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บทคัดยอ 
 
 งานวิจัยน้ีสนใจศึกษาการสังเคราะหหนวยมอนอเมอรของพีเอ็นเอระบบพิโรลิดินิล คือ N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-
hydroxy-L-proline diphenylmethyl ester ซึ่งปฏิกิริยาที่สําคัญคือการปกปองหมูคารบอกซิลใหเปนหมูไดฟนิลเมทิลเอสเทอร 
โดยไดพัฒนาวิธกีารสังเคราะหไดฟนิลไดเอโซมีเทนซ่ึงเปนรีเอเจนตในปฏิกิริยาดังกลาว จากเดิมที่ใชเมอรคิวริคออกไซดเปล่ียนเปน
โพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต พบวาสามารถสังเคราะหสารเปาหมายไดผลผลิตที่สูง โดยเปนวิธีที่งายและสามารถหลีกเล่ียง
ความเปนพิษของการใชปรอทลงได 
 
คําสําคัญ :  ไดฟนิลไดเอโซมีเทน / ออกซิเดชัน 
 
 
Abstract 
 
 In this study, N-tert-butoxy carbonyl-cis-4-hydroxy-L-proline diphenylmethyl ester which is pyrrolidinyl 
monomer was synthesized by converting carboxylic acid to diphenylmethyl ester. Synthesis of Diphenyl 
diazomethane reagent was developed by using potassium permanganate instead of mercuric oxide. It was found 
that, the target molecule could be synthesized by this developed method with high yield, decrease toxicity and 
environment friendly 
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1. บทนํา 
 พีเอ็นเอ คือ โมเลกุลที่สังเคราะหขึ้นมาเลียนแบบดีเอ็นเอในธรรมชาติโดยในป ค.ศ. 1991Nielsen และคณะ [Nielsen     
et al., 1991] ไดสังเคราะหพีเอ็นเอระบบแรกคือ aminoethylglycyl PNA (aegPNA) ซึ่งพีเอ็นเอระบบนี้โครงสรางหลักเปน      
2-aminoethylglycine และนิวคลีโอเบสอยูบนโครงสรางหลักที่เปนโอลิโกเพปไทด และพบวาสามารถเกิดสารเชิงซอนกับดีเอ็นเอ
คูสมไดอยางจําเพาะเจาะจงและมีเสถียรภาพสูง เนื่องจากในโครงสรางหลักของพีเอ็นเอนั้นมีความเปนกลาง และไมมีประจุลบ
ของหมูฟอสเฟตเหมือนท่ีพบในดีเอ็นเอ จึงไมเกิดแรงผลักระหวางประจุไฟฟาอีกทั้งยังมีความทนทานตอเอนไซมในรางกาย นอกจาก
จะมีคุณสมบัติที่นาสนใจแลวพีเอน็เอยังสามารถนาํไปประยุกตใชไดอยางหลากหลายเชน ในดานการการตรวจวัดดีเอ็นเอ เคร่ืองมือ
วินิจฉัยโรค และเซนเซอรทางชีวเคมี เปนตนในงานวิจัยน้ีสนใจศึกษาการสังเคราะหพิโรลิดีนมอนอเมอร โดยการสังเคราะห       
พิโรลิดีนมอนอเมอรตามวิธีของ Vilaivan และคณะ [Lowe et al., 1997] พบวาในการเตรียม diphenyldiazomethane นั้นทํา
โดยปฏิกิริยาออกซิเดชันของ benzophenonehydrazone ดวย mercuric oxide (HgO) ซึ่งเปนสารที่มีความเปนพิษสูง ผูวิจัย   
จึงไดสนใจพัฒนาวิธีในการเตรียม diphenyl diazomethane ซึ่งสามารถเตรียมไดหลายวิธี เชน Paredes R. และคณะ 
[Paredes et al., 1965] ไดใช benzhydrol เปนตัวออกซิไดซและใช p-toluenesulfonic acid เปนตัวเรงปฏิกิริยาพบวาสามารถ
สังเคราะหโมเลกุลเปาหมายไดผลผลิตรอยละที่สูงอยูในชวงรอยละ 78-83 ตอมา Lapatsanis L. และคณะ [Lapatsanis        
et al., 1985] ไดเสนอวิธีการเตรียม diphenylmethyl ester ของอนุพันธของกรดคารบอกซิลิกชนิดตางอยางงาย โดยการใช 
phenyliodine (III) diacetate เปนตัวออกซิไดซ ผลการทดลองพบวาไดผลผลิตรอยละอยูในชวง 73-93 ตอมา Curini M. และ
คณะ [Curini et al, 1997] ไดคนพบวิธีในการเตรียม diphenylmethyl ester โดยการใช Oxone ที่ตรึงลงบนอะลูมินา (wet 
Alumina) เปนตัวออกซิไดซ benzophenone hydrazine และมี Iodine เปนตัวเรงปฏิกิริยาพบวาไดรอยละของผลิตภัณฑ       
อยูในชวง 70-95 และวิธีนี้ยังงายตอการทําสเกลใหญเนื่องจากระบบของตัวออกซิไดซสามารถกรองออกไดดวยการกรองธรรมดา
จึงงายตอการทําปฏิกิริยาและ Oxone/Al2O3 นั้นมีราคาถูก และ Kang-Hyeok Lee และคณะ [Kang-Hyeok Lee et al., 2006] 
ไดเตรียม diphenylmethyl ester จาก benzophenonehydrazone โดยไดทําการเปล่ียนสภาวะตางๆ เชน วัสดุรองรับ 
(support) เชน alumina และ silica gel ตัวออกซิไดซ เชน KMnO4 และ MnO2 ผลการทดลองพบวา การใชอะลูมินาเปน        
วัสดุรองรับใหผลการทดลองที่ดีกวาซิลิกาที่สภาวะเดียวกัน และจากรายงานวิจัยการเตรียมพิโรลิดีนมอนอเมอรที่ใชตัวออกซิไดซ
ที่มีความเปนพิษสูงและมีราคาแพง ในงานวิจัยนี้จึงศึกษาวิธีการเตรียม diphenylmethyl ester ของพิโรลิดีนมอนอเมอรใหเปน
วิธีที่หลีกเล่ียงความเปนพิษของปรอทโดยการใชรีเอเจนตชนิดอื่นทีห่าไดงาย ราคาถูก มีความเปนพิษนอยและยังคงใหผลิตภัณฑ   
ที่มีปริมาณและความบริสุทธิ์สูง 
 
2. วิธีการ 
 2.1 การสังเคราะหพิโรลิดีนมอนอเมอร 
 

HN

OH
O

HO
HN

OH
O

HO
N

OH
O

HO

Boc
N

OH
O

DpmO

Boc

i ii iii

51.7% 86.1% 99.7%  
 
Reagents and conditions : i = 1) PrOCO2COPr 150C , 1 h 2) 2N HCl, reflux, ii = Boc2O/ tBuOH, NaOH/H2O, iii = 
Ph2CN2, EtOAc 
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 2.1.1 การสังเคราะห cis-4-Hydroxy-D-proline 
 นํา trans-4-Hydroxy-L-proline (10.492 g, 80 mmol) ละลายใน propionic anhydride (50 mL) รีฟลักซที่อุณหภูมิ 
150C เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากน้ันนํามาระเหย propionic anhydride ออกจากน้ันนําไปรีฟลักซกับ 2N HCl (50 mL) ที่อุณหภูมิ 
100C เปนเวลา 3 ชั่วโมง นําสารละลายที่ไดไปตมกับผงถานเพ่ือกําจัดสี กรอง และลางดวยน้ํารอน นําไประเหยน้ําออกจะได
ของแข็งสีขาว (hydrochloride salt) หนัก 15.105 g นําไปตกผลึกโดยนําไปละลายในน้ํา 45.3 mL คนจนสารละลายใส จากนั้น
เติม Et3N 15.1 mL คอยๆ เติม EtOH407.8 mL ทิ้งไว 15 นาทีใหตกผลึก กรองแลวลางของแข็งดวย EtOH 40 mL จะไดของแข็ง
สีขาวหนัก 5.153 g (51.7% yield) 
 
1H NMR (400 MHz, D2O) : H 2.071 [d, J = 14.05 Hz, 1H, CH2(3’)] 2.320[t, J = 10.46 Hz, 1H, CH2(3)] 3.224 [dd, J = 
12.26, 39.71 Hz, 2H, CH2(5’)] 4.029 [d, J = 7.76 Hz, 1H, CH(2’)] 4.397 [br, 1H, CH(4’)] 
 
 2.1.2 การสังเคราะห cis-N-(tert-butyoxycarbonyl)-4-hydroxy-D-proline 
 ละลาย cis-4-hydroxy-D-proline (4.780 g, 36 mmol) ใน สารละลาย NaOH25mL (2.162 g) และละลาย Boc2O 
(9.603 g) ใน tBuOH 25 mL แลวคอยๆ หยดลงในสารละลายขางตน คนสารละลายประมาณ 12 ชั่วโมง แลวระเหยตัว           
ทําละลายออกจากนั้นเติมน้ําเล็กนอยแลวปรับ pH 2-3 ดวย NaHSO4 สกัดดวย EtOAc 3 คร้ัง จากนั้นระเหยตัวทําละลายออก 
แลวตกผลึกดวย EtOAc 40 mL นําไปแชในตูเย็นประมาณ 12 ชั่วโมง แลวนําไปกรองและลางตะกอนดวย EtOAc ที่เย็นจะได
ของแข็งสีขาว 7.160 g (86.05% yield) 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): H 1.37 [s, 9H, CH3 Boc rotamer] 1.81 [m, 1H, CH2(3’)]  2.33 [m, 1H,CH2(3’)] 3.10 
[m, 1H, CH2(5’)] 3.48 [m, 1H, CH2(5’)] 4.09 [m, 1H, CH(2’)] 4.19 [m, 1H, CH(4’)]  
 
 2.1.3 การเตรียม Diphenyl diazomethane ดวยโพแทสเซียมเปอรแมงกาเนต 
 นํา Benzophenonehydrazone 5 g (25 mmol) ละลายใน CH2Cl2 125 mLในภาชนะท่ีมีฟอยลหุมอยูจากนั้นเตรียม 
KMnO4 7.902 g (2 eq) ผสมลงใน Al2O3 25 g แลวคอยๆ เทลงในสารละลายขางตน ปฏิกิริยาจะเกิดสมบูรณใน 2 ชั่วโมง    
เม่ือปฏิกิริยาเกิดสมบูรณเทสารละลายสีมวงออก (ภาชนะท่ีรองรับตองหุมดวยฟอยล) แลวเติม Hexane เล็กนอยเพื่อกล้ัวสาร 
แลวนําสารละลายที่ไดไประเหยเอาตัวทําละลายออกจะไดสารละลายสีมวง นําไปแชเย็น -20 C ประมาณ 12 ชั่วโมง จะได
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3. ผลและอภิปราย 
 งานวิจัยนี้ไดสังเคราะหพิโรลิดีนมอนอเมอรโดยเร่ิมจากการทําใหเกิดปฎิกิริยาอิพิเมอรไรซเซชันของ trans-4-hydroxy-L-proline 
ใหไดเปน cis-4-hydroxy-D-prolineโดยใช propionic anhydride แทนการใช acetic anhydride ตามวิธีของ Vilaivan [Lowe 
et al., 1997] พบวาไดผลผลิตรอยละอยูในชวง 42-51 ซึ่งใหผลท่ีไมแตกตาง จากนั้นทําการปกปองหมูเอมีนดวย di-tert-butyl 
bicarbonate ไดผลผลิตรอยละอยูในชวง 74-86 จากนั้นทําการเปล่ียนหมูกรดคารบอกซิลิกของอนุพันธของโพรลีนใหเปนหมู
ไดฟนิลเมทิลเอสเทอร โดยไดทําการเตรียม diphenyl diazomethane ขึ้นมากอนโดย ในงานวิจัยนี้ไดพัฒนาวิธีในการเตรียม 
diphenyl diazomethane ซึ่งจากการสํารวจวิธีทีไ่ดมีการรายงานมากอนหนานีพ้บวามี 2 วิธีที่สามารถทําไดงาย ใชสารท่ีมีราคาถกู
และไมมีความเปนพิษ โดยวิธีแรกนั้นเปนวิธีแบบ one-pot reaction ของ Curini M. และคณะ [Curiniet al, 1997] ใช oxone     
ที่ตรึงลงบนอะลูมินาเปนตัวออกซิไดซ benzophenone hydrazone และมี iodine เปนตัวเรงปฏิกิริยาผลการทดลองพบวา    
สารตั้งตนที่ใชในการทําปฏิกิริยาไมสามารถทําปฏิกิริยาไดทั้งหมด และสารผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นไมมีความบริสุทธิ์ และไดรอยละ
ของผลิตภัณฑที่ตํ่า จึงไดทําการทดลองวิธีที่สอง คือ การเตรียม diphenyl diazomethane ขึ้นมากอนตามวิธีของ Kang-Hyeok 
Lee และคณะ [Kang-Hyeok Lee et al., 2006] โดยใช KMnO4 ตรึงลงบนอะลูมินาเปนตัวออกซิไดซ benzophenone 
hydrazone ผลการทดลองพบวาสามารถเตรียม diphenyl diazomethane ขึ้นไดและเมื่อนําไปใชเปนรีเอเจนตในปฏิกิริยา    
การเปล่ียนหมูกรดคารบอกซิลิกใหไดเปนหมูไดฟนิลเมทิลเอสเทอรแลวพบวาไดผลผลิตรอยละที่สูงคืออยูในชวง 79-98 ดังนั้นจึง
สรุปผลการทดลองไดวาวิธีการเตรียม diphenyl diazomethane จาก KMnO4 ใหผลการทดลองที่ดีที่สุด อีกท้ังเปนวิธีที่ทําไดงาย 
ใชสารราคาถูกและใชสารที่ไมเปนพิษ (green chemistry) 
 จากผลการทดลองพบวาการสังเคราะห N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-prolinediphenylmethyl ester โดยการใช
โพแทสเซียมเปอรแมงกาเนตนั้น ไดผลการทดลองที่ไมแตกตางกับการสังเคราะหโดยวิธีตางๆ ที่ไดมีการรายงานมากอนหนานี้ 
ตามตารางการเปรียบเทียบผลผลิตรอยละของการสังเคราะห N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-prolinediphenyl methyl 
ester ดวยวิธีที่ไดรายงานมากอนหนานี้ดังตาราง 1 
 
ตารางที่ 1 เปรียบเทียบผลผลิตรอยละของ N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-proline diphenyl methyl ester ดวย

สภาวะตางๆ 
 

ลําดับ เอกสารอางอิง สภาวะ % Yield 
1 ParedesR. และคณะ [3] Benzene, benzhydrol reflux, p-toluenesulfonic acid 78-83 
2 Lapatsanis L. และคณะ [4] Tri-diphenylmethyl phosphate, CH2Cl2, trifluoroacetic acid cat. 71-87 
3 Lapatsanis L. และคณะ [7] Benzophenonehydrazone, Al2O3, Phenyliodine (III) diacetate cat.     73-93 
4 Curini M. และคณะ [5] Benzophenonehydrazone, Oxone, I2/ CH2Cl2, wet alumina 70-95 
5 Kang-Hyeok Lee และคณะ [6] Benzophenonehydrazone,CH2Cl2, 0.1 mmol KMnO4/Al2O3, O2, rt 77-94 
6 Vilaivan และคณะ [8] Benzophenonehydrazone, Na2SO4, Et2O, 10%KOH/EtOH 78-86 
7 งานวิจัยนี้ Benzophenonehydrazone, CH2Cl2,2 mmol KMnO4/Al2O3, rt 79-98 

 
4. บทสรุป 
 งานวิจัยนี้ไดศึกษาการเตรียม diphenyl diazomethane โดยใช KMnO4 เปนตัวออกซิไดซ เพื่อนําไปใชในการสังเคราะห 
N-tert-Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-proline diphenylmethyl ester จากผลการทดลองพบวาการสังเคราะห N-tert-
Butoxycarbonyl-cis-4-hydroxy-L-proline diphenylmethyl ester โดยวิธีที่เตรียมขึ้นใหมนี้ใหผลการทดลองที่ไมแตกตางจาก
วิธีที่เคยรายงานมากอนหนานี้คือไดผลผลิตรอยละอยูในชวง 79-98 อีกทั้งวิธีนี้ยังชวยลดความเปนพิษของปฏิกิริยาลงไดเม่ือ
เปรียบเทียบกับวิธีที่ใช mercuric oxide (HgO)  
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บทคัดยอ 
 
 การอักเสบเปนกระบวนการที่รางกายตอบสนองตอส่ิงกระตุนภายนอกทําใหเกิดโรคในส่ิงมีชีวิต การศึกษากระบวนการ
ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับการอักเสบ จะชวยทําใหเราสามารถเขาใจกลไกที่เก่ียวของไดดีย่ิงขึ้น การศึกษานี้
ผูวิจัยไดนําขอมูลไมโครอารเรยที่เก่ียวของกับการตอบสนองการอักเสบของเซลลแมคโครฟาจหนู RAW 264.7 ที่ถูกเหนี่ยวนํา
ดวย LPS จากฐานขอมูลสาธารณะไปตรวจหากลุมยีนและทรานสคริปชันแฟคเตอรที่เก่ียวของกับการตอบสนองการอักเสบ โดย
อาศัยการสรางเครือขายการควบคุมการแสดงออกของยีนและการคัดกรองขอมูลที่เก่ียวของโดยการสืบคนวารสารวิจัย ผลท่ีได
คือเครือขายที่มียีนจํานวน 5 ยีน คือ MEF2A, NFKB1, NFKB2, NFATC1 และ NFATC3 ที่สรางทรานสคริปชันแฟคเตอร 
MEF2, NF-B และ NFAT ซึ่งควบคุมยีนเปาหมายที่เก่ียวของกับการตอบสนองการอักเสบจํานวน 64 ยีน ซึ่งมีการแสดงออก
มากกวา 1.4 เทา และพบ 6 ยีนที่เปนยีนตอบสนองการอักเสบ ซึ่งถูกควบคุมดวยกลุมของทรานสคริปชันแฟคเตอรที่แตกตางกัน
ไปตามแตละชวงของเวลา โดยมีทรานสคริปชันแฟคเตอร MEF2 ศูนยกลางการควบคุมที่สําคัญของการแสดงออกของยีน
ตอบสนองการอักเสบ 4 ชนิด ในชวงเวลา 3 และ 6 ชั่วโมง  การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาเราสามารถนําขอมูลไมโครอารเรยมาใช
เพื่อตรวจสอบกลไกการควบคุมการแสดงออกของยีนที่เก่ียวของ ซึ่งจะทําใหเราสามารถเรียนรูและทําความเขาใจกลไกการอักเสบ  
ในระดับโมเลกุลไดดีย่ิงขึ้น 
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Abstract 
 
 Inflammation is a process of vascular tissues that response to harmful stimuli such as injury, pathogens or 
irritants. Study of gene expression regulatory network of inflammation leads to more understand of involved 
mechanisms. The use of microarray datasets of LPS-stimulated mouse macrophage RAW 256.7 and TF-TG 
(transcription factors and their target genes) data were used to search for the responsive TFs and their TGs by 
constructing of gene regulatory network and data filtering with literatures. The results found 5 genes such as 
MEF2A, NFKB1, NFKB2, NFATC1 and NFATC3 that encoded 3 TF proteins such as MEF2, NF-B and NFAT. 
These regulated 64 target genes with more than 1.4 fold change. There were 6 inflammatory responsive genes 
regulated by various TFs according to time-series. TF protein MEF2 is the important hub to regulate the expression 
of four inflammatory genes at 3 and 6 hr. In addition, public microarray and TF-TG data can be used to discovered 
gene regulatory network to more understand inflammatory mechanisms. 
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