําสารที่ไดไปทําใหบริสุทธิ์โดย

ไมผานขั้นตอนใดๆ ดวย column chromatography โดยใช EtOAc:hexanes (1:1 v/v) เปนเฟสเคลื่อนที่ และตก

ผลึกดวย dichloromethane/hexanes จะไดผลิตภัณฑ 4a เปนของแข็งสีขาว (0.13 g, รอยละ 60) 

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δH 3.59 (1H, m), 3.72 (1H, m), 3.92–4.10 (3H, m), 4.23 (1H, m), 4.57 (2H, 

m), 4.63 (1H, m), 5.30 (1H, m), 7.33 (2H, t J = 7.2 Hz), 7.42 (2H, t J = 7.2 Hz), 7.58 (2H, d J = 7.2 Hz), 

7.78 (2H, d J = 7.2 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δC 45.3 and 46.6 (rotamers), 47.2 (CH, Fmoc), 

47.5 and 48.2 (rotamers), 50.2 and 50.9 (rotamers), 52.0 and 54.2 (rotamers), 67.0, 114.5, 117.3, 120.1, 

124.8, 127.1, 127.9, 136.7, 139.2, 139.5, 141.4, 142.2, 143.4, 155.5, 165.3, 166.1, 167.0; IR: νmax (KBr 

disc, cm-1) 3340 (N-H stretching), 3068 (C-H stretching, aromatic), 2970, 2897 (C-H stretching, aliphatic), 

1783 (C=O stretching, ester), 1694 (C=O stretching, Tfa), 1522 (N-H bending, amide II band, 

carbamate), 1392 (C-H bending), 1280 (C-N stretching), 1259 (C-F stretch, CF3), 1211 (C-O stretching), 

1128 (C-F stretching, Pfp), Rf = 0.64 (EtOAc:hexanes 1:1 v/v), m.p. 97–98 °C; [α]27
D = –4.60 (c = 2.0, 

CHCl3) HRMS (ESI+): m/z calcd. for C28H18F8N2O5Na 637.0986 [M+Na]+; found: 637.0996  

 

การสังเคราะห (3S,4R)-1-(N-tert-Butoxycarbonyl)-3-[(1’R)-phenylethylamino]pyrrolidine-4-carboxylic 

acid ethyl ester hydrochloride (6b) 

BocN
OEt

ONHPh
HCl

6b  
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 สาร 6b สามารถสังเคราะหจากสาร 5 โดยใช (R)-methylbenzylamine เปน chiral auxiliary ตามวิธีการ

ในเอกสารอางอิง [3] ไดผลผลิตรอยละ 17 หลังจากทําใหบริสุทธิ์ดวยการผกผลึกดวย acetonitrile  

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δH 1.13 (3H, t J = 7.1 Hz), 1.38 (9H, s), 1.65 (3H, d J = 6.3 Hz), 3.36–

3.48 (3H, m), 3.65–3.80 (3H, m), 4.05 (2H, q J = 7.1 Hz), 4.54 (1H, m), 7.41–7.67 (5H, m), 10.16 and 

10.23 (2H, 2×s, NH2
+); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δC 13.8, 19.9, 28.0, 44.2 and 44.9 (rotamers), 

46.7, 47.9, 55.6, 56.5, 61.2, 79.1, 128.1, 128.9, 136.7, 152.8, 170.4; m.p. 215–217 °C (Lit.3 m.p. 190–

191 °C); [α]27
D = +4.6 (c 1.0, MeOH) {Lit.3 [α]23

D = +4.8 (c 1.05, MeOH)}. 

 

การสังเคราะห (3S,4R)-1-(N-tert-Butoxycarbonyl)-3-(9H-fluoren-9-yl-methoxycarbonylamino) 

pyrrolidine-4-carboxylic acid (7b)  

BocN
OH

ONH
Fmoc

7b  

 สาร 7b สังเคราะหจากสาร 6b ตามวิธีการในเอกสารอางอิง [38] ไดผลผลิตรอยละ 66  

1H NMR (400 MHz, CD3OD): δH 1.46 (9H, s), 2.92 (1H, m), 3.14 (1H, dd J = 9.9, 5.5 Hz), 3.54–3.71 

(3H, m), 4.19 (1H, m), 4.30–4.42 (3H, m), 7.30 (2H, t J = 7.3 Hz), 7.38 (2H, t J = 7.3 Hz), 7.64 (2H, d J 

= 7.3 Hz), 7.79 (2H, d J = 7.5 Hz); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δC 28.8, 48.5, 50.5 and 51.3 

(rotamers), 51.7 and 52.1 (rotamers), 54.5 and 55.2 (rotamers), 67.8, 81.1, 120.9, 126.2, 128.2, 128.8, 

142.6, 145.3, 145.4, 156.2, 158.3, 176.9; m.p. 104–105 °C (Lit.3 m.p. 113–115 °C), [α]27
D = –22.0 (c 

1.0, MeOH) {Lit.3 [α]23
D =  –18.3 (c 1.2, MeOH)}. 

 

การสังเคราะห (3S,4R)-1-(N-tert-Butoxycarbonyl)-3-(9H-fluoren-9-yl-methoxycarbonylamino) 

pyrrolidine-4-carboxylic acid pentafluorophenyl ester (3b) 

BocN
OPfp

ONH
Fmoc

3b  

ละลายสาร 7b (0.10 g, 0.22 mmol), pentafluorophenyl trifluoroacetate (PfpOTfa) (76.3 μL, 0.44 

mmol) และ N,N-diisopropylethylamine (DIEA) (75.7 μL, 0.44 mmol) ใน dichloromethane (1 mL) และนําไป

คนที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที และติดตามการดําเนินไปของปฏิกิริยาดวย TLC เมื่อเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ

แลวจึงเติม Dichloromethane (10 mL) และสกัดดวยสารละลาย 10% HCl (2x20 mL) นําชั้นตัวทําละลายอินทรีย

ไปสกัดดวยน้ํา (20 mL) และสารละลายอิ่มตัวของ NaHCO3 (2x20mL) หลังจากนั้นนําไปกําจัดน้ําดวย Na2SO4 
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anh. และระเหยตัวทําละลายภายใตภาวะสุญญากาศ นําสารที่ไดไปทําใหบริสุทธิ์ดวยการตกผลึกโดยใช hexane 

จะไดผลิตภัณฑ 3b เปนของแข็งสีขาว (90 mg, รอยละ 66)  

1H NMR (400 MHz, CDCl3): δH 1.50 (9H, s), 3.38–3.48 (2H, m), 3.82 (3H, m), 4.23 (1H, m), 4.52 (2H, 

m), 4.58 (1H, m), 5.13 (1H, br m), 7.33 (2H, t J = 7.3 Hz), 7.42 (2H, t J = 7.0 Hz), 7.59 (2H, d J = 7.2 

Hz), 7.78 (2H, d J = 7.2 Hz); 13C NMR (100 MHz, CD3OD): δC 28.4, 46.3, 47.2, 48.2, 49.8 and 50.3 

(rotamers), 53.4 and 53.8 (rotamers), 66.9, 80.5, 120.0, 124.9, 127.1, 127.8, 136.6, 138.4, 139.1, 141.1, 

141.4, 143.6, 154.0, 155.5, 167.7; IR IR: νmax (KBr disc, cm-1) 3331 (N-H stretching), 3069 (C-H 

stretching, aromatic), 2979, 2894 (C-H stretching, aliphatic), 1782 (C=O stretching, ester), 1695 (C=O 

stretching, carbamate), 1520 (N-H bending, amide II band, carbamate), 1411, 1385 (C-H bending), 1275 

(C-N stretching), 1171 (OC-O stretching), 1123 (C-F stretching); Rf = 0.50 (EtOAc:hexanes 1:4) m.p. 95–

97 °C; [α]29
D = –17.26 (c 2.0, CHCl3) HRMS (ESI+): m/z calcd. for C31H27F5N2O6Na 641.1687 [M+Na]+; 

found: 641.1615. 
 

2.2 การสังเคราะหเพปไทดบนวัฏภาคของแข็ง 

2.2.1 Materials and Method 

- พีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดนํามาทําใหบริสุทธิ์ดวยเครื่อง Reverse-Phase HPLC Water 600TM โดยใช 

ACE 5 C18-AR HPLC column, 3 μm particle size 150 × 4.6 mm 

- การพิสูจนเอกลักษณพีเอ็นเอดวย MALDI-TOF mass spectra ใชเครื่อง Microflex MALDI-TOF 

mass spectrometry (Bruker Daltonics) และใชเมทริกซเปน α-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid (CCA) ที่

ละลายในสารละลาย Trifluoroacetic acid ใน acetonitrile:water (1:2) 

2.1.2 การสังเคราะหพีเอ็นเอบนวัฏภาคของแข็ง 

ในการสังเคราะห acpc/apcPNA บนวัฏภาคของแข็งนั้นสามารถสังเคราะหไดตามเอกสารอางอิง [36] จึง

ไมขอกลาวรายละเอียดดังกลาว 

สําหรับการติดฉลากฟลูออเรสเซนต จะทําหลังจากสังเคราะหพีเอ็นเอบนวัฏภาคจนครบวงรอบแลว โดย

หากตองการจะติดฉลากฟลูออเรสเซนต สะพานเชื่อมที่ใชแทรกในสายพีเอ็นเอจะตองใชสะพานเชื่อม 4a และจะ

ทําการกําจัดหมู trifluoroacetyl (Tfa) และหมูปกปองบนนิวคลีโอเบส ภายใตสภาวะ 1:1 aqueous ammonia 

/dioxane ที่ 60 ºC เปนเวลา 24 ชั่วโมง ภายใตสภาวะนี้หมู Tfa จะหลุดออกใหหมูเอมีนอิสระที่ตําแหนง N1 ของ

สะพานเชื่อม แลวจึงติดฉลากดวย pyrene-1-carboxylic acid หรือ 4-(pyrene-1-yl)butyric acid โดยใช HATU 

หลังจากนั้นจึงปลดสายพีเอ็นเอดวยการทําปฏิกิริยากับ TFA และ acpc/apcPNA ที่ไดจะนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวย 

RP-HPLC และพิสูจนเอกลักษณดวย MALDI-TOF mass spectrometry 
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2.3 การศึกษาการจับยึดของพีเอ็นเอกับดีเอ็นเอ 

2.3.1 Materials and Method 

- โอลิโกนิวคลีโอไทดที่ใชในการทดลอง ซื้อมาจาก Biodesign (Bangkok, Thailand) 

- การศึกษาความเสถียรของสารเชิงซอนระหวางพีเอ็นเอ-ดีเอ็นเอ โดยการวัด Melting temperature (Tm) 

ใชเครื่อง CARY 100 Bio UV-Visible spectrophotometer (Varain, Inc., USA) ที่มีการติดตั้ง thermal melt 

system 

- การทดลองฟลูออเรสเซนต ใชเครื่อง Varian Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer 

 

2.3.2 UV-titration 

 การไทเทรตทดลองโดยใชเครื่อง MALTON ROY spectronic 3000 array UV spectrophotometer ณ 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ 25 °C โดยผสมสารละลายพีเอ็นเอ (ความเขมขน 2 

μM), สารละลาย 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.0 (8 μL) และสารละลาย 100 mM sodium chloride 

(80 μL) ในควอทซ เมื่อเริ่มไตเตรต เติมสารละลายดีเอ็นเอที่ตองการทดสอบการจับยึด (ความเขมขน 40 μM) ที

ละ 5-10 μL เมือ่เติมเสร็จนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Abs) ที่ 260 nm เทียบกับแบลงค และเติมสารละลายดีเอ็น

เอและบันทึกคาการดูดกลืนแสงทุกครั้งจนกระทั่งเติมได 200 μL (อัตราสวน PNA:DNA ประมาณ 1:4) นําคาที่ได

ไปพลอตระหวางอัตราสวนของคา Abs ที่วัดไดกับคา Abs จากการคํานวณ เปนแกน X และอัตราสวนโมลของ   

พีเอ็นเอตอดีเอ็นเอ เปนแกน Y และคํานวณหาจุดสมมูลดวยโปรแกรม Microsoft Excel  

 

2.3.3 UV Melting 

 การวัด melting temperature ทดลองโดยใชเครื่อง CARY 100 Bio UV-Visible spectrophotometer 

(Varian Ltd.) ที่ติดตั้งอุปกรณควบคุมอุณหภูมิ ณ ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ตัวอยางในการวัดเตรียมโดยผสมพีเอ็นเอและดีเอ็นเอในอัตรสวน 1:1 ในสารละลาย 10 mM sodium phosphate 

buffer (pH 7.0), 100 mM sodium chloride และปรับปริมาตรใหได 1000 μL ในควอทซเซลลขนาด 10 mm ที่ปด

ดวยเทฟลอน ทําการวัดที่ 260 nm โดยตั้งโปรแกรมเริ่มจากอุณหภูมิ 20 °C เปนเวลา 10 นาที และเพ่ิมอุณหภูมิ

ไปที่ 90 °C (อัตราการเพิ่ม 1 °C/นาที) คางไวที่อุณหภูมินี้ 10 นาที และกลับไปที่ 20 °C และกลับมาที่ 90 °C อีก

ครั้ง (20 → 90 → 20 → 90) โดยจะมีการบันทึกคาอุณหภูมิและคาการดูดกลืนแสงทุกๆ 1 °C 

 สําหรับคาอุณหภูมิที่บันทึกไดจะตองนํามาคูณ correction factor ของเครื่องมือ โดยใชสูตรดังนี้ 

  Correct Temp.  = (0.9696 x Tblock) – 0.8396 

 สวนคาการดูดกลืนแสง (Absobs) จะถูกเปล่ียนเปนคา Normalized Abs ที่ใชในการเปรียบเทียบ 

  Normalized Abs. = Absobs/Absinit 

 คาอุณหภูมิหลอมเหลวพิจารณาจากการพล็อตกราฟระหวาง Correct Temp. กับ Normalized Abs จะได

กราฟรูปตัวเอส และหาคาอุณหภูมิหลอมเหลวจากกราฟที่มีความชันสูงสุดของอนุพันธลําดับที่ 1 โดยใชโปรแกรม 

KaleidaGraph 3.6 (Synergy Software) และ Microsoft Excel 
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2.3.4 CD spectroscopy 

 การวัดคา CD ทดลองโดยใชเครื่อง JASCO Model J-715 spectropolarimeter ณ ศูนยเครื่องมือวิจัย

ทางเภสัชศาสตร คณะเภสัชศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตัวอยางจะเตรียมโดยการผสมพีเอ็นเอและดีเอ็นเอ

ใหไดความเขมขนตามตองการ ในสารละลาย 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0), 100 mM sodium 

chloride ปรับปริมาตรใหเปน1000 μL ในควอทซเซลลขนาด 10 mm ที่ปดดวยเทฟลอน ทําการวัดที่ 200-400 

nm ที่ 25 °C และนํามาคาที่ไดมาลบดวยแบลงค (สารละลาย 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0), 100 

mM sodium chloride) 

 

2.3.5 Fluorescence experiment 

 การวัดคาฟลูออเรสเซนต จะใชเครื่อง Varian Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer ณ 

ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ตัวอยางเตรียมโดยการผสมพีเอ็นเอและดีเอ็นเอใหได

ความเขมขนตามตองการในสารละลาย 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0) ปรับปริมาตรใหเปน1000 

μL ในควอทซเซลลขนาด 10 mm ที่ปดดวยเทฟลอน คา excitation วัดที่ 345 nm ที่ 25 °C 
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บทที่ 3 

ผลการทดลอง 

3.1 การสังเคราะหมอนอเมอร 

 ในงานวิจัยนี้จะพัฒนาพิโรลิดีนพีเอ็นเอที่มีสะพานเชื่อมเปน APC เพ่ือใชในการแทรกลงในสายพีเอ็นเอ

ทดแทนสะพานเชื่อมตัวเดิมคือ ACPC ศึกษามอนอเมอร 

 

 

 

 

 พีเอ็นเอทั้ง 2 ระบบ จะประกอบดวยมอนอเมอร 2 สวน คือสวนที่เปนวงพิโรลิดีนที่มีนิวคลีโอเบส (B) ตอ

อยู ในที่นี้จะเรียกวาพิโรลิดีนมอนอเมอร ซึ่งจะศึกษาทั้งหมด 4 ชนิด คือ พิโรลิดีนมอนอเมอรที่มีเบสเปนอะดีนีน 

(adenine; A; สาร 1a) ไทมีน (thymine; T; สาร 1b) ไซโตซีน (cytosine; C; สาร 1c) และกวานีน (guanine; G; 

สาร 1d) กับสวนที่เปนกรดเบตาอะมิโน ในที่นี้จะเรียกวาสะพานเชื่อม ซึ่งจะศกึษา 3 ชนิด คือ (1S,2S)-2-

aminocyclopentanecarboxylic acid หรือ (ACPC; สาร 2) และ (3R,4S)-3-aminopyrrolidine-4-carboxylic acid 

(APC; สาร 3a, 4a) ซึ่งมีคอนฟกุเรชันเหมือนกัน และ (3S,4R)-3-aminopyrrolidine-4-carboxylic acid (APC; สาร 

3b) ที่เปนอิแนนชิโอเมอรกับสองชนิดแรก โดยในงานวิจัยครั้งนี้สารหมายเลข 1a, 1b, 1c, 1d และ 2 เปนสารที่

ผูวิจัยเคยศึกษารวมกับรศ.ดร.ธีรยุทธ วิไลวัลย นักวิจัยที่ปรึกษา และจะนําพีเอ็นเอที่ไดจากมอนอเมอรเหลานี้ 

(acpcPNA) [41] มาใชเปนตัวเปรียบเทียบกับพีเอ็นเอชนิดใหม (acpc/apcPNA และ apcPNA) ในดานสมบัติการ

จับยึดกับกรดนิวคลีอิก โดยสารดังกลาวไดรับความอนุเคราะหจากหองปฏิบัติการของรศ.ดร.ธีรยุทธ วิไลวัลย 

 

 

 

 

 

 สําหรับมอนอเมอรอีก 2 ชนิด คือ (3R,4R)-3-aminopyrrolidine-4-carboxylic acid และ (3S,4S)-3-

aminopyrrolidine-4-carboxylic acid ที่ไดเสนอไปในแบบเสนอโครงการวิจัยนั้นนั้น ไมไดทําการศึกษา เนื่องจาก

มันมีคอนฟกุเรชันที่แตกตางจาก (1S,2S)-ACPC และผลการทดลองเบื้องตนของการแทรก (3S,4R)-APC ไปใน

สายพีเอ็นเอนั้น ไมแสดงสมบัติการจับยึด ดังนั้น จึงเปนที่คาดวา (3R,4R)-APC และ (3S,4S)-APC ก็นาจะเปนไป
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ในทํานองเดียวกัน อีกทั้ง (3R,4S)-APC ก็ใหผลการทดลองที่เปนที่นาพอใจ บรรลุตามวัตถุประสงคของโครงการ 

ผูวิจัยจึงไมศึกษามอนอเมอรทั้งสองชนิดดังกลาว 

N

N O

OPfp

Boc

Fmoc H

N

N O

OPfp

Boc

Fmoc H

N

N O

OPfp

Boc

Fmoc H

N

N O
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                  (3S,4S)-APC           (3R,4R)-APC            (3S,4R)-APC            (3R,4S)-APC 

 สําหรับแนวทางการสังเคราะหมอนอเมอรนั้นจะดําเนินการ โดยเริ่มจากการสังเคราะหใหไดสารมัธยันต 

(5) กอน ซึ่งเปนสารตัวกลางที่สําคัญในการเปลี่ยนไปเปนมอนอเมอร (3R,4S)-APC และ (3S,4R)-APC ได ดัง

แผนภาพที่ 3.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.13 การสังเคราะหสาร 3a และ 4a 

โดยจะเริ่มจาก glycine ethyl ester hydrochloride ซึ่งมีจําหนาย นํามาเติมหมู tert-butoxy carbonyl 

หรือหมู Boc ที่ตําแหนงไนโตรเจนอะตอมของสาร X โดยการใหทําปฏิกิริยากับ di-tert-butyl dicarbonate (Boc2O 

) ในเมทานอล และมี triethylamine (NEt3) เปนเบส ที่อุณหภูมิหอง ในขณะทําปฏิกิริยาจะเกิดแกส

คารบอนไดออกไซด (CO2) และเทอรเชียรีบิวทานอล (tert-butanol) เปนผลิตภัณฑขางเคียง และไดผลิตภัณฑเปน 

N-Boc glycine ethyl ester  (สาร Y) คิดเปนผลผลิตรอยละ 99 

H2N
O

OH HCl H2N
O

OEt
. BocHN

O

OEt
III III

BocN

O O

OEt
 

                                                     X                              Y                             5 

Reagent and Condition: (I) AcCl, EtOH 0°C → RT (86.5% yield) (II) Boc2O, Et3N, MeOH 30°C (99 % yield) 

(III) ethyl acrylate, KOtBu, toluene, 0°C, N2 (51.7% yield) 

ภาพที่ 3.2 แนวทางการสังเคราะหสาร 5 

 หลังจากที่เตรียมสาร Y ไดแลว ขั้นตอไปจะเปนการทําปฏิกิริยาการสังเคราะห Ethyl 1-tert-butoxy 

carbonyl-4-oxopyrrolidine-3-carboxylate, สาร 5) โดยไดดําเนินการตามวิธีการในเอกสารอางอิง [37] ที่รายงาน
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O
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 5

iii,iv,v

7a

vi,vii

4a 3a

i,ii

viii)    (S)-(-)-methyl benzylamine, HOAc, EtOH, rt
ii)   a) NaBH3CN, 75 oC b) 4 N HCl in EtOAc, 0 oC
iii)  LiOH, THF/MeOH/H2O (6:3:1), 0 oC 
iv)  H2, Pd/C, EtOH, rt   
v)   FmocOSu, aq NaHCO3, acetone
vi)  TFA, CH2Cl2, rt
vii) PfpOTfa, DIEA, CH2Cl2, rt

6a

21% 78%

60%
60%
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โดย Henry Rapoport และคณะ (1964) ซึ่งกลุมวิจัยดังกลาวนั้น ไดทําการสังเคราะหสารที่มีโครงสรางใกลเคียงกัน 

ไดแก ethyl-1-ethoxycarbonyl-3-oxo pyrrolidine-2-carboxylate (สาร 5c) และ ethyl-1-ethoxycarbonyl-4-oxo 

pyrrolidine-3-carboxylate (สาร 5d) จากปฏิกริิยาระหวาง ethyl acrylate กับ N-ethoxy glycine ethyl ester โดย

มีโลหะโซเดียมเปนรีเอเจนต ไดสาร ethyl 1-ethoxycarbonyl-3-oxopyrrolidine-2-carboxylate (สาร M) กอนแลว

จึงนําไปทําปฏิกริิยากับ potassium tert-butoxide ไดสาร 5c และสาร 5d ดังสมการ (ภาพที่ 3.3) 

H
N

O

EtO
O

OEt
O

OEt+

+
NN

O

OEt

O O

OEt

Na

EtO N
OEt

EtO2C O

O

KOtBu

(M)

CO2Et EtO2C

O

 
                                                                       5c                       5d 

ภาพที่ 3.3  ปฏิกิริยาการสังเคราะหสาร 5c และสาร 5d [37] 

การสังเคราะหดังกลาวนี้ สามารถเริ่มสังเคราะหจาก N-ethoxy carbonyl glycine ethyl ester กับ ethyl 

acrylate โดยทําปฏิกิริยากับโลหะโซเดียมในเบนซีน [39] เพ่ือเตรียมสาร M ขึ้นกอน หลังจากนั้นทําปฏิกิริยาการ

ปดวงแบบดีกคแมน (Dieckman cyclization) โดย KOtBu ใน toluene ที่ 0 °C พบวาไดสารผสมของผลิตภัณฑ

สองชนิด คือสาร 5c และสาร 5d อยางไรก็ตาม Tae-Ho Park และคณะ [40] ไดรายงานวาปฏิกิริยานี้สามารถ

เตรียมไดโดยการใช NaH (ภาพท่ี 3.4) ทําปฏิกิริยากับสาร Y และ ethyl acrylate ใน toluene ซึ่งสามารถ

สังเคราะหสาร 5 ไดโดยไมตองผานสาร M กอน โดยไดถึง 81% yield 

NH2

O

EtO
HCl. 1) Boc2O, Et3N, MeOH

2) NaH, ethyl acrylate
    Toluene

BocN

O O

OEt

 

ภาพที่ 3.4 การสังเคราะหสาร 5 โดยวิธีของ Tae-Ho Park [40] 

 ดังนั้น ผูวิจัยจึงไดลองทําการทดลองโดยทําปฏิกิริยาระหวางสาร Y กับ ethyl acrylate โดยใช NaH เปน

รีเอเจนต โดยไดทําการทดลองที่ 2 อุณหภูมิไดแก ที่ 0 °C และที่ 80 °C ซึ่งจากการทดลอง เมื่อติดตามการ

ดําเนินของปฏิกิริยาดวย TLC พบวามีจุดสารผลิตภัณฑเกิดขึ้น จึงนําไปทําใหบริสุทธิ์โดยใชโครมาโตกราฟแบบ

คอลัมน โดยใช hexane:ethyl acetate อัตราสวน 6:1 เปนเฟสเคลื่อนที่ และเก็บจุดสารที่ Rf = 0.16 อยางไรก็ตาม 

เมื่อนําสารที่ไดไปพิสูจนเอกลักษณโดย 1H NMR พบวาไมไดผลิตภัณฑตามตองการ โดยสเปกตรัมมีลักษณะมี

สารผสมปนกันอยูดวย ซึ่งสันนิษฐานวาเกิดจากการผสมกันระหวางสาร 5 และสาร 5e ซึ่งไมสามารถแยกออกจาก

กันไดดวยวิธีโครมาโตกราฟแบบคอลัมน 
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ภาพที่ 3.5 1H NMR สเปกตรัมของสารผสมระหวางสาร 5 และสาร 5e 

 ทั้งนี้เมื่อพิจารณากลไกการเกิดปฏิกิริยาดังกลาว พบวาจะแบงออกเปน 2 ขั้นตอน คือ ขั้นที่ 1 จะ

เกิดปฏิกิริยาการเติมของไนโตรเจนนิวคลีโอไฟลของสาร Y ไปยังพันธะคูที่ตําแหนงปลายแบบ 1,4-addition เกิด

เปนสาร N ขึ้นกอน หลังจากนั้นสาร N จะถูก deprotonated โดยเบส ที่คารบอนตําแหนง α ที่อยูตอกับหมูคารบอ

นิล ซึ่งมี 2 ตําแหนง เกิดเปน enolate anion ซึ่งจะสามารถเกิดปฏิกิริยา intramolecular acyl substitution ชนิด 

Dieckmann cyclization เขาชนที่หมูคารบอนิลของเอสเทอรภายในโมเลกุลเกิดเปนวง 5 เหล่ียม (five-membered 

ring) ไดเปนผลิตภัณฑ 5 และ 5e ดังกลไกการเกิดปฏิกิริยาในภาพที่ 3.6 
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กลไกการเกิดปฏิกิริยา 
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ภาพที่ 3.6 กลไกการเกิดปฏิกิริยาการเกิดสาร 5 และสาร 5e 

 เมื่อพิจารณาถึงโครงสรางของสาร N ถึงแมวาจะไมมีขอมูลเกี่ยวกับความเปนกรด (acidity) ของโปรตอน

ทั้งสองตัวที่ตําแหนง α อยางไรก็ตามก็อาจจะสันนิษฐานไดจากความแตกตางทางโครงสรางของโปรตอนทั้งสอง

วา โปรตอนที่ตําแหนง α ของไกลซีน (acetic methylene proton) นาจะมีความเปนกรดมากกวาโปรตอนที่

ตําแหนง α ของเอทิลอะครีเลทเดิม (propionic methylene proton) เน่ืองมาจาก inductive effect ของหมู N-Boc 

หรือสามารถพิจารณาจากคา pKa ของ N-ethoxycarbonylacetic acid ที่มีคา 3.66 ในขณะที่ pKa ของ acetic acid 

ที่มีคา 4.76 [37] ดังนั้นจึงสามารถสรุปไดวา acetic methylene proton มีความเปนกรดมากกวา propionic 

methylene proton ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองที่ Rapoport ไดรายงานไวที่ไดสาร 5 มากกวาสาร 5e [39] 

H
N

O

OH
O

EtO

O

OH
H H  

                                      pKa = 4.76                            pKa = 3.66 

ภาพ 3.7 แสดงคา pKa ของ acetic acid และ N-ethoxycarbonylacetic acid 



ห น า  | 21 

 นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาถึงความเสถียรของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นคือ สาร 5 และสาร 5e ที่อยูในรูปของ

enolate aniion (ภาพที่ 3.8) แลวจะพบวาสาร 5-enolate นั้นมีความเสถียรมากกวาเมื่อเทียบกับสาร 5e-enolate 

ที่มีผลของเรโซแนนซ (resonance effect) จากอิเล็กตรอนคูโดดเดี่ยวของไนโตรเจน delocalized ทําใหเกิดการ

ผลักกันระหวางประจุลบที่เกิดขึ้น ซึ่งไปลดเสถียรภาพของโมเลกุล และสอดคลองกับผลการทดลองที่รายงานวา

เกิดสาร 5 มากกวาสาร 5e ตามที่ Rapoport ไดรายงานไว [39] 

N
Boc

OEtO2C

N
Boc

O

CO2Et N
Boc

O

CO2Et
 

                   5-enolate                                                     5e-enolate                                

ภาพที่ 3.8 โครงสรางของอีโนเลท แอนไอออนของสาร 5-enolate และ สาร 5e-enolate 

จากเหตุผลและกลไกการเกิดปฏิกิริยาที่ไดกลาวมาขางตน ทําใหทราบวาปฏิกิริยาการสังเคราะห Ethyl 

1-tert-butoxycarbonyl-4-oxopyrrolidine-3-carboxylate (สาร 5) นั้นจะไดของผสมของผลิตภัณฑ 2 ชนิด ไดแก 

สาร 5 และสาร 5e ซึ่งแยกออกจากกันไดยากเนื่องจากมีสภาพขั้ว (polarity) ที่ใกลเคียงกันมาก อยางไรก็ตาม 

จากเอกสารอางอิง มีรายงานวาสาร 5 และสาร 5e นั้นสามารถแยกออกจากกันไดดวยการสกัดกับสารละลาย

บัฟเฟอร pH 9.5 โดยที่สาร 5 นั้นจะมีครึ่งชีวิต (half life) อยูในสารละลายบัฟเฟอรดังกลาวประมาณ 10 วัน 

ในขณะที่ สาร 5e จะมีครึ่งชีวิตประมาณ 2 นาที [37] ซึ่งจากการทดลองพบวา ถาทําการสกัดสารจากปฏิกิริยาดวย

สารละลาย carbonate buffer pH 9.5 แลวนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวยโครมาโตกราฟแบบคอลัมน พบวาจะไดสารที่

บริสุทธิ์ขึ้นและมีโครงสรางวาเปนสาร 5 ตามที่ตองการโดยยืนยันจาก 1H NMR spectroscopy (ภาพที่ 3.9) โดย

สเปกตรัมนั้นจะเกิดการ rotamer หรือ enolization และนอกจากนี้จะสังเกตุไดวาในภาพที่ 3.9a ซึ่งเปนสเปกตรัม

ของสาร 5 นั้นมี toluene เปนสารปนเปอน ซึ่งจะหายไปเมื่อทําการสกัดดวยสารละลายบัฟเฟอรดังกลาว 
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ภาพที่ 3.9 การเปรียบเทียบสเปกตรัมของ Ethyl 1-tert-butoxycarbonyl-4-oxopyrrolidine-3-carboxylate 

 (สาร 5) a) กอนและ b) หลังการสกัดดวยสารละลายคารบอเนตบัฟเฟอร 

 โดยสภาวะที่ใชในการทดลองนั้น ไดทําทั้งหมด 4 สภาวะ โดยไดเลือก NaH หรือ KOtBu เปนเบส และใช 

toluene หรือ THF เปนตัวทําละลาย โดยทําปฏิกิริยาภายใตบรรยากาศไนโตรเจน ที่อุณหภูมิ 0 °C และผาน

ขั้นตอนการสกัดดวยสารละลาย carbonate buffer pH 9.5 และทําใหบริสุทธิ์ดวยโครมาโตกราฟแบบคอลัมน และ

ใชสารละลายระหวาง hexane:ethyl acetate อัตราสวน 6:1 เปนเฟสเคลื่อนที่ ไดผลการทดลองดังนี้ 
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ตารางที่ 3.1 การสังเคราะห Ethyl 1-tert-butoxycarbonyl-4-oxopyrrolidine-3-carboxylate (สาร 5) สภาวะตางๆ 

วิธีที่ รีเอเจนต ตัวทําละลาย สภาวะ % yield 

1 NaH toluene 80 °C - 

2 NaH toluene 0 °C - 

3 NaH toluene reflux/N2 20.6 

4 KOtBu toluene reflux/N2 51.7 

5 NaH THF reflux/N2 8.7 

6 KOtBu THF reflux/N2 11.1 

 

จากผลการทดลอง วิธีที่ 1 และวิธีที่ 2 นั้นไมสามารถวัดผลผลิตรอยละได เน่ืองจากเหตุผลตามที่ไดกลาว

มาแลว สวนวิธีที่ 3 ถึง 6 จะเห็นไดวา เมื่อใช toluene เปนตัวทําละลายจะไดผลิตภัณฑมากกวาเมื่อใช THF เปน

ตัวทําละลาย และเมื่อเปรียบเทียบวิธีที่ 3 กับวิธีที่ 4 จะพบวาเมื่อใช NaH เปนเบส จาก 1H NMR สเปกตรัมจะ

พบวาสเปกตรัมจากวิธีที่ 3 นั้นยังมีส่ิงเจือปนมากกวาสเปกตรัมที่ไดจากการทดลองวิธีที่ 4 และใหรอยละของ

ผลิตภัณฑที่นอยกวา จึงสรุปวาจะเลือกใชวิธีที่ 4 ในการสังเคราะห แตอยางไรก็ดี ถึงแมจะมีสาร 5e ปนมาใน

ปริมาณเล็กนอยนั้น นาจะเปนผลยอมรับได เน่ืองจากวาในขั้นตอไปท่ีจะนําสาร 5 ไปทําปฏิกิริยาตอกับ (S)-

methylbenzylamine ใน acetic acid และ ethanol นั้นมีรายงานวาเฉพาะสาร 5 เทานั้นที่สามารถเกิดปฏิกิริยาได

ในขณะที่สาร 5e นั้นจะไมเกิดปฏิกิริยา [37]  
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 a) 

0011223344556677889910101111  

 b) 

0011223344556677889910101111  

ภาพที่ 3.10 การเปรียบเทียบ 1H NMR สเปกตรัมของการสังเคราะหสาร 5  

ดวยวิธีที่ 3 (a) และวิธีที่ 4 (b) 

 ดังนั้นจากผลการทดลอง พบวาสามารถเตรียมสาร 5 ไดจากปฏิกิริยาการเติมนิวคลีโอฟลิกแบบ 1,4-

addition และ Dieckmann cyclization โดยใช KOtBu เปนเบส และใช toluene เปนตัวทําละลาย (วิธีที่ 4)  

เมื่อไดสาร 5 มาแลวจึงนําไปทําปฏิกิริยากับ chiral auxiliary คือ (S)-(-)-methylbenzylamine หรือ (R)-

(+)-methylbenzylamine โดยถาใช (S)-(-)-methylbenzylamine จะไดสาร enamine-1 และนําไปทํา selective 

reduction ดวย NaBH3CN จะได trans-isomer 6a เปนผลิตภัณฑหลัก ซึ่งตามเอกสารอางอิง [38] รายงานวาจะ

สามารถแยก 6a และ 6b ไดดวยวิธีโครมาโตกราฟ อยางไรก็ตามจากการทดลองพบวาการแยกสาร diastereomer 

ทั้งสองออกจากกันดวยวิธีโครมาโตกราฟทําไดคอนขางยากและสารที่ไดยังไมบริสุทธิ์เทาที่ควร ทางกลุมวิจัยจึง

ลองทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการตกผลึก และพบวาสามารถตกผลึกในรูปของเกลือไฮโดรคลอไรดไดดวยตัวทําละลาย 

acetonitrile ซึ่งผลิตภัณฑที่ไดจะมีความบริสุทธิ์สูง (มากกวารอยละ 98 จาการวิเคราะหดวย 1H NMR และ 

1

2
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4

N

O O

O

O
O
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HPLC)  โดยไดผลผลิตรอยละ 21 และยืนยันความบริสุทธิ์โดยเปรียบเทียบคาการบิดระนาบแสงโดยวัดได [α]27
D 

= –4.6 (c 1.00, MeOH) เมื่อเทียบจากคาในเอกสารอางอิง [Lit.[38] [α]23
D ของ (3S,4R) enantiomer = +4.8 (c 

1.05, MeOH)] 

BocN

O

OEt

O

 5

BocN

NH

OEt

O

enamine 1

(S)-(-)-methyl benzylamine

HOAc, EtOH, rt BocN
OEt

ONHPh
HCl

6a

a) NaBH3CN, 75 oC

b) 4 N HCl in EtOAc, 0 oC

BocN

NH

OEt

O

enamine 2

(R)-(+)-methyl benzylamine

HOAc, EtOH, rt BocN
OEt

ONHPh
HCl

6b

a) NaBH3CN, 75 oC

b) 4 N HCl in EtOAc, 0 oC

 

ภาพที่ 3.11 การสังเคราะหสาร 6a และ 6b 

ppm (t1)

0.01.02.03.04.05.06.07.08.09.010.0

10.113

10.039

7.651
7.633
7.438

4.540

4.084

4.031

3.705

3.488
3.468

2.510

1.654
1.638
1.380

1.153
1.135
1.117

 
ภาพที่ 3.12 1H-NMR สเปกตรัมของ 6a 

ในทํานองเดียวกันสามารถเตรียมสาร 6b ไดดวยปฏิกิริยาเดียวกัน แตเปล่ียน chiral auxiliary จาก (S)-(-

)-methylbenzylamine เปน (R)-(+)-methylbenzylamine โดยไดผลิตภัณฑเปนสาร 6b ผลผลิตรอยละ 17 และมี

คาการบิดระนาบแสง [α]27
D = +4.6 (c 1.00, MeOH) [Lit.[38] [α]23

D = +4.8 (c 1.05, MeOH)] 
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ppm (t1)

0.01.02.03.04.05.06.07.08.09.010.0

10.230
10.165

7.672
7.655
7.467
7.451
7.432
7.413

4.541

4.079
4.061
4.044
4.026
3.728
3.491
3.470
3.359

2.509

1.665
1.649

1.381
1.149
1.131
1.113

 

ภาพที่ 3.13 1H-NMR สเปกตรัมของ 6b 

หลังจากที่ไดสาร 6a หรือ 6b มาแลว ในขั้นตอไปจะเปนการปลดหมู chiral auxiliary ออกและ protect 

หมูอะมิโนดวย Fmoc ดวยวิธีมาตรฐาน โดยใหทําปฏิกิริยากับ FmocOSu ภายใตสภาวะเบสในตัวทําละลายผสม

น้ําและ acetone จะไดสาร 7a และจะนําไปเตรียมเปนสะพานเชื่อมแบบ (3R,4S)-APC ใน 2 รูปแบบ คือ N1-

Boc,N3-Fmoc (3a) และ N1-Tfa,N3-Fmoc (4a) ตามแผนภาพ 3.10 โดยสาร 4a นั้นจะผานขั้นตอนการปลดหมู 

Boc ดวย TFA กอนแลวจึง activated ดวย PfpOTfa ก็จะไดสาร 4a ตามตองการ และเหตุผลที่เลือกหมูปกปอง

ตรงตําแหนง N1 เปนหมู Tfa นั้นเนื่องจากมันมีความเสถียรภายใตสภาวะ non-aqueous basic ซึ่งใชในการปลด

หมู Fmoc ในขั้นตอนการสังเคราะหเพปไทดบนวัฏภาคของแข็ง และหมู Tfa เองยังสามารถถูกปลดออกดวยการ

ทําปฏิกิริยากับ aqueous base ซึ่งเปนสภาวะเดียวกับการปลดหมูปกปองบนนิวคลีโอเบส กอนขั้นตอนการปลด

สายพีเอ็นเอออกจากวัฏภาคของแข็ง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.14 การสังเคราะหสาร 3a และ 4a 

BocN

O

OEt

O

BocN
OEt

ONHPh

OPfp

NH
Fmoc

BocN

O

BocN

ONH
Fmoc

OH

TfaN
OPfp

ONH
Fmoc

HCl

 5

iii,iv,v

7a

vi,vii

4a 3a

i,ii

viii)    (S)-(-)-methyl benzylamine, HOAc, EtOH, rt
ii)   a) NaBH3CN, 75 oC b) 4 N HCl in EtOAc, 0 oC
iii)  LiOH, THF/MeOH/H2O (6:3:1), 0 oC 
iv)  H2, Pd/C, EtOH, rt   
v)   FmocOSu, aq NaHCO3, acetone
vi)  TFA, CH2Cl2, rt
vii) PfpOTfa, DIEA, CH2Cl2, rt

6a

21% 78%

60%
60%
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 สําหรับสาร 3b จะดําเนินการในทํานองเดียวกันกับสาร 3a โดยเริ่มจากสาร 5 ทําปฏิกิริยากับ chiral 

auxiliary จะไดสาร 6a นําไปปกปองหมูอะมิโนและคารบอกซิลจะไดสาร 3b ตามภาพที่ 3.15 

BocN

O

OEt

O

BocN
OEt

ONHPh

OPfp

NH
Fmoc

BocN

O

BocN

ONH
Fmoc

OH

HCl

 5

iii,iv,v

7b

3b

i,ii

viii)    (R)-(+)-methyl benzylamine, HOAc, EtOH, rt
ii)   a) NaBH3CN, 75 oC b) 4 N HCl in EtOAc, 0 oC
iii)  LiOH, THF/MeOH/H2O (6:3:1), 0 oC 
iv)  H2, Pd/C, EtOH, rt   
v)   FmocOSu, aq NaHCO3, acetone
vii) PfpOTfa, DIEA, CH2Cl2, rt

6b

17% 66%

66%

 
ภาพ 3.15 การสังเคราะหสาร 3b 

 หลังจากที่ไดสะพานเชื่อม 3a, 4a และ 3b มาแลวโดยสรุปไดดังตารางที่ 3.2 ก็จะนํามาสังเคราะหเปน  

พีเอ็นเอดวยวิธีการสังเคราะหเพปไทดบนวัฏภาคของแข็งตามวิธีการในเอกสารอางอิง [36] โดยสะพานเชื่อม 3a, 

4a หรือ 3b จะถูกแทนที่เขาไปใน acpcPNA บางสวน (acpc/apcPNA) หรือท้ังหมด (apcPNA) โดยในแตละรอบ

ของการสังเคราะหจะมีประสิทธิภาพไมต่ํากวารอยละ 98 สําหรับพีเอ็นเอปกติจะใชสะพานเชื่อม 3a แทนที่สะพาน

เชื่อม (1S,2S)-ACPC (2) และหมู Boc จะหลุดออกในขั้นตอนปลดสายพีเอ็นเอออกจากวัฏภาคของแข็ง สําหรับพี

เอ็นเอที่ตองการติดหมูฟลูออเรสเซนตจะกระทําบนวัฏภาคของแข็งจะใชสะพานเชื่อม 4a แทน 3a และจะปลดหมู 

Tfa ออก ในขั้นตอนของการปลดหมูปกปองนิวคลีโอเบส โดยใชสภาวะ 1:1 aqueous ammonia/dioxane at 60 

ºC เปนเวลา 24 ชั่วโมง และหมูฟลูออเรสเซนต เชน pyrene-1-carboxylic acid หรือ 4-(pyrene-1-yl)butyric acid 

จะถูกตอผานปฏิกิริยาการ coupling โดยใช HATU เปนรีเอเจนต หลังจากนั้นจะปลดพีเอ็นเอออกจากวัฏภาค

ของแข็งดวย TFA และ acpc/apcPNA หรือ apcPNA ที่ไดจะนําไปทําใหบริสุทธิ์ดวย RP-HPLC และพิสูจน

เอกลักษณดวยการวิเคราะหดวย MALDI-TOF mass spectrometry พีเอ็นเอที่สังเคราะหไดจะนําไปศึกษาสมบัติ

การจับยึดกับกรดนิวคลีอิกตอไปในหัวขอ 3.2 
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ตารางที่ 3.2 ชื่อ โครงสราง และผลผลิตรอยละของสะพานเชื่อมที่สังเคราะหได 

ชื่อ โครงสราง Overall yield* (%) 

(3R,4S)-1-(N-Boc)-3-(Fmoc)-pyrrolidine-4-

carboxylic acid Pfp ester; (3R,4S)-APC 

(3a) 
OPfp

NH
Fmoc

BocN

O

 

9.8 

(3R,4S)-1-(N-Tfa)-3-(Fmoc)-pyrrolidine-4-

carboxylic acid Pfp ester; (3R,4S)-APC 

(4a) TfaN
OPfp

ONH
Fmoc

 

9.8 

(3S,4R)-1-(N-Boc)-3-(Fmoc)-pyrrolidine-4-

carboxylic acid Pfp ester; (3S,4R)-APC 

(3b) 
OPfp

NH
Fmoc

BocN

O

 

7.4 

*คิดเริ่มจากสาร (5) 
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3.2 การศึกษาสมบัติการจับยึดกับกรดนิวคลีอิก 

พีเอ็นเอที่สังเคราะหในการวิจัยนี้ มีทั้งหมด 8 ชนิด ไดแก PNA1-8 และ DNA 4 ชนิด ที่ใชในการวิจัยนี้

ซื้อมาจาก Biodesign (Bangkok, Thailand) ไดแก DNA1-4 แสดงในตารางที่ 3.3 

ตารางที่ 3.3 ลําดับเบส มวลโมเลกุลจากการคํานวณและจากที่วิเคราะหได และคาอุณหภูมิหลอมเหลว ของพีเอ็น

เอที่สังเคราะหในงานวิจัยนี้ 

รหัส Sequence (N→C)a m/z (calcd) m/z (found) Tm (oC)b ΔTm (oC)c 

PNA1 Bz-TTTTTTTTT-LysNH2 3250.5 3250.1 55.5d,e –17.0 

PNA2 Bz-TTTTTTTTT-LysNH2 3250.5 3251.2 <20d - 

PNA3 Bz-TTTTTTTTT-LysNH2 3242.5 3242.6 71.1d –1.4 

PNA4 Bz-TTTTTTTTT-LysNH2 3242.5 3243.7 28.3d –44.2 

PNA5 Bz-GTAGATCACT-LysNH2 3621.9 3622.2 50.8d –1.4 

PNA6 Ac-TTTT(Py)TTTTT-LysNH2 3409.6 3411.0 62.2f –10.3 

PNA7 Ac-GTAGA(Py)TCACT-LysNH2 3788.9 3789.4 44.3f –7.9 

PNA8 Bz-GTAGA(PyBu)TCACT-LysNH2 3893.0 3893.7 45.7f –6.5 

DNA1 dA9 - - - - 

DNA2 dA4TA4 - - - - 

DNA3 dAGTGATCTAC - - - - 

DNA4 dAGTGACCTAC - - - - 
a T = ssACPC-T; T = (3R,4S)-APC-T; T = (3S,4R)-APC-T;  
(Py) = pyrene-1-carbonyl modification; (PyBu) = 4-(pyrene-1-yl)butyryl  
b กับ complementary DNA (dA9 สําหรับ PNA1–PNA4 และ PNA6; dAGTGATCTAC สําหรับ PNA5, PNA7 และ PNA8) 
c คาที่ลดลงเปรียบเทียบกับ acpcPNA ภายใตสภาวะเดยีวกัน (Tm ของพีเอ็นเอกับ complementry DNA ; Ac-TTTTTTTTT-LysNH2: 
72.5 °C; Ac-GTAGATCACT-LysNH2: 52.2 °C). 
d สภาวะ: 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.0, 100 mM NaCl, [PNA] = 1.0 μM and [DNA] = 1.0 μM 
e กราฟเปนลักษณะแบนราบ (very broad) และ ไมแสดงกราฟการหลอมเหลว 2 ข้ัน (non-two-state melting curve) 
f สภาวะ: 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.0, [PNA] = 2.5 μM and [DNA] = 3.0 μM 

พีเอ็นเอที่สังเคราะหไดนั้นนําไปหาคา melting temperature (Tm) เพ่ือศึกษาความสามารถในการจับยึด

กับกรดนิวคลีอิกโดยมีรายละเอียดดังนี้ 

PNA1: homothymine acpcPNA ที่เปล่ียน (1S,2S)-ACPC เปน (3R,4S)-APC ทั้งสาย 

PNA2: homothymine acpcPNA ที่เปล่ียน (1S,2S)-ACPC เปน (3S,4R)-APC ทั้งสาย 

PNA3: homothymine acpcPNA ที่เปล่ียน (1S,2S)-ACPC เปน (3R,4S)-APC ตําแหนงกลางตําแหนงเดียว 

PNA4: homothymine acpcPNA ที่เปล่ียน (1S,2S)-ACPC เปน (3S,4R)-APC ตําแหนงกลางตําแหนงเดียว 

PNA5: mix base acpcPNA ที่เปล่ียน (1S,2S)-ACPC เปน (3R,4S)-APC ตําแหนงกลางตําแหนงเดียว 

PNA6: homothymine acpcPNA ที่เปล่ียน (1S,2S)-ACPC เปน (3R,4S)-APC ตําแหนงกลางตําแหนงเดียว 

และมีการติดหมู pyrene-1-carbonyl ที่ตําแหนง N1 ของ (3R,4S)-APC 
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PNA7: mix base acpcPNA ที่เปล่ียน (1S,2S)-ACPC เปน (3R,4S)-APC ตําแหนงกลางตําแหนงเดียว และมี

การติดหมู pyrene-1-carbonyl ที่ตําแหนง N1 ของ (3R,4S)-APC 

PNA8: mix base acpcPNA ที่เปล่ียน (1S,2S)-ACPC เปน (3R,4S)-APC ตําแหนงกลางตําแหนงเดียว และมี

การติด 4-(pyrene-1-yl)butyryl ที่ตําแหนง N1 ของ (3R,4S)-APC 

 การทดลองดวยเทคนิค spectroscopy ทั้งหมดจะกระทําใน 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.0 

ที่ความเขมขนของเกลือเปน 100 mM sodium chloride และความเขมขนของพีเอ็นเอและดีเอ็นเอ เทากับ 1.0 μM 

(ในกรณีที่กระทําในสภาวะอื่นจะกําหนดไวใตภาพ เชน ที่ความเขมขนอื่น หรือท่ี pH อื่น) การทดลองหา UV 

melting temperature ไดผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 3.3 และภาพ 3.16a 
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ภาพ 3.16 a) กราฟ Thermal denaturation และ b) First derivative plot ของสารประกอบเชิงซอน  
PNA1+DNA1 (—), PNA2+DNA1 (—), PNA3+DNA1 (—), PNA4+DNA1 (—), PNA5+DNA3 (—), PNA6+DNA1 (—), 
PNA7+DNA3 (—), PNA8+DNA3 (—). คา Tm วัดภายใตสภาวะ 10 mM sodium phosphate buffer pH 7.0, 100 mM NaCl, 
สําหรับ PNA1–PNA5 [PNA] = 1 μM และ [DNA] = 1 μM,  
สําหรับ PNA6–PNA8 [PNA] = 2.5 μM และ [DNA] = 3.0 μM. 
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จากภาพที่ 3.16 ในการตรวจสอบความสามารถในการจับยึดกับกรดนิวคลีอิกของพีเอ็นเอที่มีการเปลี่ยน

สะพานเชื่อมไปทั้งระบบ จากผลการทดลองพบวาการเปลี่ยนสะพานเชื่อมจาก (1S,2S)-ACPC ไปเปน (3R,4S)-

APC (PNA1) ทั้งสายจะทําใหคา Tm นั้นลดลงพอสมควร (ΔTm = –17.0 ºC คิดเปนลดลง 23.4%) เมื่อเทียบกับ 

acpcPNA ซึ่งก็เปนไปตามที่คาดหมายไววาเมื่อมีการเปล่ียนคอนฟอรเมชันของสะพานเชื่อมไป โดยที่การ

เปล่ียนแปลงอะตอมคารบอนเปนไนโตรเจนในสะพานเชื่อม อาจทําใหเกิดการจัดเรียงตัวของโครงสรางในระดับ

สามมิติที่เปล่ียนแปลงไป และไปทําลายความเสถียรโดยรวมของระบบ แตอยางไรก็ตามคา Tm ที่ปรากฏก็ยังสูง

กวาของดีเอ็นเอธรรมชาติมาก และเปนที่นาสังเกตวาลักษณะของกราฟที่ไดจะมีลักษณะแบนกวา acpcPNA แตก็

ยังมีลักษณะเปน S-curve อยู ซึ่งสันนิษฐานวาสารเชิงซอนที่เกิดขึ้นนาจะมีหลายรูปแบบปนกันอยู (เชนอาจเกิด

เปน triplex hybrid) และเพ่ือเปนการยืนยันสมมติฐานดังกลาวจึงไดทําการทดลองดวยเทคนิค UV titration และ 

CD spectroscopy ไดผลดังภาพที่ 3.17 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                   
                                                  a)                                                                                                b)                             

ภาพที่ 3.17 a) UV titration plots ของ PNA1 ( ), PNA2 ( ), PNA3 ( ) และ complementary DNA (dA9). 
กราฟแสดงสัดสวนของ observed A260/calculated A260 และ mole fraction ของ DNA และวัดภายใตสภาวะ 10 
mM sodium phosphate buffer pH 7.0, 100 mM NaCl at 25 °C, ความเขมขนเริ่มตนของ PNA = 2 μM และ 
b) CD spectra ของ dA9 (—), PNA1 (....), dA9 + 1 equiv. PNA1 (- —), และ dA9 + 2 equiv. PNA1 (⋅⋅⋅⋅). 
spectra ทําการวัดที่ 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, 100 mM NaCl at 25 °C, [PNA] = 2.5 or 5.0 
μM และ [DNA] = 2.5 μM. 

ในการยืนยันลักษณะการเกิดสารประกอบเชิงซอนของ acpc/apcPNA หลังจากที่ไดทําการทดลอง UV 

titration (ภาพ 3.13a) เปรียบเทียบระหวาง PNA1-3 พบวา PNA1 นาจะสามารถเกิดสารประกอบเชิงซอนกับ dA9 

ไดทั้งแบบ PNA·DNA และ (PNA)2·DNA ดุไดจากกราฟ ( ) แสดงใหเห็นวามีจุดหักเห (inflection point) 2 จุด 

คือท่ีบริเวณ 50 และ 35% mol โดยประมาณ แสดงถึงลักณษะของสารประกอบเชิงซอนที่แตกตางกัน ในขณะท่ี 

PNA3 ( ) ที่มีการแทรกสะพานเชื่อม (3R,4S)-APC ในตําแหนงกลางตําแหนงเดียวนั้น (acpc/apcPNA) จะมีจุด

หักเหที่บริเวณใกลเคียงกับ 50%mol ซึ่งหมายถึงการเกิดสารประกอบเชิงซอนแบบ PNA·DNA 1:1 เหมือนกับที่
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พบในระบบของ acpcPNA สวน PNA2 ( ) นั้นพบวากราฟจะมีลักษณะแบนราบ ไมมีการหักเหเกิดขึ้น แสดงวา

ไมสามารถเกิดสารประกอบเชิงซอนที่เสถียรระหวาง PNA กับ DNA ได ซึ่งสอดคลองกับขอมูลท่ีไดจากการ

ทดลองดวยเทคนิค CD spectroscopy (ภาพที ่3.17b) โดย CD spectra ของของผสมระหวาง PNA1 กับ dA9 ใน

อัตราสวน 1:1 และ 1:2 ซึ่งยืนยันไดวามีการเกิดสารประกอบเชิงซอนขึ้นจริง โดย negative band ของ dA9 ที่ 250 

nm จะเกิดการเลื่อนแบบ blue-shfited ไปที่ 247 nm และมีการเพิ่มของสัญญาณเกิดขึ้นดวย นอกจากนี้ยังมี 

negative band ปรากฏที่ 267 nm ซึ่งความเขมของสัญญาณจะเพิ่มขึ้นเมื่ออัตราสวนของ PNA:DNA เพ่ิมขึ้นจาก 

1:1 เปน 2:1 เมื่อความเขมขนของดีเอ็นเอคงที่ สวนพีคอื่นๆ นั้นไมมีการเปลี่ยนแปลง จากทั้งหมดที่กลาวมา ทํา

ใหสรุปไดวาในระบบของ apcPNA (PNA1) มีการเกิดขึ้นของสารเชิงซอนที่มีลักษณะแตกตางกัน เมื่ออัตราสวน

ระหวาง PNA:DNA แตกตางกัน ซึ่งคําอธิบายที่เปนไปไดของการเกิดสารประกอบเชิงซอนของ (PNA)2·DNA เมื่อ

เปรียบเทียบกับ acpcPNA ที่จะเกิดแบบ PNA·DNA 1:1 นาจะมาจากแรงดึงดูดระหวางประจุ (electrostatic 

attraction) ระหวางประจุบวกของพีเอ็นเอกับประจุลบของดีเอ็นเอ ซึ่งการทดลอง UV-melting temperature ที่ pH 

8.0 (ภาพที่ 3.18) นั้นสนับสนุนสมมติฐานดังกลาว เน่ืองจากที่ pH สูงนั้น (pH 8.0) ไนโตรเจนของวงพิโรลิดีน 

(pKa ~ 8.75) [41] จะเกิดการ protonated นอย แรงดึงดูดระหวางประจุก็จะลดนอยลงดวย ซึ่งในภาวะที่เกิดการ 

protonated นอยนี้ พฤติกรรมของสะพานเชื่อม APC จะใกลเคียงกับสะพานเชื่อม ACPC กลาวคือไมมีประจุบวก

อยูบนสายพีเอ็นเอ ในขณะที่ pH 7.0 นาจะเกิดการ protonated ไดทําใหพีเอ็นเอมีประจุบวกดังที่ไดกลาวมา 

ขณะเดียวกันจะสังเกตไดจาก PNA3 ที่มีการแทนที่สะพานเชื่อมไปเพียง 1 ตําแหนง จะเกดิสารประกอบเชิงซอน

แบบ duplex ได แตจะไมเกิดสารประกอบเชิงซอนแบบ triplex เน่ืองจากสะพานเชื่อมสวนใหญยังเปน ACPC อยู

สวนของ APC ที่แทรกไปจึงไมมีอิทธิพลมากนัก อยางไรก็ตามในทางปฏิบัติ ถานําระบบ acpc/apcPNA ไปใชเปน 

probe ในการตรวจวัดดีเอ็นเอ จะตองมีการตอ signaling unit เชน fluorescence เขาไปในบริเวณไนโตรเจน

ดังกลาวโดยผานพันธะเอไมด ซึ่งก็จะทําใหไมสามารถเกิดการ protonate ได ปญหาในเรื่องการเกิดสารประกอบ

เชิงซอนแบบ (PNA)2·DNA จึงไมใชประเด็นสําคัญ 
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ภาพที่ 3.18 a) a) กราฟ Thermal denaturation และ b) First derivative plot ของสารประกอบเชิงซอน PNA1 
และ DNA1 ที่pH 7.0 (—) และ pH 8.0 (....) ทําการวัดที่ 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0 or pH 
8.0), 100 mM NaCl, [PNA] = 1 μM และ [DNA] = 1 μM. 

ในทางกลับกัน การเปล่ียนสะพานเชื่อมจาก (1S,2S)-ACPC ไปเปน (3S,4R)-APC (PNA2) ทั้งสายนั้น

จะทําใหคา Tm ลดลงมากจนไมสามารถตรวจวัดไดที่อุณหภูมิที่ทําการทดลอง คือ 20 °C แสดงใหเห็นวาสาร

เชิงซอนที่เกิดขึ้นนั้นไมมีความเสถียรมากพอ ซึ่งสอดคลองกับการทดลอง UV titration (ภาพ 3.17a) และ CD 

spectra (ภาพที่ 3.19) ของ PNA2 นั้นจะไมพบการเปล่ียนแปลงของ PNA2 กับ dA9 ทั้งในอัตราสวน 1:1 และ 2:1 

ซึ่งแสดงวาไมพบสัญญาณของสารเชิงซอนใดๆ และสามารถสรุปไดวาเฉพาะสะพานเชื่อมชนิด (3R,4S)-APC 

เทานั้นที่สามารถแทนที่สะพานเชื่อมชนิด (1S,2S)-ACPC แลวทําใหพีเอ็นเอที่ไดยังคงมีสมบัติการจับยึดกับกรด

นิวคลีอิกอยู สวนสะพานเชื่อมชนิด (3S,4R)-APC (PNA2) นั้นจะไมคงสมบัติดังกลาว 
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ภาพที่ 3.19 Comparison of CD spectra of a) dA9 (—), PNA2 (....), dA9 + 1 equiv PNA2 (- —), and dA9 
+ 2 equiv PNA2 (⋅⋅⋅⋅) spectra ทําการวัดที่ 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, 100 mM NaCl at 25 
°C, [PNA] = 2.5 or 5.0 μM และ [DNA] = 2.5 μM. 
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ในกรณีของ PNA3 ซึ่งเปนระบบที่เปล่ียนสะพานเชื่อมตําแหนงกลางตําแหนงเดียวนั้น โดยเปนสะพาน

เชื่อมชนิด (3R,4S)-APC จากคา UV-melting temperature จะพบวามีคาลดลงเล็กนอย -1.4 °C (คิดเปน 2.3%) 

เมื่อเทียบกับ acpcPNA ซึ่งแสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนสะพานเชื่อมดังกลาวมีผลทําใหความเสถียรลดลงเล็กนอย 

แตก็ยังนาจะมีศักยภาพในการนําไปทําเปน probe ในการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอได โดยสามารถนําไปติดฉลาก 

fluorescence เพ่ือประยุกตเปน probe ไดโดยที่คา Tm ไมแตกตางจากระบบ acpcPNA มากนัก ในขณะที่ การ

เปล่ียนสะพานเชื่อมจาก (1S,2S)-ACPC เปน (3S,4R)-APC (PNA2 และ PNA4) จะทําใหคา Tm นั้นลดลงอยาง

มากจนไมสามารถตรวจวัดได ในกรณีที่เปล่ียนทั้งสาย (PNA2) และลดลงอยางมากถึง -44.2 °C (คิดเปน 60.9%) 

ในกรณีที่เปล่ียนตําแหนงกลางตําแหนงเดียว (PNA4) ซึ่งเปนไปตามที่คาด เพราะสะพานเชื่อม (3S,4R)-aza-acpc 

นั้นมีรูปแบบสเตอริโอเคมีที่ตางไปจาก (1S,2S)-acpc โดยสิ้นเชิง จึงทําให สารประกอบเชิงซอนระหวาง PNA-

DNA ที่เกิดขึ้นไมมีความเสถียรในสภาวะดังกลาว  

จากที่กลาวมาขางตน สําหรับ PNA1 และ PNA3 ที่เปนระบบของ homothymine ที่ใชสะพานเชื่อมแบบ 

(3R,4S)-APC นั้นสารประกอบเชิงซอนระหวาง PNA และ DNA ที่ไดจะมีความเสถียร จึงไดทดลองตอในระบบ

ของ mix base sequence ซึ่งก็พบวาเปนเชนเดียวกัน โดย PNA5 นั้นมีคา Tm ลดลงเล็กนอยเพียง -1.4 °C (คิด

เปน 2.3%) เมื่อเทียบกับ acpcPNA ซึ่งนาจะเปนการยืนยันวา acpc/apcPNA ที่พัฒนาขึ้นนี้นาจะสามารถนําไป

ประยุกตใชเปน PNA Probe ในการตรวจวิเคราะห DNA ไดจริงในระบบดีเอ็นเอท่ีมีนิวคลีโอเบสธรรมชาติ 

 นอกจากการศึกษาความเสถียรของสารประกอบเชิงซอนที่เกิดขึ้นแลว ยังไดศึกษา base pair specificity 

ของ apcPNA และ acpc/apcPNA อีกดวย โดยไดนํา PNA1, PNA3 และ PNA5 ทดสอบการเกิดสารประกอบ

เชิงซอนกับดีเอ็นเอที่เปน single mismatch (dA4TA4 สําหรับ PNA1, PNA3 และ dAGTGACCTAC สําหรบั 

PNA5) ดวยเทคนิค UV-melting temperature ดังภาพที่ 3.20 พบวาเมื่อมีลําดับเบสผิดไป 1 ตําแหนง (single 

mismatch) จะมคีา Tm ลดลงถึง -14.5°C, -28.0°C และ -21.3°C ตามลําดับ ซึ่งแสดงใหเห็นถึงความมี specificity 

ตอ base pair ที่สูง 
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ภาพที่ 3.20 a) กราฟ Thermal denaturation และ b) First derivative plot ของสารประกอบเชิงซอนแบบ single-
mismatched ระหวาง PNA1+DNA2 (—), PNA3+DNA2 (....), PNA5+DNA4 (⋅⋅⋅⋅) ทําการวัดที่ 10 mM 
sodium phosphate buffer pH 7.0, 100 mM NaCl, [PNA] = 1 μM และ [DNA] = 1 μM. 

และเพ่ือตรวจสอบการนํา acpc/apcPNA ไปใชงานในการเปน probe สําหรับตรวจวัดดีเอ็นเอ พีเอ็นเอ 3 

ชนิดที่มีการตอหมู pyrene หรือ อนุพันธของ pyrene ไดแก PNA6, PNA7 และ PNA8 ไดถูกสังเคราะหขึ้นเปน

ตนแบบในการศึกษา โดย pyrene ที่นํามาศึกษาในงานวิจัยนี้ คือ Pyrene-1-carboxylic acid (ใน PNA6 และ 

PNA7) และ 4-(pyrene-1-yl)-butyric acid (ใน PNA8) โครงสรางแสดงดังภาพท่ี 3.21 

O OH
O

OH

 

ภาพที่ 3.21 โครงสรางของ Pyrene-1-carboxylic acid และ 4-(pyrene-1-yl)-butyric acid  

โดยคาดหวังวานาจะมีการเปล่ียนแปลงของสัญญาณ fluorescence ระหวางรูปแบบ single-stranded 

PNA และ PNA·DNA duplex โดยมีสมมติฐานคือ เมื่ออยูในรูป single-stranded PNA หมู pyrene จะสามารถเกิด

แรงยึดเหนี่ยวกับนิวคลีโอเบสบนพีเอ็นเอไดอยางแข็งแรง ซึ่งสงผลใหสัญญาณ fluorescence ออนลง แตเมื่อเกิด

สารประกอบเชิงซอนกับดีเอ็นเอขึ้นผาน Watson-Crick base pairing หมู pyrene นาจะเกิดแรงกระทํากับนิวคลีโอ

เบสเปล่ียนไป และสงผลใหสัญญาณในการเกิด fluorescence เปล่ียนแปลงไปดวย และควรจะสามารถตรวจวัด

การเปล่ียนแปลงที่เกิดขึ้นไดชัดเจน จากผลการวัด UV-melting temperature ตามตารางที่ 3.3 นั้นพบวา

สารประกอบเชิงซอนของ PNA6, PNA7 และ PNA8 มีคา Tm ที่ลดลงเทากับ -10.3, -7.9 และ -6.5 °C ตามลําดับ 
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เมื่อเทียบกับ acpcPNA ทั้งนี้การที่ความเสถียรลดลงนาจะมาจากความเกะกะ (steric effect) ของหมู pyrene 

นั่นเอง 

สําหรับ PNA6 ซึ่งเปนพีเอ็นเอท่ีเปนชนิด homothymine ที่ติดหมู pyrene-1-carboxylic acid เขาไปนั้น 

เมื่อนําไปวัดดวยเครื่อง fluorescence spectrophotometer ดังภาพที่ 3.22 พบวา เมื่ออยูในรูป single-stranded 

PNA จะใหสัญญาณของ emission bands ที่ 382 และ 400 nm และเมื่อเกิดสารประกอบเชิงซอนกับ dA9 

(complementary DNA; DNA1) พบวาสัญญาณที่ 382 nm มีความเขมเพ่ิมขึ้นประมาณ 2.6 เทาเมื่อเทียบกับ 

single-stranded PNA และสามารถสังเกตไดดวยตาเปลาภายใตแสง UV (ภาพที่ 3.23) ในขณะที่เมื่อเกิด

สารประกอบเชิงซอนกับ dA4TA9 (single mismatch DNA; DNA2) พบวาสัญญาณ fluorescence มีการ

เปล่ียนแปลงโดยมีความเขมเพ่ิมขึ้นเล็กนอย เมื่อเทียบกับ single-stranded PNA  
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ภาพที่ 3.22 Fluorescence spectra ของ pyrene-labeled acpc/apcPNA PNA6 (—), PNA6 + complementary 
DNA (.....), PNA6 + single mismatch DNA (⋅⋅⋅⋅) ทําการวัดที่ 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, 
[PNA] = 2.5 μM และ [DNA] = 3.0 μM, excitation wavelength = 345 nm. 
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PNA6 

(single stranded) 

PNA6+DNA1  

(complementary) 

PNA6+DNA2  

(single mismatched) 

ภาพที่ 3.23 ภาพถายของ pyrene-labeled PNA6 แบบ single-stranded PNA และแบบเกิดสารเชิงซอนกับ 
complementary DNA และ single mismatch DNA ภายใตแสง UV (365 nm) ทําการวัดที่ 10 mM sodium 
phosphate buffer, pH 7.0, [PNA] = 2.5 μM และ [DNA] = 3.0 μM 

 สําหรับ PNA7 ที่เปน mixed base sequence ก็จะพบการเปลี่ยนแปลงสัญญาณ fluorescence ใน

ลักษณะเดียวกัน แมวาการเปลี่ยนแปลงดังกลาวจะมีคานอย คอื ประมาณ 1.3 เทา เมื่อเทียบระหวางสารประกอบ

เชิงซอนกับ dA9 (PNA7+DNA3) กับ single-stranded PNA (PNA7) สวนสารประกอบเชิงซอนของ PNA7 กับ 

single mismatch DNA (PNA7+DNA4) นั้นจะไมมีการเปลี่ยนแปลงสัญญาณ fluorescence ซึ่งแสดงใหเห็นถึง

ความจําเพาะเจาะจงที่สูงมากของพีเอ็นเอระบบนี้ ดังภาพท่ี 3.24 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.24 Fluorescence spectra ของ pyrene-labeled acpc/apcPNA PNA7 (—), PNA7 + complementary 
DNA (.....), PNA7 + single mismatch DNA (⋅⋅⋅⋅) ทําการวัดที่ 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, 
[PNA] = 2.5 μM และ [DNA] = 3.0 μM, excitation wavelength = 340 nm. 
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 การเปล่ียนแปลงสัญญาณ fluorescence ที่นาสนใจเปนอยางยิ่งนั้นพบใน PNA8 ซึ่งเปนพีเอ็นเอที่มี

ลําดับเบสเหมือนกับ PNA7 แตเปล่ียนหมู fluorophore จาก pyrenecarbonyl ไปเปน pyrenebutyryl คือมีการเพิ่ม

จํานวนคารบอนอะตอมใหยาวขึ้นจาก 1 อะตอม เปน 4 อะตอม ซึ่งสงผลใหหมู pyrene นั้นมีระยะหางจากสาย    

พีเอ็นเอเพ่ิมขึ้น นําไปสูการเพิ่มขึ้นของสัญญาณ fluorescence ที่ 379 nm ประมาณ 4.8 ถึง 5 เทาในสารประกอบ

เชิงซอนของพีเอ็นเอกับ complementary DNA (PNA8+DNA3) เทียบกับ single-stranded PNA (PNA8) และ

สารประกอบเชิงซอนของ PNA8 กับ single mismatch DNA (PNA8+DNA4) ดังภาพที่ 3.25 ความแตกตางที่

เพ่ิมขึ้นมากนี้ นาจะมาจากการที่หมู pyrenebutyryl สามารถเกิดแรงยึดเหนี่ยวกับนิวคลีโอเบสในพีเอ็นเอมากกวา

ที่หมู pyrenecarbonyl เกิดแรงยึดเหนี่ยวกับนิวคลีโอเบสในพีเอ็นเอ ซึ่งพิจารณาไดจากสัญญาณ fluorescence ที่

คอนขางต่ําของ single-stranded PNA8 (ประมาณ 50 unit) เมื่อเทียบกับ single-stranded PNA7 (ประมาณ 180 

unit) และหลังจากที่พีเอ็นเอทั้งสองเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนแลวจะเห็นวามีคาสัญญาณ fluorescence ที่

ใกลเคียงกัน (ประมาณ 220-230 unit) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.25 Fluorescence spectra ของ pyrene-labeled acpc/apcPNA PNA8 (—), PNA8 + complementary 
DNA (.....), PNA8 + single mismatch DNA (⋅⋅⋅⋅) ทําการวัดที่ 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, 
[PNA] = 2.5 μM และ [DNA] = 3.0 μM, excitation wavelength = 340 nm. 

 การเพิ่มขึ้นของสัญญาณ fluorescence ในลักษณะที่เกิดกับ PNA8 นี้จะมีประโยชนในดานการเปน DNA 

probe ชนิดที่มี pyrene ติดอยูเปนอยางมาก เนื่องจากโดยทั่วไปสัญญาณ fluorescence ของ pyrene นั้นมักจะ

ลดลงเมื่อเกิดสารประกอบเชิงซอนกับดีเอ็นเอ [42] เน่ืองจากการซอนเหล่ือม (stacking) และแทรกตัวของหมู 

pyrene (intercalation) เขาไปในชั้นของ base (base stack) ใน DNA duplex แตในระบบของ acpcPNA/DNA 

duplex กลับใหผลตรงกันขาม ซึ่งอาจเกิดจากการที่ pyrene ไมสามารถ intercalate เขาไประหวางคูเบสของ 

acpcPNA/DNA duplex ได การเปล่ียนแปลงการเรืองแสงเมื่อเกิดเปน duplex กับ DNA ทําให pyrenecarbonyl-

acpc/apcPNA หรือ pyrenebutyryl- acpc/apcPNA สามารถทําหนาที่เปน quencher-free PNA beacons ได 

เพราะพีเอ็นเอระบบนี้ มีหมู fluorophore เพียงหมูเดียว ไมจําเปนตองมี quencher ก็สามารถแสดงสัญญาณที่

แตกตางระหวาง single-stranded PNA กับ PNA⋅DNA duplex ได และเนื่องจากมีหมู fluorophore หมูเดียวจึงทํา
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ใหงายตอการสังเคราะหมากกวา probe ที่มีหมู fluorophore 2 หมู และยังทําใหลดปญหาเรื่องการละลายน้ําไดอีก

ดวย ถึงแมวาการเพิ่มขึ้นของสัญญาณ fluorescence จะไมสูงมากนัก (ประมาณ 5 เทา) เน่ืองจากสัญญาณ 

background ที่สูงของ pyrene chromophore ใน single-stranded PNA แตพีเอ็นเอระบบนี้ก็มีขอดีในดานความ

เสถียรของสารประกอบเชิงซอนที่เกิดขึ้นและความจําเพาะเจาะจงตอเบสที่สูง ทําให acpc/apcPNA มีศักยภาพที่ดี

ในการนําไปใชในการตรวจวัดลําดับเบสในดีเอ็นเอ แตอยางไรก็ตามงานวิจัยนี้ยังตองมีการศึกษาและพัฒนาอีก

มาก ทั้งในดานการเพิ่มความเสถียรใหเทียบเคียงกับระบบ acpcPNA การศึกษาชนิดของ fluorophore ผลกระทบ

ของนิวคลีโอเบสขางเคียงวามีผลตอสัญญาณที่เกิดขึ้นอยางไร เพ่ือใหได acpc/apcPNA ที่มีประสิทธิภาพสูงในการ

นําไปประยุกตใชในเทคนิคการตรวจสอบลําดับเบสบนดีเอ็นเอตอไป 
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บทที่ 4 

สรุปผลการทดลอง 

 งานวิจัยนี้ไดศึกษาการสังเคราะหพิโรลิดีนพีเอ็นเอชนิดใหมที่มีสะพานเชื่อมเปน 3-aminopyrrolidine-4-

carboxylic aicd (APC) ซึ่งพัฒนามาจากพิโรลิดีนพีเอ็นเอชนิด acpcPNA พีเอ็นเอชนิดใหมนี้จะมีหมูเอมีนทุติยภูมิ

อิสระที่สามารถปรับแตงตอไปได เชนโดยการเติมฉลากเรืองแสง (fluorescence label) งานวิจัยสวนแรกจะเปน

การพัฒนาการสังเคราะหสะพานเชื่อม APC ซึ่งมีทั้งหมด 4 สเตอริโอไอโซเมอร ไดแก (3R,4S)-APC, (3R,4R)-

APC, (3S,4S)-APC และ (3S,4R)-APC โดยการดัดแปลงวิธีจากเอกสารอางอิง จากผลการทดลองสามารถ

สังเคราะห trans-isomer ของ APC ไดแก (3R,4S)-APC ในรูป N3-Fmoc/N1-Boc (3a) และ N3-Fmoc/N1-Tfa 

(4a) และ (3S,4R)-APC ในรูป N3-Fmoc/N1-Boc (3b) ไดสําเร็จโดยไดผลผลิตรอยละ 9.8, 9.8 และ 7.4 ตามลําดับ 

เมื่อเริ่มจากสารมัธยันต ethyl 1-tert-butoxycarbonyl-4-oxopyrrolidine-3-carboxylate (5) สวน cis-isomer คือ 

(3R,4R)-APC และ (3S,4S)-APC ไมไดศึกษาตอในงานวิจัยนี้ เน่ืองจากการสังเคราะหทําไดยาก ประกอบกับผล

การศึกษากับ (3R,4S)-APC ไดใหผลการทดลองที่บรรลุวัตถุประสงคของการทดลองแลว จึงเนนการศึกษาเชิงลึก

กับเฉพาะสะพานเชื่อมตัวนี้เทานั้น หลังจากนั้น จึงนําสะพานเชื่อมที่ไดรวมกับพิโรลิดีนมอนอเมอร 4 ชนิด ไดแก 

A monomer (1a), T monomer (1b), C monomer (1c) และ G monomer (1d) ไปสังเคราะหเปน apcPNA หรือ 

acpc/apcPNA โดยใชวิธีการสังเคราะหบนวัฏภาคของแข็ง โดยไดออกแบบ acpc/apcPNA ทั้งหมด 8 ชนิด ที่มี

การแทนที่สวนของสะพานเชื่อม (1S,2S)-ACPC ดวย (3R,4S)-APC (3a) หรือ (3S,4R)-APC (3b) ใน acpcPNA 

ทั้งหมดหรือเพียงบางสวน โดยในกรณีของพีเอ็นเอที่จะตอหมูฟลูออเรสเซนสนั้นจะแทนที่ดวยสะพานเชื่อมชนิด 

(3R,4S)-APC (4a) ที่มีหมูปกปองอะมิโนเปน Tfa (N1-Tfa) ซึ่งสามารถปลดหมู Tfa ออกและตอหมูฟลูออเรสเซนส

บนสายพีเอ็นเอท่ียังอยูบนวัฏภาคของแข็งได จากนั้นจึงปลดสายพีเอ็นเอออกจากวัฏภาคของแข็งและนําไปทําให

บริสุทธิ์โดยเทคนิค HPLC และพิสูจนเอกลักษณโดย MALDI-TOF Mass Spectrometry  

งานวิจัยในสวนที่สองเปนการศึกษาสมบัติการจับยึดกับกรดนิวคลีอิกของพีเอ็นเอที่สังเคราะหขึ้น โดยจะ

ใชเทคนิคทางสเปกโตรสโกป ไดแก เทคนิค UV melting temperature (Tm), UV-titration, circular dichroism 

(CD) spectroscopy และ fluorescence spectrophotometry จากผลการทดลองระบุไดวาสะพานเชื่อมชนิด 

(3R,4S)-APC สามารถแทนที่สะพานเชื่อมชนิด (1S,2S)-ACPC ใน acpcPNA ไดโดยมีผลทําใหความแข็งแรงของ

การจับยึดกับกรดนิวคลีอิกลดลงเล็กนอย โดยการแทนที่ทั้งหมด จะทําใหคา Tm ลดลงมากที่สุด ในขณะท่ีการ

แทนที่เพียงตําแหนงเดียว (acpc/apcPNA) จะทําใหคา Tm ลดลงเพียงเล็กนอยเมื่อเทียบกับ acpcPNA ที่ไมได

ผานการดัดแปลง และยังคงความจําเพาะเจาะจงกับการจับยึดกับดีเอ็นเอเปาหมายอยู โดยการวัดคา Tm กับ 

single mismatch DNA พบวามีคา ΔTm = -14.5°C, -28.0°C และ -21.3°C ตามลําดับ ซึ่งแสดงใหเห็นวาพีเอ็นเอ

ระบบนี้มีความจําเพาะเจาะจงตอเบสสูง  สวน acpc/apcPNA ที่มีสะพานเชื่อมชนิด (3S,4R)-APC แทนที่สะพาน

เชื่อมชนิด (1S,2S)-ACPC นั้นจะมีความแข็งแรงของการจับยึดกับดีเอ็นเอที่ลดลงอยางมากเมื่อเทียบกับ 

acpcPNA ที่ไมไดดัดแปลง  
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นอกจากนี้ยังไดพัฒนาวิธีการติดฉลากเรืองแสงลงบน acpc/apcPNA เพ่ือศึกษาความสามารถในการทํา

หนาที่เปน probe ที่สามารถเปลี่ยนแปลงการเรืองแสงไดเมื่อจับกับดีเอ็นเอเปาหมาย โดยพบวาเมื่อทําการติด

ฉลากดวย pyrenecarbonyl (Py) บน acpc/apcPNA จะสามารถวัดคาสัญญาณฟลูออเรสเซนสที่เปล่ียนแปลงได

หลังการไฮบริไดซกับดีเอ็นเอคูสม โดยมีคาเพ่ิมขึ้นประมาณ 1.3-2.6 เทา เมื่อเทียบกับ single-stranded PNA 

ในขณะที่การติดฉลากดวย pyrenebutyryl (PyBu) จะทําใหคาสัญญาณฟลูออเรสเซนสเพ่ิมขึ้นประมาณ 4.8-5.0 

เทา เมื่อเทียบกับ single-stranded PNA ซึ่งแสดงใหเห็นวา acpc/apcPNA ที่ติดฉลากดวย pyrene สามารถ

นํามาใชบอกความแตกตางของ single-stranded PNA กับ PNA·DNA hybrid ไดและนาจะมีศักยภาพนําไปพัฒนา

เปนตัวตรวจวัดดีเอ็นเอท่ีมีประสิทธิภาพสูงตอไปในอนาคต โดยตองมีการศึกษาและพัฒนาเพิ่มเติมในดานการเพิ่ม

ความเสถียรใหเทียบเคียงกับระบบ acpcPNA ศึกษาชนิดของหมูฟลูออเรสเซนสที่ใช รวมทั้งผลกระทบของลําดับ

เบสท่ีมีตอความสามารถในการเปลี่ยนแปลงการเรืองแสงตอไป 
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ภาคผนวก 
 

ตารางที่ S1 รายชื่อพีเอ็นเอที่สังเคราะหไดและดีเอ็นเอท่ีใชในงานวิจัยนี้ 

Figure label 
Code Sequences 

HPLC MS 

PNA1 Bz-T9-LysNH2 S1a S1b 

PNA2 Bz-T9-LysNH S2a S2b 

PNA3 Bz-T4TT4-LysNH2 S3a S3b 

PNA4 Bz-T4TT4-LysNH2 S4a S4b 

PNA5 Bz-GTAGATCAC T-LysNH2 S5a S5b 

PNA6 Ac-T4(Py)TT4-LysNH2 S6a S6b 

PNA7 Ac-GTAGA(Py)TCACT-LysNH2 S7a S7b 

PNA8 Bz-GTAGA(PyBu)TCACT-LysNH2 S8a S8b 

DNA1 dA9 - - 

DNA2 dA4TA4 - - 

DNA3 dAGTGATCTAC - - 

DNA4 dAGTGACCTAC - - 

สําหรับ PNA: T = ssACPC-T; T = (3R,4S)-APC-T; T = (3S,4R)-APC-T; (Py) = pyrene-1-carbonyl 
modification; (PyBu) = 4-(pyrene-1-yl)butyryl modification 
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ภาพที่ S1 a) HPLC โครมาโตแกรมของ PNA1 

 

 

 

 
Figure S1 b) MALDI-TOF MS ของ PNA1 
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Figure S2 a) HPLC โครมาโตแกรม ของ PNA2 

 

 

 

 
Figure S2 b) MALDI-TOF MS ของ PNA2 
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Figure S3 a) HPLC โครมาโตแกรม ของ PNA3 

 

 

 

 
Figure S3 b) MALDI-TOF MS ของ PNA3 
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Figure S4 a) HPLC โครมาโตแกรม ของ PNA4 

 

 

 

 
Figure S4 b) MALDI-TOF MS ของ PNA4 

 

 

 



ห น า  | 51 

 

 
Figure S5 a) HPLC โครมาโตแกรม ของ PNA5 

 

 

 

 
Figure S5 b) MALDI-TOF MS ของ PNA5 
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Figure S6 a) HPLC โครมาโตแกรม ของ PNA6 

 

 

 

 
Figure S6 b) MALDI-TOF MS ของ PNA6 
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Figure S7 a) HPLC โครมาโตแกรม ของ PNA7 

 

 

 

 
Figure S7 b) MALDI-TOF MS ของ PNA7 
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Figure S8 a) HPLC โครมาโตแกรม ของ PNA8 

 

 

 

 
Figure S8 b) MALDI-TOF MS ของ PNA8 
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