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บทคัดยอ 
 
 ซีรัมโบนท่ีแยกไดจากเหงากะทือนํามาใชเปนสารตั้งตนในการเปล่ียนแปลงโครงสราง ได
สารอนุพันธท้ังส้ิน 22 สาร เม่ือนําไปทดสอบฤทธ์ิในการฆาเซลลมะเร็งทอน้ําดีอันประกอบดวย 
KKU100, KKU-M139, KKU-M156, KKU-M213 and KKU-M214 เซลลมะเร็ง KB, NCI-H187, 
MCF-7 และเซลลปรกติ Vero cells นอกจากนี้ยังทดสอบฤทธ์ิตานเช้ือมาลาเรียอีกดวย ผลการ
ทดสอบพบวาเอมีน 3 และ ไซยาโนเอมีน 16 แสดงฤทธ์ิกับเซลล KKU100 ดวยคา IC50 = 3.87 และ
2.39 µg/ml ตามลําดับ ในการศึกษากลไกการออกฤทธ์ิโดยใชโปรแกรมโมเลคิวลาร ด็อกกิ้ง เพ่ือดู
การจับกันของอนุพันธซีรัมโบนกับเอมไซม CDK-2, CDK-5, EGFR, และ GSK-3 พบวาสาร 3 และ 
16 จะมีอันตรกิริยากับเอมไซม EGFR ท่ีดีกวา 
 สารไบโอรีดักทีฟ 29 และ 30 ถูกสังเคราะหขึ้นโดยการเช่ือมตอกันของสาร 3 และ 24 กับ
กรดควิโนนโพรพิโอนิก ตามลําดับ สารท่ีไดสรางขึ้นเพ่ือใหมีการหลุดออกของสารพิษอยางจําเพาะ
เจาะจงท่ีเซลลมะเร็งท่ีมีเอมไซมรีดักเทสและสภาวะขาดออกซิเจน สารท้ังสองแสดงคาความเปน
พิษท่ีนอยตอเซลล NCI-H187 และ MCF-7 ซ่ึงมีเอมไซมรีดักเทส ท้ังนีอ้าจเนื่องมาจากปฏิกิริยา
รีดักชันเกิดขึ้นไดไมสมบูรณ       
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ABSTRACT 
 

Zerumbone isolated from from Zingiber zerumbet Smith was used as the starting material 
for structural modification. Twenty-two derivatives were synthesized and evaluated for 
cytotoxicity against cholangiocarcinoma cell lines including KKU100, KKU-M139, KKU-M156, 
KKU-M213 and KKU-M214 as well as cytotoxicity against KB, NCI-H187, MCF-7 and Vero 
cells. All compounds also evaluated for antimalarial activity. Amine 3 and cyanoamine 16  
showed cytotoxicity against KKU-100 cell line (the least sensitive) with IC50 values of 3.87 and 
2.39 µg/ml. To investigate the potential molecular target of the most active compound, the 
docking was performed using different enzymes and receptor proteins including CDK-2, CDK-5, 
EGFR, and GSK-3. The docking results revealed that 3 and 16 exhibited better binding 
interaction to EGFR than CDK-2, CDK-5 and GSK-3.  
 Bioreductive agents 29 and 30 were synthesized by the connection of 3 and 24 with 
quinone propionic acid, respectively. These prodrugs have been designed to release toxic moieties 
selectively and preferentially under reductive or hypoxic conditions. Both compounds showed 
weaker cytotoxicity against NCI-H187 and MCF-7 cell lines (reductase containing cells). These 
results may be due to the partial reduction of quinone derivatives resulting in the small amount of 
toxic moiety in cancer cells.  
 
   
  



 7 

บทสรุปโครงการ 
 

ชื่อโครงการ  การปรับเปล่ียนโครงสรางของซีรัมโบนจากกะทือและฤทธ์ิทางชีวภาพ 
 

ผูดําเนนิการวิจัย  1. นางสาวฉว ี  เย็นใจ  (หัวหนาโครงการ) 
   2. นางสาวจันทนา บุญยะรัตน (นักวิจัย) 
   3. นางจริยา  หาญวจนวงศ (นักวิจัย) 
   4. นางสาวอุไรวรรณ  สงเสียง  (นักศึกษาปริญญาโท)              
   5. นางสาวสิริพิศ   พิศชวนชม (นักศึกษาปริญญาเอก) 
 

สถานที่ทํางาน  ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
  คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
  ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
 

ชวงเวลาการดําเนินงานวิจัย กรกฏาคม 2551-มิถุนายน 2553  
 

วัตถุประสงค  
1. เพ่ือสังเคราะหอนุพันธของซีรัมโบนท่ีนาจะมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีดีขึ้น โดยมุงเนนฤทธ์ิตาน

มะเร็ง นอกจากนี้จะศึกษาฤทธ์ิตานเช้ือรา ตานเช้ือวัณโรค ตานเช้ือมาลาเรียอีกดวย 
2.  ศึกษากลไกการจับกันของยากับรีเซพเตอรหรือเอนไซมโดยใชเทคนิคทางคอมพิวเตอร 

โดยสรางแบบจําลองของเอนไซมหรือรีเซพเตอรท่ีเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็ง แลวนํามา
ศึกษาโดยใช เทคนิคโมเลคิวลารดอกกิ้ง (molecular docking) 

3.  คัดเลือกสารท่ีมีศักยภาพในการฆาเซลลมะเร็งมาดัดแปลงใหเปน bioreductive prodrug 
เพ่ือใหมีฤทธ์ิฆาเซลลมะเร็งท่ีเฉพาะเจาะจง 
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1. สังเคราะหอนุพันธของซีรัมโบนโดยขบวนการทางเคมีอินทรียสังเคราะห ใหมีหมูฟงกชัน

ท่ีแตกตางออกไปเชน alcohol, amine, epoxide และ ether เปนตน  
2. ทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพเชนฤทธ์ิตานมะเร็งกับเซลลตางๆคือ KB, BC, NCI-H187, MCF-7 

และมะเร็งทอน้ําด ีและฤทธ์ิตานเช้ือรา เช้ือวัณโรค และเช้ือมาลาเรีย 
3. สรางแบบจําลองเอนไซม/รีเซพเตอรเปาหมาย ดวยโปรแกรม AutoDock Tools ศึกษาการ

จับกันระหวางสารท่ีสังเคราะหกับเอนไซมหรือรีเซพเตอร ดวยเทคนิคทางคอมพิวเตอร  
4. คัดเลือกอนุพันธท่ีมีศักยภาพในการฆาเซลลมะเร็ง นํามาสังเคราะหเปน prodrug และ

ทดสอบฤทธ์ิ 
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บทนํา 
 

โรคมะเร็งถูกจัดเปนโรคท่ีเปนท่ีสรางปญหาทางสาธารณสุขระดับสําคัญของประเทศ ท้ังนี้
เพราะยาท่ีใชรักษาโรคมะเร็งชนิดตางๆ ยังไมสามารถรักษาครอบคลุมไดทุกชนิดของโรคในผูปวย 
อีกท้ังยังพบอุบัติการณของโรคท่ีดื้อตอยา มีพิษขางเคียงสูง รวมท้ังยามีราคาแพง การศึกษาและวิจัย
ตัวยาใหมท่ีมีประสิทธ์ิภาพสูงแตมีพิษและฤทธ์ิขางเคียงนอย จึงยังมีความจําเปนอยูมาก ดังนั้นการ
วิจัยและคนควาเพ่ือพัฒนายารักษามะเร็งจากธรรมชาต ิ ไดแกพืช สัตว และจุลชีพ กลับเขามามี
บทบาทสําคัญอีกครั้งหนึ่ง โครงการวิจัยนี้นอกจากจะไดพบแหลงกําเนิดของยาตัวใหมแลว ก็ยังเปน
การพัฒนายาจากสารท่ีไดจากธรรมชาติท่ีหาไดงายและมีราคาถูก และลดปญหาการขาดดุลการคา
เนื่องจากการนํายาเขาประเทศไดอีกทางหนึ่งดวย จึงไดทําการศึกษาสารตานมะเร็งจากเหงากะทือ
กับเซลลมะเร็งท่ีเล้ียงไวในหลอดทดลอง 
 กะทือเปนพืชลมลุก มีหัวหรือเหงาใตดิน พบวามีสรรพคุณชวยกระตุนการบีบตัวของลําไส 
ขับลม แกอาการทองอืด ทองเฟอ แกอาการจุดเสียด  มีฤทธ์ิขับลมเนื่องจากมีน้ํามันหอมระเหย  ฤทธ์ิ
ทางเภสัชวิทยาพบวาเปนพิษตอเซลล1-6  ขับพยาธิ เพ่ิมอัตราการเตนของหัวใจ ตานเช้ือแบคทีเรีย7 
คลายกลามเนื้อเรียบ ผูวิจัยไดทดลองแยกสกัดเบ้ืองตนพบวาสารหลักในกะทือคือ zerumbone8 ซ่ึง
เปนสารประกอบประเภท sesquiterpene เม่ือนําไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพตางๆท่ีศูนยพันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ ไดแก ฤทธ์ิตานเช้ือรา ตานเช้ือวัณโรค ตานเช้ือมาลาเรีย
และตานเซลลมะเร็ง พบวา zerumbone มีฤทธ์ิตางๆเปนท่ีนาสนใจมาก ดังแสดงในตารางท่ี 1 
 ตารางที ่1 ฤทธ์ิทางชีวภาพของ zerumbone 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ฤทธ์ิทางชีวภาพ IC50  (µg/ml) Control (standard) 
antiplasmodial 1.88 4.4 (Dihydroartimisinin) 
Anti TB 50 1.25 (Kanamycin) 
antifungal 35.22 0.043-0.057 (Amphotericin) 
Cytotoxicity  KB 5.28 0.223 (Ellipticine) 
                      BC 6.06 0.802 (Ellipticine) 
                      NCI-H187 4.16 0.034 (Doxorubicin) 
                      Vero cell 2.98 0.7 ±0.2 (Ellipticine) 
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 ผูวิจัยจึงสนใจท่ีจะดัดแปลงโครงสรางของ zerumbone โดยอาศัยวิธีทางเคมีอินทรีย
สังเคราะห9 เพ่ือใหไดสารท่ีมีฤทธ์ิทางชีวภาพเพ่ิมขึ้น โดยจะมุงเนนฤทธ์ิตานมะเร็งเปนหลัก (ตาม
ขอมูลเบ้ืองตนในตารางท่ี 1) และนอกจากนี้จะทําการทดสอบฤทธ์ิอ่ืนๆดวยเชนกัน 

จากการท่ีปจจุบันความรูทางดานชีวโมเลกุลมีความกาวหนามาก ทําใหสามารถพบสาเหตุ
ตลอดจนปจจัยในการเกิดโรคในระดับโมเลกุลของรางกายและจุลชีพ และรูถึงชีวโมเลกุลเปาหมาย 
(target)10-11  สงผลใหมีการประยุกตใชคอมพิวเตอรเขาชวยในการสรางแบบจําลอง 3 มิติของชีว
โมเลกุลเปาหมาย ซ่ึงมีความถูกตองเท่ียงตรงทําใหสามารถออกแบบสารใหมท่ีมีฤทธ์ิแรงและมี
ความเฉพาะเจาะจง และยังสามารถนํา target มาคนหาสารตนแบบยาดวยการคัดกรองประสิทธิภาพ
สูงทางคอมพิวเตอร (virtual screening)12-13 การพัฒนายาใหมแบบ in silico นี้ นอกจากจะไดยาใหม
ท่ีมีประสิทธิผลสูงแลว ยังลดท้ังระยะเวลาและคาใชจาย       

ดังนั้นในงานวิจัยช้ินนี้จึงสนใจท่ีทําวิจัยโดยนําเทคนิคทางคอมพิวเตอรมาชวยในการศึกษา
ถึงกลไกการออกฤทธ์ิของสารสังเคราะหในการยับยั้งเซลลมะเร็ง โดยการศึกษาการจับกันของสาร
สังเคราะหกับเอนไซมหรือรีเซพเตอรท่ีเกีย่วของกับการเกิดมะเร็ง ดวยเทคนิคโมเลคิวลารดอกกิ้ง 
(molecular docking)  ซ่ึงสารท่ีไดมีประโยชนอยางยิ่งในการพัฒนาตอไปเปนยาท่ีมีประสิทธิภาพสูง
ในการรักษามะเร็ง 

 โดยท่ัวไปแลวขอจํากัดของการพัฒนายาตานมะเร็งนั้นมีเหตุผลมาจากการท่ีสารนั้นๆมีฤทธ์ิ
ฆาท้ังเซลลมะเร็งและเซลลปรกติ หากพบสารท่ีสามารถฆาเซลลมะเร็งแตไมเปนพิษตอเซลลปรกติ
ก็จะเปนประโยชนอยางมาก ผูวิจัยจึงมีแนวคิดท่ีจะปรับเปล่ียนโครงสรางของ zerumbone ใหเปน 
prodrug โดยทําปฏิกิริยาทางอินทรียเคมีระหวางอนุพันธของ zerumbone กับสารนําสง ซ่ึงเรียก
ขบวนการนี้วา Tumor Targeted Drug Delivery System (TDDS)14 สาร prodrug นี้ควรจะไมเปนพิษ
ตอเซลลปรกติ แตจะมีการปลดปลอยสารท่ีเปนพิษเม่ือถึงเซลลมะเร็งโดยปฏิกิริยาทาง bioreduction 
ในเซลลมะเร็งท่ีมีภาวะ hypoxia หรือมีเอนไซม reductase สูง15-16  
 จากโครงสรางของ zerumbone ซ่ึงพบวาหมูฟงกชันเปนแบบ α,β-unsaturated ketone และ 
isolated double bond ถาทําการดัดแปลงหมูฟงกชันใหเปนอัลกอฮอร หรือเอมีนโดยปฏิกิริยาทาง
เคมี แลวนําไปทดสอบฤทธ์ิตานเซลลมะเร็ง หากผลการทดสอบพบวาอนุพันธยังคงมีฤทธ์ิตาน
เซลลมะเร็งอยูก็จะนําไปตอกับสารนําสง แลวทดสอบฤทธ์ิอีกครั้ง ซ่ึง prodrug นี้ไมควรมีฤทธ์ิฆา
เซลลปรกติ หรือมีฤทธ์ินอยกวาสารตั้งตน แตเม่ือสารนี้เดินทางไปถึงเซลลมะเร็งก็ควรจะปลดปลอย
อนุพันธของ zerumbone ท่ีเปนพิษออกมา หากผลการทดลองเปนไปตามสมมติฐานท่ีตั้งไว ก็จะทํา
ใหไดยารักษามะเร็งท่ีมีผลขางเคียงนอย 
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วัตถุประสงค 
 

4. เพ่ือสังเคราะหอนุพันธของ zerumbone ท่ีนาจะมีฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีดีขึ้น โดยมุงเนนฤทธ์ิ
ตานมะเร็ง นอกจากนี้จะศึกษาฤทธ์ิตานเช้ือรา ตานเช้ือวัณโรค ตานเช้ือมาลาเรียอีกดวย 

5.  ศึกษากลไกการจับกันของยากับรีเซพเตอรหรือเอนไซมโดยใชเทคนิคทางคอมพิวเตอร 
โดยสรางแบบจําลองของเอนไซมหรือรีเซพเตอรท่ีเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็ง แลวนํามา
ศึกษาโดยใช เทคนิคโมเลคิวลารดอกกิ้ง (molecular docking) 

6.  คัดเลือกสารท่ีมีศักยภาพในการฆาเซลลมะเร็งมาดัดแปลงใหเปน bioreductive prodrug 
เพ่ือใหมีฤทธ์ิฆาเซลลมะเร็งท่ีเฉพาะเจาะจง 
 
 

วิธีการทดลอง 
  
 1. การแยกสกัดซีรัมโบน 
 นําผงกะทือแหงจํานวน 4 กิโลกรัม  มาแยกดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิเตด หลังจากระเหย

ตัวทําละลายแลวไดสารสกัดหยาบ 32.8 กรัม นํามาแยกดวยคอลัมนโครมาโทกราฟโดยใช  silica 
gel เปนตัวดูดซับและใชตัวทําละลายเฮกเซนและเอทธิลอะซิเตด โดยเพ่ิมความแรงของขั้วจากต่ําไป
สูง เก็บสารละลายเปนสวนๆละ 60 มิลลิลิตร เม่ือตรวจสอบสวนยอยตางๆ ดวย TLC สามารถรวม
เปนไดท้ังหมด 13 สวน นําสวนยอยท่ี 5 มาตกผลึกตอดวยเฮกเซน/เอทธิลอะซิเตด พบวาไดซีรัม
โบน 15 กรัม 

  
 
 
 
  
 
 
 2. การสังเคราะหอนุพันธของซีรัมโบน 

 นําซีรัมโบนท่ีไดมาเปนสารตั้งตนในการเปล่ียนแปลงโครงสรางโดยใชปฏิกิริยาทางเคมี
อินทรีย ไดอนุพันธท้ังส้ิน 22 สาร โดยอนุพันธเหลานั้นเปนสารประกอบประเภท อัลกอฮอร เอส
เทอร เอมีน เอไมด เอพพอกไซด และออกซีม เปนตน  

O

1

1
3

6
9
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12

13

14

15
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 2.1 ปฏิกิริยารีดักชันของซีรัมโบน 
  
 
 
 

 
 นําซีรัมโบน (503 มิลลิกรัม, 2.3 มิลลิโมล) ละลายในเตตระไฮโดรฟวแรน (1 มิลลิลิตร) 
เติมลิเทียมอลูมิเนียมไฮไดรดท่ีแขวนลอยอยูในเตตระไฮโดรฟวแรน (349 มิลลิกรัม, 9.2 มิลลิโมล) 
ท่ี 0°C กวนสารละลายตลอดเวลาเปนเวลา 5 ช่ัวโมง เทสารละลายลงใน 10% กรดไฮโดรคลอริก 
ทําการสกัดแยกดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟต
ท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 2  
 

 2.2 ปฏิกิริยาการเติมเอมีน 
 
 
 
 
 
 

 
 นําซีรัมโบน (50 มิลลิกรัม, 0.23 มิลลิโมล) ละลายในอะซีโทรไนไตรด (1 มิลลิลิตร) เติม
แอมโมเนีย (30% ในน้ํา, 2 มิลลิลิตร) กวนสารละลายตลอดเวลาเปนเวลา 5 วัน ระเหยตัวทําละลาย
ใหแหง ทําการสกัดแยกดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียม
ซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 3  

 เปล่ียนเอมีนเปน เอ็น-บิวทิลเอมีน เบนซิลเอมีนแทน พบวาไดผลิตภัณฑเปนสาร 4 และ 5 
ตามลําดับ 

 เปล่ียนสารตั้งตนจากซีรัมโบนเปนเอพพอกไซด 6 โดยใหทําปฏิกิริยากับเอมีนท้ัง 3 ชนิด 
ไดผลิตภัณฑเปนสาร 7, 8 และ 9 ตามลําดับ 
 
 
 

1

O

X

NH3 or
NH2(CH2)3CH3
or NH2CH2Ph

3 X = NH2
4 X = NHBu
5 X = NHBn

MeCN, rt

O OH
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1 2

1
3

6
9

10 LiAlH4
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 2.3 ปฏิกิริยาอะเซทิเลชัน 

 
 
 
 
 
 

 
 นําสาร 3 และ 4  (0.34 มิลลิโมล) มาทําปฏิกิริยากับ อะซิติกแอนไฮไดรด ในตัวทําละลาย

ไพริดีน (1 มิลลิลิตร) ท่ี 0°C เปนเวลา 8 ช่ัวโมง เทสารละลายลงในน้ําเย็น ทําการสกัดแยกดวยตัว
ทําละลายเอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหย
แหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 10 และ 11 ตามลําดับ 

 เม่ือเปล่ียนสารตั้งตนเปนสาร 7 พบวาไดผลิตภัณฑเปนสาร 12  
 
  
 
 
 
  

 
  
 
 
 

O O
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 2.4 ปฏิกิริยารีดักชันของสาร 4 และ 10 
 
 
 
 
 
 
 นําสาร 4 และ 10 (0.1 มิลลิโมล) ละลายในเมทธานอล (1 มิลลิลิตร) เติมโซเดียมโบโรไฮ

ไดรด (0.15 มิลลิโมล) ท่ี 0°C กวนสารละลายตลอดเวลาเปนเวลา 3 ช่ัวโมง เทสารละลายลงใน 
10% กรดไฮโดรคลอริก ทําการสกัดแยกดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําให
แหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสาร
บริสุทธ์ิ 13 และ 14 ตามลําดับ 

 
 2.5 ปฏิกิริยาเอพพอกซิเดชัน 
 
 
 
 
 
 นําซีรัมโบน (39 มิลลิกรัม, 0.18 มิลลิโมล) ละลายในเอทธิลอะซิเตด (0.5 มิลลิลิตร) เติม

กรดเมทตา-คลอโรเปอรเบนโซอิก (37.4 มิลลิกรัม, 0.22 มิลลิโมล) ท่ี 0°C กวนสารละลาย
ตลอดเวลาเปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวเพ่ิมอุณหภูมิเปนอุณหภูมิหองพรอมท้ังคนตลอดเวลา เท
สารละลายลงในน้ํา ทําการสกัดแยกดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหง
ดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสาร
บริสุทธ์ิ 6 
 

 2.6 ปฏิกิริยากับไซยาไนด 
 
 
 

 

1

O

O

mCPBA

6

EtOAc, rt

O

NC CNex. KCN
1

15a

15b-d+
MeCN-H2O

35-40oC

OH

NHBu

OH

NHAcNaBH4 or4 or 10

13 14

MeOH, 0oC



 15 

 นําซีรัมโบน (66 มิลลิกรัม , 0.3 มิลลิโมล) ละลายในอะซีโทรไนไตรด (1 มิลลิลิตร) เติม
สารละลายโปรตัสเซียมไซยาไนด (63 มิลลิกรัม, 0.97 มิลลิโมล) ท่ีอุณหภูมิหอง แลวเพ่ิมอุณหภูมิ
เปน 35-40°C พรอมท้ังคนตลอดเวลา เทสารละลายลงในน้ํา ทําการสกัดแยกดวยตัวทําละลายเอ
ทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําให
บริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสารบรสุิทธ์ิ 15a-d  

 เม่ือเปล่ียนสารตั้งตนเปนสาร 3 พบวาไดผลิตภัณฑเปนสาร 16 
 
 
 
 

 
 

 2.7 ปฏิกิริยาการเตรียมโมโนไซยาไนด 
 
 
 
 
 
 
 นําซีรัมโบน (50 มิลลิกรัม, 0.23 มิลลิโมล) ละลายในอะซีโทรไนไตรด (1 มิลลิลิตร) เติมได

เมทธิลเอมีนเกินพอ กวนสารละลายตลอดเวลาเปนเวลา 5 วัน ระเหยตัวทําละลายใหแหง ทําการ
สกัดแยกดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ี
ปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 17  

 นําสาร 17 (50 มิลลิกรัม, 0.19 มิลลิโมล) มาทําปฏิกิริยากับโปรตสัเซียมไซยาไนด (210.3 
มิลลิกรัม, 3.2 มิลลิโมล) โดยใชอะซีโทรไนไตรดและน้ํา (1:0.5) เปนตัวทําละลาย คนสารละลาย
ตลอดเวลาเปนเวลา 2 วัน ระเหยตัวทําละลายใหแหง ทําการสกัดแยกดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิ
เตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําใหบริสุทธ์ิดวย
วิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 19 
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 2.8 ปฏิกิริยากับเมทอกไซด 
 
 
 
 
 
 
  นําซีรัมโบน (50 มิลลิกรัม, 0.2 มิลลิโมล) ละลายในเมทธานอล (1 มิลลิลิตร) เติมโซเดียม

เมทอกไซด (74 มิลลิกรัม, 1.37 มิลลิโมล) ท่ีอุณหภูมิหอง กวนสารละลายตลอดเวลาเปนเวลา 2 วัน 
เทสารละลายลงในน้ําเย็น ทําการสกัดแยกดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทํา
ใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ได
สารบริสุทธ์ิ 20  
 

 2.9 ปฏิกิริยาการแทนที่ดวยโบรมีน 
 
 
 
 

 
 นําซีรมัโบน (20 มิลลิกรัม, 0.09 มิลลิโมล) ละลายในอะซีโทรไนไตรดและน้ํา (1:1 

มิลลิลิตร) เติมเอ็น-โบรโมซักซินาไมด ท่ีอุณหภูมิหอง คนสารละลายตลอดเวลาเปนเวลา 30 นาที 
ระเหยตัวทําละลายใหแหง เติมน้ํา ทําการสกัดแยกดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา 
น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทร
กราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 21 

  
 2.10 ปฏิกิริยาการเตรียมออกซีม  
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 นําซีรัมโบน (50 มิลลิกรัม, 0.23 มิลลิโมล) ละลายในเอทธานอล (1 มิลลิลิตร) เติมไฮดรอก
ซิลลามีนไฮโดรคลอไรด (158 มิลลิกรัม, 2.27 มิลลิโมล) และสารละลายโปรแตสเซียมไฮดรอกไซด 
(96 มิลลิกรัม, 1.71 มิลลิโมล) ท่ีอุณหภูมิหอง คนสารละลายตลอดเวลาเปนเวลา 2 วัน เทสารละลาย
ลงในน้ําเย็น ทําการสกัดแยกดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหงดวย
โซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 
22 และ 23 

  
 2.11 ปฏิกิริยาการเตรียมอัลกอฮอร 24 
 
 
 
 
 
 นําสาร 21 (15 มิลลิกรัม, 0.05 มิลลิโมล) ละลายในอะซีโทรไนไตรด(0.5 มิลลิลิตร) เติม

โปตัสเซียมคารบอเนต (14 มิลลิกรัม, 0.1 มิลลิโมล) และน้ํา (0.2 มิลลิลิตร)  ท่ีอุณหภูมิหอง คน
สารละลายตลอดเวลาเปนเวลา 2 วัน เทสารละลายลงในน้ํา สกัดดวยตัวทําละลายเอทธิลอะซิเตด 
ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธี
โครมาโทรกราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 24 

 

  
3. ปฏิกิริยาการเตรียมสาร bioreductive agents 
3.1 การเตรียม lactone 25 
 
 
 
 
 
 

 เติม methane sulphonic acid (6 มิลลิลิตร) ลงใน trimethylhydroquinone (1.0 กรัม, 6.63 
มิลลิโมล) เติม 3,3-dimethylacrylic acid (0.73 กรัม, 7.3 มิลลิโมล) ใหความรอนท่ี 70 °C เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง จากนั้นลดอุณหภูมิเปนอุณหภูมิหอง เทสารละลายลงในน้ํา ทําการสกัดแยกดวยตัวทําละลาย
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เอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง ทําให
บริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 25 

 
 3.2 การเตรียมอนุพันธควิโนน 26  
 
 
 
 

 นําสาร 25 (1.8 กรัม, 7.78 มิลลิโมล) ละลายในสารละลายอะซีโตไนไทรด (50 มิลลิลิตร) 
เติมสารละลาย n-bromosuccinimide (8.55 กรัม, 1.52 มิลลิโมล) ในอะซีโตไนไทรด กวน
สารละลายท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ช่ัวโมง เทสารละลายลงในน้ํา ทําการสกัดแยกดวยตัวทํา
ละลายเอทธิลอะซิเตด ลางดวยน้ํา น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหยแหง 
ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 26  

 
 3.3 การเตรียม bioreductive compounds 
 
 
 
 
  
 ละลาย quinone propionic acid และ อนุพันธของซีรัมโบนในไดคลอโรมีเทน เติม 4-(N,N-

dimethylamino)pyridine (DMAP), และสารละลาย N,N′-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) ในได
คลอโรมีเทน กวนสารละลายท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง จะสังเกตเห็นตะกอนสีขาวเกิดขึ้น 
กรองเอาตะกอนออก เติม 10% HCl ทําการสกัดแยกดวยไดคลอโรมีเทน ลางดวย สารละลายอ่ิมตัว 
NaHCO3 สกัดแยกดวยไดคลอโรมีเทน น้ําเกลือ ทําใหแหงดวยโซเดียมซัลเฟตท่ีปราศจากน้ํา ระเหย
แหง ทําใหบริสุทธ์ิดวยวิธีโครมาโทรกราฟฟ ไดสารบริสุทธ์ิ 27-28      
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นําสารท้ังหมดไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพกับเซลลมะเร็งทอน้ําด ีชนิด KKU-100, KKU-M139, 
KKU-M156, KKU-M213 และ KKU-M214 พบวาไดผลดังแสดงในตาราง 
 
ตารางที ่1 แสดงฤทธ์ิตานเซลลมะเร็งทอน้ําดขีองซีรัมโบนและอนุพันธ 

IC50 (µg/mL) 
Compound 

KKU-100 KKU-M139 KKU-M156 KKU-M213 KKU-M214 

1 NR NR NR NR NR 

2 NR NR NR NR NR 

3 3.87±0.14 14.89±1.29 16.25±1.27 12.21±0.53 14.04±1.74 

4 NR NR NR 10.67±0.19 12.11±0.17 

5 NR NR NR NR NR 

6 NR NR NR NR 12.33±0.91 

7 NR NR NR NR 4.60±0.10 

8 5.08±0.26 NR 14.82±0.57 11.57±0.74 15.68±0.24 

9 NR NR NR NR NR 

10 NR NR NR NR NR 

11 NR NR NR NR NR 

12 NR NR NR NR NR 

13 10.37±1.73 5.76±0.34 7.73±1.2 7.98±0.38 4.71±1.78 

14 NR NR NR NR NR 

15a-d NR NR NR NR 18.12±0.99 

16 2.39±0.41 4.53±0.02 7.05±0.92 7.11±1.24 5.70±1.25 

19 6.31±0.64 13.71±1.08 9.15±0.88 11.07±0.22 13.37±0.37 

20 NR NR NR 14.10±1.99 5.85±0.06 

21 NR NR NR NR NR 

22 17.97±0.76 NR NR NR 18.61±0.99 

23 NR NR NR NR 16.86±0.37 

Ellipticine 6.21±0.05 1.11±0.07 2.3±0.41 0.40±0.02 0.25±0.006 
aNR = no response at > 20 µg/mL. 
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นอกจากนี้เม่ือนําสารบางสวนไปทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพอ่ืนๆเชน ฤทธ์ิตานมะเร็งกับเซลล 
KB, BC, NCI-H187 และยังไดทดสอบกับเซลลปรกติไดแก Vero cells อีกดวย นอกจากนี้ไดทําการ
ทดสอบ ฤทธ์ิในการตานเช้ือมาลาเรีย พบวาไดผลดังแสดงในตาราง 

 
ตารางที ่2 แสดงฤทธ์ิตานเช้ือมาลาเรียและตานเซลลมะเร็งของซีรัมโบนและอนุพันธ 

Cytotoxicity; IC50 (µg/ml) 
Compound 

Antiplasmodial 

IC50 (µg/ml) NCI-H187 BC KB Vero cell 

1 2.58 2.43 4.40 7.32 4.35 

2 7.22 NRb NRb NRb 42.49 

3 1.31 3.99 NRb 10.67 7.47 

4 6.09 2.51 3.64 4.96 7.83 

5 2.27 10.84 26.02 11.64 15.24 

6  NRa 6.11 8.34 NRb 21.33 

7 2.54 11.51 24.44 NRb 16.38 

8 NRa 30.16 NRb NRb NRb 

9 NRa 16.21 NRb NRb NRb 

10 NRa NRb NRb NRb NRb 

11 1.97 NRb 11.37 NRb 24.52 

12 NRa NRb NRb NRb NRb 

19 1.85 2.20 8.68 5.07 6.20 

21 NRa NRb NRb 20.73 NRb 

22 NRa NRb NRb 23.23 NRb 

23 NRa NRb NRb NRb NRb 

24 3.52 2.63 3.99 16.15 7.47 

dihydroartimisinine 3.7 nM - - - - 

Ellipticine - 1.11±0.07 2.3±0.41 0.40±0.02 0.25±0.006 
aNR = no response at > 20 µg/ml. 
bNR = no response at > 50 µg/ml. 
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ตารางที ่3 แสดงฤทธ์ิตานเซลลมะเร็งของอนุพันธซีรัมโบนและควิโนน 

IC50 (µg/ml) 

Compounds 
KB 

NCI-

H187 
MCF-7 

Vero 

cell 

1 7.32 2.43 10.15 4.35 

3 0.39 1.37 9.76 7.95 

29 37.78 5.73 18.42 13.91 

24 2.63 3.99 16.15 7.47 

30 17.00 25.41 36.81 Inactive 

Ellipticine 0.347 0.44 - 1.025 

Doxorubicine - - 0.976 - 

 

Inactive at  > 50 µg/ml 
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วิเคราะหผลการทดลอง 
 

 จากการสกัดแยกซีรัมโบน (1) จากกะทือไดจํานวน 15 กรัม โดยใชวิธีทางโครมาโตกราฟฟ 
และตกผลึก นําซีรัมโบนท่ีไดมาเปนสารตั้งตนในการเปล่ียนแปลงโครงสรางโดยใชปฏิกิริยาทาง
เคมีอินทรีย ไดอนุพันธท้ังส้ิน 22 สาร ในการเขียน stereochemistry ของผลิตภัณฑท้ังหมดใน
รายงานช้ินนี้เปนการระบุแบบ relative stereochemistry 
 ปฏิกิริยารีดักชันของซีรัมโบนดวย LiAlH4 ไดสารประกอบอัลกอฮอร 2 จํานวน 431
มิลลิกรัมคิดเปน 85 % yield เม่ือนําสาร 1 มาทําปฏิกิริยากับเอมีนตางๆ พบวาเกิดปฏิกิริยาการเติมท่ี
ตําแหนง 3 จากการสืบคนขอมูลพบวาผลิตภัณฑ 3, 4 และ 5 โดยไดเปน trans ท่ีตําแหนง 2 และ3 
การท่ีนิวคลีโอไฟดทําปฏิกิริยาเฉพาะท่ีตําแหนง 3 ไมเขาท่ีตําแหนง 10 เนื่องจากตําแหนง 10 มี
ความเกะกะมากเพราะติดอยูกับคารบอน 9 ท่ีมีเมทธิล 2 กลุม เม่ือนําเอมีน 3 และ 4 มาทําปฏิกิริยา
กับ Ac2O ในไพริดีน ไดผลิตภัณฑเปนเอไมด 10 และ 11 ตามลําดับ เพ่ือใหไดอนุพันธของซีรัมโบน
ท่ีหลากหลายจึงนําเอมีน 4 และ เอไมด 10 มาทําปฏิกิริยารีดักชันดวย NaBH4 พบวาได amino 
alcohol 13 และ amino amide 14 ตามลําดับ 
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 ปฏิกิริยาของซีรัมโบนกับ m-CPBA ไดผลิตภัณฑเปนสาร 6 โดยเกิดปฏิกิริยาท่ีพันธะคูใน
ตําแหนง 6-7 เพราะมีความเกะกะนอยท่ีสุดและมีความหนาแนนของอิเลคตรอนมากกวาพันธะคูท่ี
ตําแหนงอ่ืน เม่ือนําสาร 6 ไปทําปฏิกิริยากับเอมีนชนิดตางๆ พบวาเอมีนเขาทําปฏิกิริยาท่ีตําแหนง 3 
เหมือนกับปฏิกิริยาของซีรัมโบนกับเอมีน ก็เนื่องจากเหตุผลของความเกะกะของหมูเมทธิล 2 หมูท่ี
ตําแหนง 9 จากนั้นทําปฏิกิริยา acetylation ของสาร 7  ไดผลิตภัณฑเปนเอไมด 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 การทําปฏิกิริยาเติมหมู CN- โดยใช KCN ท่ีเกินพอ พบวาไดผลิตภัณฑท่ี CN- เขาทํา
ปฏิกิริยาท่ีตําแหนง 3 และ 10 ท้ัง 2 ตําแหนง โดยมีผลิตภัณฑถึง 4 stereoisomers จากการสืบคน
ขอมูลพบวาผลิตภัณฑหลักเปนสารท่ีมี stereochemistry แบบสาร 15a เม่ือนําเอมีน 3 มาทําปฏิกิริยา
กับ KCN พบวาสามารถแยกไดสารไซยาโนเอมีน 16 เปนผลิตภัณฑ ในการเตรียมใหไดอนุพันธท่ีมี
หมู CN- จํานวน 1 หมูนั้นสามารถทําไดโดยการนําสาร 17 มาทําปฏิกิริยากับ KCN โดยท่ี CN จะเขา
ทําปฏิกิริยาท่ีตําแหนง 10 ไดสาร 18 เนื่องมาจากการท่ีหมู NMe2 สามารถหลุดออกไดงายมาก จึงทํา
ใหสาร 18 เกิดปฏิกิริยากําจัดไดผลิตภัณฑเปนสาร 19  
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 ปฏิกิริยาการเติมนิวคลีโอไฟดท่ีเปนออกซิเจนพบวา methoxide ion สามารถเขาทําปฏิกิริยา
ท่ีตําแหนง 3 เชนเดียวกับเอมีน โดย stereochemistry ของผลิตภัณฑท่ีตําแหนง 2 และ3 เปนแบบ 
trans ในสวนปฏิกิริยาของซีรัมโบนกับ NBS พบวาไดผลิตภัณฑท่ีเกิดการแทนท่ีตรงตําแหนง       
เมทธิลท่ีตําแหนง 13 โดยจาก 1H NMR spectrum พบ methylene proton ปรากฏสัญญาณท่ี δ 3.86-
4.02 ppm และสัญญาณของ 13C NMR พบ methylene proton ปรากฏท่ี δ 30.7 ppm  
 เม่ือทําปฏิกิริยาระหวางซีรัมโบนกับไฮดรอกซิลลามีน ไฮโดรคลอไรด ท่ีอุณหภูมิหอง ได
ผลิตภัณฑเปนออกซิม 22 เปนผลิตภัณฑหลักและ 23 เปนผลิตภัณฑรอง 
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ในการทดสอบฤทธ์ิฆาเซลลมะเร็งทอน้ําดีนั้น ทดสอบกับเซลล KKU-100 , KKU-139, 
KKU-156, KKU-213 และ KKU-214 ในเซลลเหลานี ้KKU-100 เปนเซลลท่ีไมวองไวตอยารักษา
มะเร็งท่ีสุด เห็นไดจากตองใชปริมาณของ ellipticine มากเพ่ือฆาเซลลนี้ (IC50 = 6.21 µg/ml) จาก
ตารางท่ี 1 จะเห็นไดวาสาร 3 แสดงฤทธ์ิฆาเซลลนี้ไดด ีโดยมีคา IC50 = 3.87 µg/ml นอกจากนี้ยัง
แสดงฤทธ์ิฆาเซลลอ่ืนๆโดยมีคา IC50 อยูในชวง 12-16 µg/ml สาร 4 มีฤทธ์ิปานกลางกับเซลล 
KKU-213 และ KKU-214 (IC50 = 10.67 และ 12.11 µg/ml) แต benzylamine (5) ไมแสดงฤทธ์ิกับ
เซลลเหลานี้ ซ่ึงอาจอธิบายไดวาสารท่ีมีขั้วมากกวามีผลตอเซลลมะเร็งทอน้ําด ี

พบวา hydroxylamine (13) มีฤทธ์ิท่ีดีโดยมีคา IC50อยูในชวง 4-10 µg/ml ซ่ึงเม่ือเทียบกับ 
alcohol (2) ท่ีไมแสดงฤทธ์ิก็อาจเปนผลจากหมูเอมีนก็เปนได เปนท่ีนาสังเกตวาสารประกอบเอพ 
พอกไซด 6 มีฤทธ์ินอยกับเซลล KKU-214 แตเม่ือทําการสังเคราะห epoxyamine 7 แลวทดสอบ
ฤทธ์ิ พบวาสารนี้มีคา IC50 = 4.60 µg/ml  ในกรณีของ epoxyamine 8 ก็มีคาIC50 = 5.08 µg/ml เม่ือ
ทดสอบกับเซลล KKU-100  

สาร 19 แสดงฤทธ์ิท่ีดีกับเซลล KKU-100 (IC50 = 6.31 µg/ml) แตแสดงฤทธ์ิปานกลางกับ
เซลลอ่ืนๆ นั่นอาจแสดงวาหมู nitrile ท่ีตําแหนา 10 มีผลตอเซลลมะเร็งทอน้ําดี เนื่องจาก amine 3 
และ nitrile 19 แสดงฤทธ์ิท่ีดีกับเซลล KKU-100 ผูวิจัยจึงคิดวาสารประกอบท่ีมีหมูฟงกชันท้ังสอง
แบบนี้นาจะมีฤทธ์ิท่ีนาสนใจ จึงไดทําการสังเคราะห cyanoamine 16 ขึ้น ผลปรากฏวาสารนี้แสดง
ฤทธ์ิท่ีดีเปนท่ีนาสนใจ โดยมีคา IC50 = 2-7 µg/ml โดยเฉพาะอยางยิ่งกับเซลล KKU-100  

สารประกอบ methoxy 20 มีคา IC50 = 5.85 µg/ml กับเซลล KKU-214  สวนออกซีม 22 
และ 23 แสดงฤทธ์ิปานกลางกับเซลลนี้ดวยคา IC50 = 18.61 และ 16.86 µg/ml ตามลําดับ 

ผลการทดสอบฤทธ์ิกับเช้ือมาลาเรียชนิด Plasmodium falciparum และฤทธ์ิฆาเซลลมะเร็ง
ชนิด NCI-H187, KB และ BC พรอมท้ังเซลลดี (Vero cells) แสดงไดดังในตารางท่ี 2 พบวาซีรัม
โบนมีฤทธ์ิฆาเช้ือมาลาเรียไดดีแตในขณะเดียวกันก็เปนพิษตอท้ังเซลลมะเร็งและเซลลดีดวย ซ่ึงทํา
ใหเปนปญหาในการพัฒนาเพ่ือใชจริง หากสามารถสรางสารอนุพันธท่ีฆาเช้ือมาลาเรียและ
เซลลมะเร็งไดแตไมเปนพิษตอเซลลปรกติก็จะเปนประโยชนอยางมาก 

สาร 2 แสดงฤทธ์ิฆาเช้ือมาลาเรียดวยคา IC50 เทากับ 7.22 µg/ml และเปนท่ีนาสนใจวาสาร
นี้เปนพิษนอยตอเซลลปรกติ (IC50 = 42.49 µg/ml) อาจกลาวไดวาหมูฟงกชัน alcohol หรืออนุพันธ
ของ alcohol นาจะมีผลตอการฆาเช้ือมาลาเรีย และอนุพันธเหลานี้นาจะไดรับการพัฒนาตอไป 

สารเอมีน 3 และ 5 แสดงฤทธ์ิท่ีดีตอเช้ือมาลาเรียดวยคา IC50 = 1.31 และ 2.27 µg/ml 
ตามลําดับ ขณะท่ีสาร 4 แสดงฤทธ์ิปานกลาง (IC50 = 6.09 µg/ml) แตสารท้ังสามแสดงฤทธ์ิเปนพิษ
ปานกลางตอเซลลมะเร็งและเซลลปรกติดวย ฉะนั้นอนุพันธเหลานี้จึงไมเหมาะท่ีจะนําไปใช 
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สารประกอบ butylamide 11 มีคา IC50 ท่ีแรงกวาสารเอมีนตั้งตน (สาร 4) และมีคา IC50 

ปานกลางตอ Vero cells (IC50 = 24.52 µg/ml) นั่นแสดงวา dialkylamide เหมาะกับการฆาเช้ือ
มาลาเรียแตยังเปนพิษตอเซลลปรกติ หากพิจารณาเฉพาะความเปนพิษตอเซลล สาร 6 เปนพิษตอ
เซลล NCI-H187 และ Vero cells ดวยคา IC50 = 6.11 และ 21.33 µg/ml  ตามลําดับ นั่นนาจะ
หมายถึงวาสารนี้อาจไดรับการพัฒนาตอได สารประกอบโบรมีน 21 และออกซีม 22 แสดงฤทธ์ิท่ี
คลายกันตอ KB cell ดวยคา IC50 ≈ 20 µg/ml และไมเปนพิษตอเซลลปรกติ จึงอาจมีการพัฒนาตอ
ได 

สารประกอบ bioreductive เปนสารท่ีจะปลดปลอยสวนท่ีเปนพิษตอเซลลออกมาเม่ือถูก
รีดิวซดวยเอนไซม reductase หรือเม่ือสารนั้นอยูในภาวะขาดออกซิเจนอยางรุนแรง หรือท่ีเรียกวา
สภาวะ hypoxia และสาร bioreductive นี้หากไมมีการแตกออกในเซลลปรกติเนื่องจากระดับ
เอนไซม reductase ไมสูง ก็จะเปนประโยชนอยางมาก เพราะจะทําใหสาร prodrug นี้มีการ
ปลดปลอยสารพิษออกมาเฉพาะเม่ืออยูในเซลลมะเร็งซ่ึงมีเอนไซม reductase สูง หรือเซลลท่ีอยูใน
สภาวะ hypoxia นั่นคือสาร bioreductive นี้จะมีความเฉพาะเจาะจงกับเซลลมะเร็ง จากการสืบคน
พบวาเซลลมะเร็งชนิด NCI-H187 และ MCF-7 เปนเซลลท่ีมีเอนไซมชนิดนี้สูง ฉะนั้นสารประกอบ 
bioreductive นี้จะปลดปลอยสารพิษออกมาฆาเซลลมะเร็งท้ังสองชนิดนี้ แตไมเปนพิษตอเซลล
ปรกติ อาจแสดงปฏิกิริยาของ bioreductive compound เม่ืออยูในสภาวะมีเอนไซม reductase หรือ 
hypoxia ไดตามสมการขางลาง 

 
 
 
 

  
ในการเตรียมสารประกอบ bioreductive หรือท่ีเรียกวาเปน prodrug นั้น พบวาอาจเปน

อนุพันธของ quinone ตามแผนภาพขางบน ซ่ึงสารประกอบ quinone ester หรือ amide เปน
สารประกอบท่ีสามารถเตรียมไดจากการนํา quinone propionic acid มาทําปฏิกิริยากับอัลกอฮอร 
หรือ เอมีน การเตรียม quinone propionic acid สามารถเตรียมไดจากนําสาร trimethylhydroquinone 
ทําปฏิกิริยากับ 3,3-dimethylacrylic acid ในสภาวะท่ีมี methane sulfonic acid ท่ีอุณหภูมิสูง ได 
lactone 25 จากนั้นทําปฏิกิริยากับ NBS ก็จะได quinone propionic acid 26 ตามตองการ 
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จากการท่ีไดปรับเปล่ียนโครงสรางของซีรับโบน ผูวิจัยไดเลือกอนุพันธท่ีมีฤทธ์ิดีในการฆา
เซลลมะเร็ง และมีหมูไฮดรอกซี (สาร 24) และเอมีน  (สาร 3) และนําไปตอกับ quinone propionic 
acid 26 ได ester หรือ amide ดังแสดงในแผนภาพขางลาง 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
  
 อนุพันธ 3 มีคา IC50 ตอเซลล NCI-H187, MCF-7 และ KB เทากับ 1.37, 9.76 และ 0.39 
µg/ml เม่ือนําไปเปล่ียนเปน prodrug แลว พบวามีคา IC50 ตอเซลล NCI-H187, MCF-7 และ KB 
เทากับ 5.73, 18.42 และ 37.78 µg/ml อาจอธิบายไดวาปฏิกิริยาการถูกรีดิวซเปน hydroquinone และ
การปดวง lactone อาจเกิดไดไมสมบูรณ จึงปลดปลอย toxic compound ออกมาไดนอย เม่ือดูผล
ของ prodrug กับ KB cells จะเห็นวาสูงขึ้น นั่นก็อาจอธิบายไดวาสาร 33 นี้ไมถูกรีดิวซเนื่องจากไม
มีเอนไซม reductase ท่ีสูงผิดปรกติ ผลของสารนี้กับเซลลปรกติพบวา IC50 เทากับ 13.91 นั่นคือสาร
นี้มีพิษตอเซลลปรกตินอยลง 

สาร 24 มีคาความเปนพิษตอเซลล NCI-H187 และ MCF-7 ซ่ึงเปนเซลลมะเร็งท่ีมีเอนไซม 
reductase ในระดับสูง โดยมีคา IC50 เทากับ 3.99 และ 16.15 µg/ml และคา IC50 กับเซลล KB เทากับ 
2.63 µg/ml เม่ือทดสอบฤทธ์ิตานเซลลมะเร็งของสาร 30 พบวาเปนพิษตอเซลล NCI-H187, MCF-7
และ KB เทากับ 25.41, 36.81 และ 17.00 นั่นแสดงวา prodrug เกิดการปลดปลอยสารพิษออกมาได
นอย อาจเนื่องมาจากเอไมดแตกพันธะยาก แตอยางไรก็ตามสาร prodrug นี้ไมเปนพิษตอเซลล
ปรกติ ซ่ึงนาจะเปนประโยชนพอควร 
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การศึกษากลไกดวยเทคนิคทางคอมพิวเตอร 
จากผลการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพจะเห็นวาสาร 3 และ 16 แสดงฤทธ์ิฆาเซลลมะเร็งทอ

น้ําดีไดดีท่ีสุด จึงไดทําการศึกษาดวยเทคนิคทางคอมพิวเตอรในการศึกษาถึงกลไกการออกฤทธ์ิของ
สารสังเคราะหในการยับยั้งเซลลมะเร็ง โดยการศึกษาการจับกันของสารสังเคราะหกับเอนไซมหรือ
รีเซพเตอรท่ีเกี่ยวของกับการเกิดมะเร็ง ดวยเทคนิคโมเลคิวลารดอกกิ้ง (molecular docking) ใน
เซลลมะเร็งนั้นมักพบเอมไซม CDKs และ EGFR ในระดับท่ีสูง สําหรับมะเร็งทอน้ําดีนั้นพบ
เอนไซม CDK-2, CDK-5 และ EGFR สูงท้ังในผูปวยคนไทยและญี่ปุน โดยเฉพาะอยางยิ่งเอมไซม 
EGFR พบในระดับท่ีสูงมาก อาจกลาวไดวา  CDK-2, CDK-5 และ EGFR อาจเปนตัวควบคุมการ
แบงตัวของเซลลมะเร็งทอน้ําดี นอกจากนี้เอมไซม GSK-3 ก็พบในเซลลมะเร็งของท้ังคนไทยและ
ญี่ปุน ฉะนั้นจึงไดเลือกเอมไซม CDK-2, CDK-5, EGFR และGSK-3 ในการศึกษากลไกดวยเทคนิค 
ทางคอมพิวเตอร โดย template ท่ีใชมีการสรางและ redock กับ ligand 4 ชนิด ตารางท่ี 4 แสดง
ขอมูลทางโครงสรางและขอมูลของ ligand ท้ังหมด ในตารางท่ี 5 แสดงผลของการ redock กับ 
ligand ท้ัง 4 ชนิด ซ่ึงคา RMSD ต่ํากวา 2 แสดงวามีคาความนาเช่ือถือพอสมควร เม่ือนําสาร 3 และ 
16  มาทําการ docking กับ template ท่ีสรางขึ้นโดยใชโปรแกรม AutoDock 4 พบวา CDK-2 เกิด H-
bond กับสาร 3 ดวยคา binding energy เทากับ -6.18 kcal/mol แตกับเอมไซม EGFR พบวาคา 
binding energy เทากับ -7.24 kcal/mol จากการดูภาพ 3 มิติแลวพบวาสาร 3 เกิด H-bond กับ NH 
ของ lysine 721 ดวยระยะ 1.9 Å และ เอมีนของสาร 3 กับออกซิเจนของ asp 831 ดวยระยะ 1.7 Å 
นั่นแสดงวาสาร 3 นี้อาจไปยั้บยั้ง cell proliferation โดยไปจับกับเอมไซม EGFR สําหรับสาร 16 
เกิด H-bond กับเอมไซม EGFR ดวยคา binding energy เทากับ -8.25 kcal/mol โดยเกิด เกิด H-bond 
กับ Asp 831 ดวยระยะ 1.7 Å และเกิด H-bond กับ Asn 818 ดวยระยะ 2.1 Å       
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ตารางที ่4 โครงสรางของ ligand 
Ligand PDB Resolution Å 

 

 

 

 

I 

1DI8 2.20 

 

 

 

 
II 

1UNG 2.30 

 

 

 

 

III 

1M17 2.60 

 

 

 
IV 

1UV5 2.80 

 
 

ตารางที ่5 Docking ของตัวยั้บยั้ง 

Ligand Macromolecule 
Members in the 

highest cluster 

Ebinding 

(kcal/mol) 

RMSD from 

crystal orientation 

(Å) 

I CDK-2 87 -7.32 0.71 

II CDK-5 93 -6.53 0.92 

III EGFR 67 -7.69 1.67 

IV GSK-3 150 -9.14 0.56 
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ตารางที ่6 Geometric filters ของสาร 3 
Geometric filters 

Kinase 

targets 

Number of  

H-bond 
Amino acid 

residue 

H-bonding 

atom 
Distance (Å) 

Ebinding 

(kcal/mol) 

CDK-2 2 Asp145 O (C=O) 2.211 -6.18 

  Asp145 N (NH2) 2.161  

CDK-5 0 - - - -6.06 

EGFR 2 Lys721 O (C=O) 1.951 -7.24 

  Asp831 N (NH2) 1.718  

GSK-3 0 - - - -5.48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปแสดง H-bond ของสาร 3 กับ Asp 831 และ Lys 721 
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ตารางที ่7 Geometric filters ของสาร 16 
 

Geometric filters 
Kinase 

targets 

Number of  

H-bond 
Amino acid 

residue 

H-bonding 

atom 
Distance (Å) 

Ebinding 

(Kcal/mol) 

CDK-2 3 Lys33 O (C=O) 1.685 -7.52 

  Asn132 H (NH2) 1.898  

  Gln131 H (NH2) 1.805  

CDK-5 2 Asp86 H (NH2) 2.124 -7.08 

  Gln130 H (NH2) 1.977  

EGFR 2 Asp831 H (NH2) 1.798 -8.25 

  Asn818 H (NH2) 2.177  

GSK-3 0 - - - -6.82 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปแสดง H-bond ของสาร 16 กับ Asp 831 และ Asn 818 
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สรุปผลการวิจัย 
 
จากการนําซีรัมโบนมาเปนสารตั้งตนในการดัดแปลงโครงสรางโดยมุงเนนท่ีจะใชปฏิกิริยา

ทางเคมีอินทรียท่ีงาย ไมยุงยาก  ไดอนุพันธท้ังหมด 22 สาร เม่ือนําสารท้ังหมดไปทดสอบฤทธ์ิตาน
มะเร็งทอน้ําดีกบัเซลล  KKU-100, KKU-M139, KKU-M156, KKU-M213 และ KKU-M214 พบวา
สาร 3 และ 16 แสดงฤทธ์ิท่ีดี โดยเฉพาะกับเซลล KKU-100 ซ่ึงเปนเซลลท่ีดื้อยามากท่ีสุด โดยมีคา 
IC50 เทากับ 3.87 และ 2.39 µg/ml นอกจากนี้สาร 3 และ 16 ยังแสดงฤทธ์ิฆาเซลลมะเร็ง KKU-
M139, KKU-M156, KKU-M213 และ KKU-M214 ท่ีดีโดยคา IC50 อยูในชวง 4 ถึง 8 µg/ml เม่ือ
ทดสอบฤทธ์ิในการฆาเช้ือมาลาเรียพบวาสาร 7 ตัวไดแก 2-5, 7, 11 และ 19 แสดงคา IC50 ท่ีดีโดยอยู
ในชวง 1 ถึง 7 µg/ml อนุพันธสวนใหญยังแสดงฤทธ์ิฆาเซลลมะเร็ง NCI-H187, BC และ KB ใน
ระดับท่ีดี แตปญหาคือยังคงปนพิษตอเซลลปรกติดวยเชนกัน   

เม่ือนําอัลกอฮอร 3 และ เอมีน 24 มาตอเขากับ quinone propionic acid เพ่ือใหไดสารท่ีเปน 
bioreductive agent 29 และ 30 ตามลําดับ เม่ือนําไปทดสอบฤทธ์ิตานมะเร็ง พบวามีคา IC50 ท่ีไมต่ํา
เทาท่ีควร ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก prodrugs ถูกรีดิวซไดไมดีนัก       
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ขอมูลทาง spectroscopy 
 
 
 
 

 
 

Zerumbone (15.0 g, 0.33%) as a white solid, mp 66-67oC. IR νmax 3025, 2962, 1655, 
1263, 964 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 6.03 (1H, br d, J = 12.6 Hz, H-3), 6.00 (1H, d, J = 16.4 Hz, 
H-11), 5.85 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-10), 5.24 (1H, br d, J = 15.7 Hz, H-7), 2.40-2.50 (1H, m, H-4), 
2.30-2.40 (2H, m, H-5 and H-8), 2.15-2.27 (2H, m, H-4 and H-5), 1.89 (1H, br d, J = 12.8 Hz, H-
8), 1.80 (3H, s, H-12), 1.58 (3H, s, H-13), 1.20 (3H, s, H-14 or 15), 1.05 (3H, s, H-15 or 14); 13C 
NMR (CDCl3) δ 204.3 (C1), 160.7 (C10), 148.8 (C3), 137.9 (C2), 136.2 (C6), 127.1 (C11), 125.0 
(C7), 42.4 (C8), 39.4 (C5), 37.8 (C9), 29.4 (C14 or 15), 24.4 (C4), 24.2 (C15 or 14), 15.2 (C13), 
11.7 (C12); HRMS m/z calcd mass for C15H22O 241.1568 [M+Na]+, found 241.1568. 

 
 
 
 
 
 

(±)-(2E,6E,10E)-2,6,9,9-Tetramethylcycloundeca-2,6,10-trienol (2). Yield 447 mg, 
88%; mp 72-73oC; IR νmax 3290, 2955, 1445, 1297, 1076, 969 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 5.56 
(1H, dd, J = 16.1, 7.2 Hz, H-11), 5.25 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-10), 5.22 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-3), 
4.83 (1H, dd, J = 10.1, 4.0 Hz, H-7), 4.63 (1H, d, J = 7.2 Hz, H-1), 2.16-2.24 (1H, m, H-4), 2.04-
2.14 (3H, m, H-4 and 2H-5), 2.01 (1H, dd, J = 13.7, 2.8 Hz, H-8), 1.80 (1H, dd, J = 13.7, 3.8 Hz, 
H-8), 1.67 (3H, s, CH3-12), 1.44 (3H, s, CH3-13), 1.08 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.06 (3H, s, CH3-15 
or 14); 13C NMR (CDCl3) δ 141.8 (C2), 139.3 (C10), 133.0 (C6), 131.3 (C11), 124.9 (C7), 124.8 
(C3), 78.6 (C1), 41.9 (C8), 39.1 (C5), 37.1 (C9), 29.4 (CH3-14 or 15), 24.2 (CH3-15 or 14), 22.9 
(C4), 15.0 (CH3-13), 12.7 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C15H24O 243.1725 [M+Na]+, 
found 243.1725. 

OH

2

1

O
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 (±)-[6E,10E]-3-Amino-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-6,10-dienone (3). Yield 32 
mg, 56%; mp 90-91oC; IR νmax 3373, 3304, 1677, 1625, 1451, 995 cm-1; 1H NMR (CD3OD) δ 
6.13 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-10), 6.08 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-11), 5.04 (1H, dd, J = 11.7, 4.4 Hz, 
H-7), 3.23-3.35 (1H, m, H-3), 2.65 (1H, dq, J = 6.6, 2.9 Hz, H-2), 2.20 (1H, t, J = 12.4 Hz, H-8), 
1.98-2.06 (1H, m, H-5), 1.78-1.90 (2H, m, H-5 and H-8), 1.30 (3H, s, CH3-13), 1.10 (3H, s, CH3-
14 or 15), 1.08 (3H, s, CH3-15 or 14), 0.98-1.02 (2H, m, H-4), 0.90 (3H, d, J = 6.6 Hz, CH3-12); 
13C NMR (CD3OD) δ 202.6 (C1), 152.5 (C10), 137.7 (C6), 127.8 (C11), 122.2 (C7), 54.4 (C2), 
52.7 (C3), 41.2 (C8), 39.9 (C9), 37.7 (C5), 29.9 (C4), 28.7 (CH3-14 or 15), 22.7 (CH3-15 or 14), 
16.2 (CH3-13), 5.7 (CH3-12). 

 
 
 
 
 

 
(±)-[6E,10E]-3-Butylamino-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-6,10-dienone (4). Yield 

62 mg, 93%; IR νmax 3332, 1693, 1674, 1626, 1455, 998 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 6.12 (1H, d, J 
= 16.1 Hz, H-10), 5.58 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-11), 5.00 (1H, dd, J = 11.7, 4.6 Hz, H-7), 2.97-2.99 
(1H, m, H-3), 2.84-2.92 (1H, m, H-2), 2.60-2.66 (1H, m, H-1'), 2.47-2.55 (1H, m, H-1'), 2.12 (1H, 
t, J = 12.3 Hz, H-8), 1.95-2.02 (1H, m, H-5), 1.78-1.81 (2H, m, H-5 and H-8), 1.40-1.50 (2H, m, 
H-2'), 1.25-1.33 (2H, m, H-3'), 1.28 (3H, s, CH3-13), 1.10 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.08 (3H, s, 
CH3-15 or 14), 0.90-1.00 (2H, m, H-4), 0.85 (3H, t, J = 7.3 Hz, H-4'), 0.80 (3H, d, J = 6.6 Hz, 
CH3-12); 13C NMR (CDCl3) δ 203.2 (C1), 152.0 (C10), 138.1 (C6), 127.7 (C11), 122.0 (C7), 
58.5 (C3), 48.6 (C2), 46.8 (C1′), 41.3 (C8), 40.0 (C9), 38.3 (C5), 31.9 (C2'), 28.8 (CH3-14 or 15), 
28.7 (C4), 22.7 (CH3-15 or 14), 20.4 (C3′), 16.2 (CH3-13), 13.9 (C4′), 5.9 (CH3-12). 
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(±)-[6E,10E]-3-Benzylamino-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-6,10-dienone (5). Yield 

51 mg, 68%; mp 80-82oC; IR νmax 3421, 2922, 1687, 1624, 1042, 744, 701 cm-1; 1H NMR 
(CDCl3) δ 7.26-7.60 (5H, m, Ar-H), 6.05 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-10), 5.65 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-
11), 4.54 (1H, dd, J = 11.8, 4.2 Hz, H-7), 4.02 (1H, d, J = 13.6 Hz, H-1′), 3.77 (1H, d, J = 13.6 
Hz, H-1′), 3.00 (1H, dq, J = 6.6, 2.7 Hz, H-2), 2.92 (1H, dd, J = 7.5, 2.7 Hz, H-3), 2.10 (1H, t, J = 
12.3 Hz, H-8), 1.92-1.99 (1H, m, H-5), 1.61 (NH), 1.75 (1H, t, J = 12.0 Hz, H-5), 1.68 (1H, dd, J 
= 12.0, 4.5 Hz, H-8), 1.31 (3H, s, CH3-13), 1.08 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.01-1.05 (1H, m, H-4), 
0.96 (3H, d, J = 6.6 Hz, CH3-12), 0.86-0.94 (1H, m, H-4), 0.77 (3H, s, CH3-15 or 14); 13C NMR 
(CDCl3) δ 203.1 (C1), 151.4 (C10), 140.0 (C-Ar), 137.9 (C-Ar), 137.9 (C6), 128.6 (C-Ar), 128.4 
(C-Ar), 127.9 (C11), 127.3 (C-Ar), 121.9 (C7), 56.0 (C3), 50.5 (C1′), 47.4 (C2), 41.3 (C8), 39.7 
(C9), 37.5 (C5), 29.0 (CH3-14 or 15), 28.9 (C4), 22.7 (CH3-15 or 14), 16.4 (CH3-13), 6.0 (CH3-
12); HRMS m/z calcd mass for C22H31NO 348.2303 [M+Na]+, found 348.2303. 
 
 
 
 
 

 (±)-[2E,10E]-6,7-Epoxy-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-2,10-dienone (6). Yield 41 
mg, 97%; mp 84-85oC; IR νmax 2963, 1656, 1262, 1119, 971 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 6.02-6.10 
(3H, m, H-3, H-10 and H-11), 2.70 (1H, dd, J = 11.2, 1.5 Hz, H-7), 2.34-2.45 (2H, m, H-4), 2.21-
2.27 (1H, m, H-5), 1.89 (1H, d, J = 14.0 Hz, H-8), 1.80 (3H, s, CH3-12), 1.41 (1H, dd, J = 14.0, 
11.2 Hz, H-8), 1.26-1.34 (1H, m, H-5), 1.25 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.18 (3H, s, CH3-13), 1.03 
(3H, s, CH3-15 or 14); 13C NMR (CDCl3) δ 202.8 (C1), 159.4 (C10), 147.7 (C3), 139.4 (C2), 
128.2 (C11), 62.7 (C7), 61.3 (C6), 42.6 (C8), 38.1 (C5), 35.9 (C9), 29.7 (CH3-14 or 15), 24.6 
(C4), 24.0 (CH3-15 or 14), 15.6 (CH3-13), 12.0 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C15H22O2 
257.1517 [M+Na]+, found 257.1517. 
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 (±)-[10E]-3-Amino-6,7-epoxy-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-10-enone (7). Yield 
51%; mp 126-127oC; IR νmax 3382, 1693, 1631, 1009, 914 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 6.29 (1H, d, 
J = 16.0 Hz, H-11), 6.20 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-10), 3.12-3.17 (1H, m, H-3), 2.62-2.68 (2H, m, 
H-2 and H-7), 2.00-2.06 (1H, m, H-5), 1.84 (1H, t, J = 12.5 Hz, H-8), 1.30 (1H, dd, J = 11.3, 2.5 
Hz, H-8), 1.20 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.06 (3H, s, CH3-15 or 14), 1.04 (3H, s, CH3-13), 0.94-0.98 
(3H, m, 2H-4 and H-5), 0.90 (3H, d, J = 6.7 Hz, CH3-12); 13C NMR (CDCl3) δ 203.1 (C1), 150.8 
(C10), 127.7 (C11), 62.0 (C6), 60.7 (C7), 54.3 (C3), 53.2 (C2), 40.2 (C8), 36.6 (C5), 36.1 (C9), 
29.4 (CH3-14 or 15), 27.4 (C4), 23.1 (CH3-15 or 14), 16.6 (CH3-13), 5.6 (CH3-12); HRMS m/z 
calcd mass for C15H26NO2 252.1964 [M+H]+, found 252.1962. 

 
 
 
 
 
 
(±)-[10E]-3-Butylamino-6,7-epoxy-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-10-enone (8). 

Yield 15%; mp 76-77oC; IR νmax 3434, 1688, 1628, 1114, 917 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 6.30 
(1H, d, J = 16.0 Hz, H-11), 6.25 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-10), 2.92-3.00 (2H, m, H-2 and H-7), 
2.66-2.74 (2H, m, H-3 and H-1'), 2.44-2.52 (1H, m, H-1'), 2.05-2.09 (1H, m, H-5), 1.90 (1H, d, J 
= 13.8 Hz, H-8), 1.42-1.50 (2H, m, H-2'), 1.34-1.41 (3H, m, H-8 and 2H-3'), 1.26 (3H, s, CH3-14 
or 15), 1.15 (3H, s, CH3-15 or 14), 1.10 (3H, s, CH3-13), 1.00-1.10 (2H, m, H-4), 1.00-1.05 (1H, 
m, H-5), 0.93 (3H, t, J = 7.2 Hz, H-4'), 0.90 (3H, d, J = 6.4 Hz, CH3-12); 13C NMR (CDCl3) δ 
203.8 (C1), 150.3 (C10), 127.8 (C11), 62.0 (C6), 60.7 (C7), 60.7 (C3), 47.8 (C2), 47.0 (C1′), 40.5 
(C8), 37.2 (C5), 36.2 (C9), 32.4 (C2′), 29.6 (CH3-14 or 15), 26.2 (C4), 23.3 (CH3-15 or 14), 20.4 

O

NHBu

O

8

O

NH2

O

7



 40 

(C3′), 16.8 (CH3-13), 14.0 (C4′), 5.8 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C19H34NO2 308.2590 
[M+H]+, found 308.2593. 

 
 
 
 
 
 
(±)-[10E]-3-Benzylamino-6,7-epoxy-2,6,9,9-tetramethylcycloundec-10-enone (9). 

Yield 18%; mp 80-81oC; IR νmax 3350, 1686, 1626, 1113, 917, 749, 704 cm-1; 1H NMR (CDCl3) 
δ 7.28-7.42 (5H, m, Ar-H), 6.16 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-10), 5.84 (1H, d, J = 16.0 Hz, H-11), 4.02 
(1H, d, J = 13.4 Hz, H-1′), 3.72 (1H, d, J = 13.4 Hz, H-1′), 3.00 (1H, dq, J = 6.6, 3.2 Hz, H-2), 
2.80 (1H, dd, J = 9.3, 3.2 Hz, H-3), 2.14 (1H, dd, J = 11.2, 1.6 Hz, H-7), 2.00 (1H, dd, J = 8.6, 8.2 
Hz, H-5), 1.74 (1H, d, J = 13.5 Hz, H-8), 1.20-1.28 (1H, m, H-8), 1.08-1.14 (2H, m, H-4), 1.06 
(3H, s, CH3-14 or 15), 1.04 (3H, s, CH3-13), 0.96 (3H, d, J = 6.6 Hz, CH3-12), 0.90 (3H, s, CH3-
15 or 14); 13C NMR (CDCl3) δ 203.8 (C1), 150.1 (C10), 139.7 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 128.4 (C-
Ar), 127.7 (C11), 127.5 (C-Ar), 61.7 (C6), 60.4 (C7), 57.2 (C3), 50.3 (C1′), 46.4 (C2), 40.7 (C8), 
36.5 (C5), 36.0 (C9), 29.6 (CH3-14 or 15), 25.9 (C4), 23.0 (CH3-15 or 14), 16.8 (CH3-13), 5.7 
(CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C22H32NO2 342.2433 [M+H]+, found 342.2433. 

 
 
 
 
 
 
 (±)-[6E,10E]-3-(N-Acetylamino)-2,6,9,9-tetramethyl-cycloundeca-6,10-dienone (10). 
Yield 92 mg, 92%; mp 199-200oC; IR νmax 3300, 1694, 1633, 1547 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 
6.40 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-11), 6.14 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-10), 5.15 (1H, dd, J = 11.7, 4.2 Hz, 
H-7), 4.47 (1H, br d, J = 8.3 Hz, H-3), 2.90 (1H, dq, J = 6.7, 2.6 Hz, H-2), 2.20 (1H, t, J = 12.3 
Hz, H-8), 1.98 (3H, s, CH3 of NHAc), 1.90-1.96 (1H, m, H-5), 1.85 (1H, dd, J = 13.0, 4.4 Hz, H-
8), 1.70 (1H, t, J = 12.3 Hz, H-5), 1.36 (3H, s, CH3-13), 1.19 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.13 (3H, s, 
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CH3-15 or 14), 0.95-1.00 (2H, m, H-4), 0.95 (3H, d, J = 6.7 Hz, CH3-12); 13C NMR (CDCl3) δ 
202.6 (C1), 170.7 (C=O of NHAc), 152.1 (C10), 136.5 (C6), 128.4 (C11), 123.2 (C7), 50.8 (C2), 
50.7 (C3), 41.5 (C8), 40.0 (C9), 37.0 (C5), 28.8 (CH3-14 or 15), 27.4 (C4), 22.9 (CH3 of NHAc), 
22.8 (CH3-15 or 14), 16.3 (CH3-13), 6.6 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C17H27NO2 
300.1939 [M+Na]+, found 300.1939. 
 
 
 
 
 
 
 (±)-[6E,10E]-3-(N-Acetylbutylamino)-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-6,10-dienone 
(11). Yield 97 mg, 85%; mp 72-73oC; IR νmax 3554, 3476, 1693, 1619 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 
6.62 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-11), 6.16 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-10), 5.14-5.20 (2H, m, H-3 and H-7), 
3.28-3.60 (1H, m, H-1′), 3.14-3.23 (1H, m, H-1′), 2.80 (1H, dq, J = 6.7, 2.2 Hz, H-2), 2.22-2.32 
(1H, m, H-8), 2.18 (3H, s, CH3 of NHAc), 1.95 (1H, dd, J = 12.5, 6.5 Hz, H-5), 1.87 (1H, dd, J = 
13.2, 4.3 Hz, H-8), 1.56-1.66 (2H, m, H-4 and H-5), 1.46-1.56 (2H, m, H2′), 1.41 (3H, s, CH3-
13), 1.28-1.36 (2H, tq, J = 14.7, 7.3 Hz, H3′), 1.26 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.15 (3H, s, CH3-15 or 
14), 0.99 (3H, d, J = 6.7 Hz, CH3-12), 0.94 (3H, t, J = 7.3 Hz, H-4′), 0.80-0.90 (1H, m, H-4); 13C 
NMR (CDCl3) δ 202.5 (C1), 171.8 (C=O of NHAc), 151.7 (C10), 136.2 (C6), 128.8 (C11), 123.7 
(C7), 54.1 (C3), 51.7 (C2), 45.9 (C1′), 41.7 (C8), 40.2 (C9), 37.1 (C5), 33.3 (C2′), 29.0 (CH3-14 
or 15), 23.1 (CH3-15 or 14), 23.0 (C4), 22.3 (CH3 of NHAc), 20.2 (C3′), 16.3 (CH3-13), 13.7 
(C4′), 8.3 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C21H35NO2 356.2565 [M+Na]+, found 356.2566. 

 
 
 
 

 
(±)-[10E]-3-(N-Acetylamino)-6,7-epoxy-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-10-enone 

(12). Yield 15.6 mg, 66%; mp 205-206oC; IR νmax 3243, 3072, 1699, 1632, 1551, 1107, 916 cm-1; 
1H NMR (CDCl3) δ 6.59 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-11), 6.29 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-10), 4.47 (1H, 
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dt, J = 7.5, 3.1 Hz, H-3), 2.96 (1H, dq, J = 6.7, 3.1 Hz, H-2), 2.85 (1H, dd, J = 11.2, 1.7 Hz, H-7), 
1.98-2.03 (1H, m, H-5), 2.01 (3H, s, CH3 of NHAc), 1.90-1.95 (1H, m, H-8), 1.36-1.41 (1H, dd, J 
= 11.2, 2.5 Hz, H-8), 1.34 (3H, s, CH3-13), 1.19-1.28 (1H, m, H-4), 1.15 (3H, s, CH3-14 or 15), 
1.12 (3H, s, CH3-15 or 14), 1.00-1.06 (1H, m, H-4), 0.95 (3H, d, J = 6.7 Hz, CH3-12), 0.95-0.98 
(1H, m, H-5); 13C NMR (CDCl3) δ 202.6 (C1), 170.1 (C=O of NHAc), 150.6 (C10), 128.4 (C11), 
61.1 (C6), 60.3 (C7), 52.0 (C3), 49.7 (C2), 40.8 (C8), 36.3 (C9), 36.0 (C5), 29.5 (CH3-14 or 15), 
24.9 (C4), 23.4 (CH3-13), 23.3 (CH3 of NHAc), 16.8 (CH3-15 or 14), 6.5 (CH3-12); HRMS m/z 
calcd mass for C17H27NO3 316.1889 [M+Na]+, found 316.1889. 
 

 
 
 
 
 
(±)-[6E,10E]-3-Butylamino-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-6,10-dienol (13). Yield 

81%; IR νmax 3428, 2959, 1563, 1413, 1022 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 5.26 (1H, br d, J = 15.3 
Hz, H-10), 4.98-5.10 (2H, m, H-7 and H-11), 3.98 (1H, br s, H-1), 2.58-2.70 (1H, m, H-3), 2.40-
2.52 (2H, m, H-1′), 2.02-2.12 (1H, m, H-8), 1.80-1.94 (3H, m, H-2 and 2H-5), 1.68 (1H, t, J = 
13.0 Hz, H-8), 1.54 (3H, s, CH3-13), 1.38-1.46 (2H, m, H-2′), 1.20-1.30 (4H, m, 2H-4 and 2H-
3′), 1.00 (6H, s, 2CH3-14, 15), 0.88 (3H, d, J = 6.9 Hz, CH3-12), 0.84 (3H, t, J = 7.2 Hz, H-4′); 
13C NMR (CDCl3) δ 145.1 (C10), 140.2 (C6), 128.8 (C11), 128.4 (C7), 79.9 (C1), 60.2 (C3), 50.8 
(C2), 44.4 (C1′), 44.1 (C8), 42.1 (C9), 39.0 (C5), 34.7 (C4), 31.9 (CH3-14 or 15), 29.4 (CH3-15 
or 14), 27.8 (C2′), 24.3 (C3′), 23.0 (CH3-13), 17.6 (C4′), 11.7 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass 
for C19H35NO 294.2797 [M+H]+, found 294.2798. 

 
 
 
 

 
(±)-[6E,10E]-3-(N-Acetylamino)-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-6,10-dienol (14). 

Yield 54%; mp 84-85oC; IR νmax 3383, 1632, 1290, 1023, 978 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 5.23-
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5.36 (2H, m, H-10 and H-11), 5.13 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-7), 4.19-4.23 (1H, m, H-1), 2.88-2.91 
(1H, m, H-3), 1.90-2.02 (2H, m, H-2 and H-8), 1.89 (3H, s, CH3 of NHAc), 1.77-1.83 (1H, m, H-
8), 1.58-1.63 (2H, m, H-5), 1.57 (3H, s, CH3-13), 1.11-1.28 (2H, m, H-4), 1.12 (3H, s, CH3-14 or 
15), 1.03 (3H, s, CH3-15 or 14), 0.91 (3H, d, J = 7.3 Hz, CH3-12); 13C NMR (CDCl3) δ 170.4 
(C=O of NHAc), 138.9 (C10), 136.2 (C6), 126.4 (C11), 124.1 (C7), 74.7 (C1), 48.1 (C3), 42.9 
(C8), 41.3 (C9), 38.2 (C2), 35.4 (C5), 27.8 (CH3-14, 15), 23.0 (C4), 22.9 (CH3 of NHAc), 18.0 
(CH3-13), 8.9 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C17H29NO2 302.2096 [M+Na]+, found 
302.2096. 

 
 
 
 

 
(±)-[6E]-3,10-Dicyano-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-6-enone (15a). Yield 35 mg, 

42%; mp 115-116oC; IR νmax 2962, 2234, 1726 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 5.11 (1H, dd, J = 10.5, 
4.0 Hz, H-7), 3.36 (1H, dd, J = 19.4, 5.2 Hz, H-11), 3.25-3.28 (1H, m, H-10), 2.83-2.86 (2H, m, 
H-2 and H-3), 2.50 (1H, dd, J = 19.4, 3.2 Hz, H-11), 2.12-2.22 (3H, m, 2H-8 and H-5), 1.84-1.92 
(3H, m, 2H-4 and H-5), 1.45 (3H, s, CH3-13), 1.26 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.22 (3H, d, J = 6.8 Hz, 
CH3-12), 1.16 (3H, s, CH3-15 or 14); 13C NMR (CDCl3) δ 202.2 (C1), 136.1 (C6), 122.1 (C7), 
121.9 (CN at C10), 121.6 (CN at C3), 45.9 (C3), 41.3 (C8), 41.1 (C11), 38.9 (C5), 35.9 (C9), 33.5 
(C10), 33.3 (C2), 31.9 (CH3-14 or 15), 24.5 (C4), 21.5 (CH3-15 or 14), 16.3 (CH3-13), 11.2 (CH3-
12); HRMS m/z calcd mass for C17H24N2O 295.1786 [M+Na]+, found 295.1787. 
 

 
 

 

 

 

(2RS,3RS,10SR)-[6E]-3-Amino-10-cyano-2,6,9,9-tetramethyl-cycloundeca-6-enone 
(16).  Yield 38 mg, 56% ; mp 158-160oC; IR νmax 3421, 2966, 2236, 1716 cm-1; 1H NMR (CDCl3) 
δ 5.07 (1H, dd, J = 10.8, 3.6 Hz, H-7), 3.37-3.43 (1H, m, H-11), 3.22 (1H, t, J = 4.1 Hz, H-10), 
3.08-3.12 (1H, m, H-3), 2.60 (1H, dq, J = 6.7, 2.4 Hz, H-2), 2.38 (1H, dd, J = 3.6, 3.6 Hz, H-11), 
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2.07 (1H, dd, J = 10.9, 3.8 Hz, H-8), 1.95-2.02 (1H, m, H-5), 1.87-1.91 (1H, m, H-5), 1.75-1.85 
(1H, m, H-8), 1.57-1.66 (1H, m, H-4), 1.36 (3H, s, CH3-13), 1.15-1.23 (1H, m, H-4), 1.17 (3H, s, 
CH3-14), 1.09 (3H, s, CH3-15), 0.96 (3H, d, J = 6.7 Hz, CH3-12); 13C NMR (CDCl3) δ 208.8 
(C1), 140.8 (C6), 126.2 (CN at C10), 125.0 (C7), 57.8 (C3), 55.2 (C2), 45.4 (C11), 45.1 (C8), 
42.4 (C5), 39.7 (C9), 37.1 (C10), 35.7 (CH3 on C9), 32.9 (C4), 25.1 (CH3 on C9), 19.8 (CH3 on 
C6), 11.9 (CH3 on C2) ; HRMS m/z calcd mass for C32H53N3O2 512.3100 [M+H]+, found 
512.3100. 
 
 
 
 
 

 [2E,6E]-10-Cyano-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-2,6-dienone (19). Yield 32 mg, 
60% in the final step; mp 104-105oC; IR νmax 2966, 2232, 1672, 1461, 1267, 817 cm-1; 1H NMR 
(CDCl3) δ 5.95-6.05 (1H, m, H-3), 5.11 (1H, t, J = 5.9 Hz, H-7), 2.88-3.07 (1H, br s, H-11), 2.72-
2.80 (1H, m, H-10), 2.53-2.66 (1H, m, H-11), 2.42-2.52 (1H, m, H-5), 2.24-2.42 (3H, m, 2H-4 
and H-5), 2.00-2.22 (2H, m, H-8), 1.79 (3H, s, CH3-12), 1.57 (3H, s, CH3-13), 1.19 (3H, s, CH3-
14 or 15), 1.07 (3H, s, CH3-15 or 14); 13C NMR (CDCl3) δ 202.9 (C1), 143.7 (C3), 137.0 (C6), 
134.9 (C2), 122.8 (C7), 120.2 (CN at C10), 39.9 (C8), 39.6 (C4), 39.0 (C11), 37.3 (C9), 36.6 
(C10), 28.3 (CH3-14 or 15), 25.8 (CH3-15 or 14), 24.6 (C5), 15.8 (CH3-13), 12.5 (CH3-12); 
HRMS m/z calcd mass for C16H23NO 268.1677 [M+Na]+, found 268.1677. 

 
 
 
 

 
(2RS,3RS)-[6E,10E]-3-Methoxy-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-6,10-dienone (20).  

Yield 26 mg, 45% ; IR νmax 2935, 1691, 1626, 1451, 1091 cm-1 ; 1H NMR (CD3OD) δ 6.17 (1H, 
d, J = 16.1 Hz, H-10), 6.04 (1H, d, J = 16.1 Hz, H-11), 5.07 (1H, dd, J = 11.7, 4.7 Hz, H-7), 3.68 
(1H, m, H-3), 3.40 (3H, s, OCH3 at C3), 3.06 (1H, dq, J = 6.6, 3.3 Hz, H-2), 2.21 (1H, t, J = 12.0 
Hz, H-8), 2.08 (1H, dd, J = 12.7, 6.9 Hz, H-5), 1.87 (2H, t, J = 12.0 Hz, H-5 and H-8), 1.37-1.41 
(1H, m, H-4), 1.35 (3H, s, CH3 on C6), 1.16 (3H, s, CH3 on C9), 1.13 (3H, s, CH3 on C9), 0.98-
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1.06 (1H, m, H-4), 0.95 (3H, d, J = 6.6 Hz, CH3 on C2) ; 13C NMR (CD3OD) δ 201.4 (C1), 151.8 
(C10), 138.1 (C6), 128.0 (C11), 121.9 (C7), 82.3 (C3), 57.0 (OCH3 at C3), 49.2 (C2), 41.3 (C8), 
40.1 (C9), 38.5 (C5), 28.9 (CH3 on C9), 28.2 (C4), 22.9 (CH3 on C9), 16.2 (CH3 on C6), 6.1 (CH3 
on C2). 
 

 
 
 
 

(2E,6Z,10E)-6-(Bromomethyl)-2,9,9-trimethylcycloundeca-2,6,10-trienone (21).  
Yield 0.110 g, 39%, mp 98-100oC. IR νmax 2959, 2862, 1636, 775, 658 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 
6.03 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-11), 6.00 (1H, br, H-3), 5.99 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-10), 5.44 (1H, t, J 
= 8.3 Hz, H-7), 3.86-4.02 (2H, m, H-13), 2.52-2.67 (2H, br, H-5), 2.35-2.47 (1H, br, H-8), 2.17-
2.33 (1H, br, H-4), 1.92-2.04 (1H, br, H-8), 1.73 (3H, s, H-12), 1.12 (3H, br s, H-14 or 15), 1.08 
(3H, br s, H-15 or 14); 13C NMR (CDCl3) δ 206.3 (C1), 162.3 (C10), 150.4 (C3), 139.8 (C2), 
135.9 (C6), 133.7 (C7), 128.4 (C11), 43.6 (C8), 38.6 (C9), 37.9 (C5), 30.7 (C13), 26.5 (C4), 24.9 
(C14 or 15), 24.0 (C15 or 14), 13.2 (C12); HRMS m/z calcd mass for C15H21BrO 319.0806 and 
321.0875 [M+Na]+, found 319.0806 and 321.0875. 
 
 

 

 

 

(2E,6E,10E)-2,6,9,9-Tetramethylcycloundeca-2,6,10-trienone oxime (22). To a 
solution of zerumbone (0.050 g, 0.23 mmol) in ethyl acetate was added HONH2.HCl (0.158 g, 
2.27 mmol) and KOH (0.96 g, 1.71 mmol) in EtOH and H2O at room temperature. The mixture 
was stirred for 24 h and then poured into the cold water at 0oC. The organic layer was separated 
and the water layer was extracted with EtOAc. The combined organic layers were washed with 
water, brine and dried over anhydrous sodium sulfate. Evaporation of solvent gave the crude oil, 
which was recrystallized from hexane to give adducts 5 (0.030 g, 0.128 mmol, 54%) as a white 
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solid, mp179-181oC. IR νmax 3215, 2917, 1641, 1433, 944 cm-1; 1H NMR (CDCl3) δ 6.30 (1H, d, 
J = 16.5 Hz, H-11), 5.56 (1H, d, J = 16.5 Hz, H-10), 5.42 (1H, br t, H-3), 5.17 (1H, t, J = 8.0 Hz, 
H-7), 2.05-2.40 (6H, m, 2H-4, 2H-H5 and 2H-8), 1.86 (3H, s, H-12), 1.44 (3H, s, H-13), 1.14 
(6H, s, H-14 and 15); 13C NMR (CDCl3) δ 162.7 (C1), 154.4 (C10), 140.8 (C3), 135.6 (C6), 
132.9 (C2), 124.4 (C7), 119.7 (C11), 42.8 (C8), 39.8 (C5), 37.6 (C9), 30.0 (C14 or 15), 29.9 (C15 
or 14), 24.0 (C4), 15.1 (C13), 14.9 (C12); HRMS m/z calcd mass for C15H23NO 256.1677 
[M+Na]+, found 256.1674. 

 
 
 
 
 
 
 

(2E,6E,10E)-2,6,9,9-Tetramethylcycloundeca-2,6,10-trienone oxime (23).  
Yield 12 mg, 23% ; mp 110-112oC ; IR νmax 3724, 1631, 1439, 1208, 959 cm-1 ; 1H NMR 
(CDCl3) δ 6.00 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-11), 5.66 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-10), 4.95-5.40 (2H, m, 
H-3 and H-7), 2.00-2.20 (6H, m, 2H-4, 2H-5 and 2H-8), 1.88 (3H, s, CH3 on C2), 1.50 (3H, s, 
CH3 on C6), 1.03 (6H, s, 2CH3 on C9) ; 13C NMR (CDCl3) δ 163.3 (C1), 155.5 (C10), 138.3 
(C3), 135.8 (C6), 131.9 (C2), 123.9 (C7), 123.9 (C11), 42.9 (C8), 40.0 (C5), 36.6 (C9), 29.7 
(2CH3 on C9), 23.7 (C4), 15.4 (CH3 on C6), 14.7 (CH3 on C2) ; HRMS m/z calcd mass for 
C15H24NO 234.1858 [M+H]+, found 234.1858. 

 
 

 

 

 

 (2E,6Z,10E)-13-hydroxy-2,9,9-trimethylcycloundeca-2,6,10-trienone (24). Yield 
0.0085 g, 70%) as a colorless oil. IR νmax 3419, 2961, 2926, 1644, 1451, 1267, 1102, 1011 cm-1; 
1H NMR (CDCl3) δ 6.01 (1H, d, J = 6.5 Hz, H-3), 5.89 (1H, d, J = 16.4 Hz, H-10), 5.78 (1H, d, J 
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= 16.4 Hz, H-11), 5.36 (1H, t, J = 8.2 Hz, H-7), 4.33 (1H, br s, H-13a), 3.86 (1H, br s, H-13b), 
2.77 (1H, br s, H-5a), 2.47 (2H, m, H-4), 2.29 (1H, br s, H-8a), 2.14 (1H, br s, H-8b), 1.97 (1H, br 
s, H-5b), 1.77 (3H, s, H-12), 1.21 (3H, s, H-14 or 15), 1.07 (3H, s, H-15 or 14); 13C NMR (CDCl3) 
δ 204.0 (C1), 160.1 (C11), 149.6 (C3), 139.1 (C6), 138.2 (C2), 128.4 (C7), 127.2 (C10), 59.2 
(C13), 42.0 (C4), 37.3 (C9), 35.0 (C8), 29.3 (C14 or 15), 24.7 (C5), 24.0 (C15 or 14), 11.9 (C12); 
HRMS m/z calc mass for C15H22O2 235.1698 [M+H]+, found 235.1696 [M+H]+. 

 
 
 
 
 

 
 6-hydroxy-4,4,5,7,8-pentamethylhydrocoumarin (25). Methanesulfonic acid 6 mL was 
added into trimethylhydroquinone (1.0 g, 6.63 mmol) followed by the addition of 3,3-
dimethylacrylic acid (0.73 g, 7.3 mmol). The mixture was heated at 70oC for 1 h and then cooled 
to room temperature. The solution was diluted with water and extracted with ethyl acetate two 
times. The combined ethyl acetate extracts were washed with water, saturated NaCl, dried 
(Na2SO4) and evaporated to dryness. Purification of the crude by column chromatography (silica 
gel, 90% CH2Cl2/hexane) to afford pure lactone 13 (1.25 g, 5.33 mmol, 80%) as a white solid, mp 
183-185oC. IR νmax 3444, 2961, 1744, 1614, 1295, 1261, 1191, 1088 cm-1; 1H NMR (CD3OD)   
4.55 (1H, s, OH), 2.54 (2H, s, H-2), 2.35 (3H, s, CH3-14), 2.22 (3H, s, H-12), 2.18 (3H, s, H-13), 
1.45 (6H, s, H-10 and 11); 13C NMR (CD3OD)   168.8 (C1), 148.8 (C8), 143.5 (C5), 128.2 (C4), 
123.4 (C7), 121.8 (C6), 118.9 (C9), 46.1 C2), 35.4 (C3), 27.7 (C10 and 11), 14.4 (C14), 12.5 
(C12), 12.2 (C13); HRMS m/z calc mass for C14H18O3 257.1154 [M+Na]+, found 257.1164 
[M+Na]+. 
 
 
 
 
 

Quinonepropanoic acid (26). Yield 1.65 g, 85%) as a yellow solid, mp 93-95oC. IR νmax  
3028, 2971, 1706, 1645, 1286, 1225 cm-1; 1H NMR (CD3OD)   3.01 (2H, s, H-2), 2.14 (3H, s, H-
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14), 1.95 (3H, s, H-13), 1.92 (3H, s, H-12), 1.43 (6H, s, H-10 and 11); 13C NMR (CD3OD)   
190.8 (C5), 187.4 (C8), 177.9 (C1), 151.9 (C4), 142.9 (C7), 139.0 (C9), 138.4 (C6), 47.1 (C2), 
37.9 (C3), 28.8 (C10 and 11), 14.3 (C14), 12.5 (C12), 12.1 (C13); HRMS m/z calc mass for 
C14H18O4 273.1103 [M+Na]+, found 273.1103 [M+Na]+. 
 
 
 
 
 

Amide 29. Yellow oil, 59% yield, Rf = 0.68 (10% EtOAc/CH2Cl2); IR νmax 3371, 2931, 
1644, 1524, 1450, 1372, 1267, 1225, 1153, 1098, 1046, 1001 cm-1; 1H NMR (CDCl3)   6.33 (1H, 
d, J = 16.2 Hz, H-11), 6.13 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-10), 5.36 (1H, d, J = 8.0 Hz, -NH), 5.07 (1H, 
dd, J = 4.2, 12.0 Hz, H-7), 4.37 (1H, br t, H-3), 2.92 (1H, d, J = 14.6 Hz, H-2′a), 2.83 (1H, dq, J 
= 2.6, 6.7 Hz, H-2), 2.71 (1H, d, J = 14.6 Hz, H-2′b), 2.22 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-8a), 2.17 (3H, 
s, H-14′), 1.96 (3H, s, H-12′), 195 (3H, s, H-13′), 1.91 (1H, m, H-5a), 1.85 (1H, d, J = 4.2 Hz, H-
8b), 1.61 (1H, s, H-5b), 1.45 (6H, s, H-10′ and 11′), 1.37 (3H, s, H-13), 1.16 (3H, s, H-14), 1.15 
(3H, s, H-15), 1.04 (1H, m, H-4a), 0.97 (1H, m, H-4b), 0.86 (3H, d, J = 6.7 Hz, H-12); 13C NMR 
(CDCl3)   201.8 (C1), 191.5 (C5′), 187.4 (C8′), 171.7 (C1′), 152.7 (C4′), 151.8 (C10), 143.1 
(C7′), 138.8 (C9′), 138.3 (C6′), 136.5 (C6), 128.4 (C11), 123.2 (C7), 50.6 (C3), 50.5 (C2), 49.1 
(C2′), 41.5 (C8), 39.9 (C9), 38.7 (C3′), 36.9 (C5), 29.5 (C10′), 29.4 (C11′), 28.9 (C14 or 15), 
27.8 (C4), 23.1 (C15 or 14), 16.4 (C13), 14.1 (C14′), 12.5 (C12′), 12.0 (C13′), 6.7 (C12); HRMS 
m/z calc mass for C29H41NO4 468.3114 [M+H]+, found 468.3111. 
 
 
 
 
 

Ester 30. Yellow oil, 45% yield, Rf = 0.66 (10% EtOAc/CH2Cl2); IR νmax 2927, 1726, 
1644, 1436, 1371, 1268, 1190 cm-1; 1H NMR (CDCl3)   5.99 (1H, d, J = 2.1 Hz, H-10), 5.95 (1H, 
d, J = 2.1 Hz, H-11), 5.75 (1H, dd, J = 16.4, 2.1 Hz, H-3), 5.41 (1H, t, J = 8.0 Hz, H-7), 4.56 (1H, 
br s, H-8a), 4.30 (1H, br s, H-8b), 2.98 (2H, s, H-2′), 2.51 (2H, br s, H-13), 2.14 (3H, s, H-14′), 
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1.95 (6H, s, H-12′ and 13′), 1.89 (2H, br s, H-4), 1.77 (3H, s, H-12), 1.62 (2H, s, H-5), 1.43 (3H, 
s, H-10′), 1.42 (3H, s, H-11′), 1.21 (3H, s, H-14 or 15), 1.05 (3H, s, H-15 or 14); 13C NMR 
(CDCl3)   203.7 (C1), 190.7 (C5′), 187.4 (C8′), 172.6 (C1′), 159.7 (C3), 152.2 (C4′), 149.0 
(C11), 142.9 (C7′), 138.9 (C9′), 138.5 (C2), 138.4 (C6′), 134.3 (C6), 131.1 (C7), 127.3 (C10), 
60.6 (C8), 47.7 (C2′), 42.2 (C4), 38.2 (C3′), 37.3 (C9), 35.4 (C13), 29.2 (C14 or 15), 28.8 (C-10′ 
and 11′), 24.5 (C5), 24.0 (C15 or 14), 14.3 (C14′), 12.6 (C12′), 12.1 (C13′), 12.0 (C12) ; HRMS 
m/z calc mass for C29H38O5 489.2617 [M+Na]+, found 489.2613. 
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Cholangiocarcinoma (CCA) is an aggressive malignancy with a very high morbidity and mortality for
which an effective treatment is lacking. In this study, seventeen zerumbone derivatives were synthesized
and evaluated for in vitro cytotoxicity against cholangiocarcinoma cell lines. 5 showed the most potent
antiproliferative activity against KKU-100 cell line with an IC50 value of 16.44 mM. To investigate the
potential molecular target of the most active compound, the docking was performed using different
enzymes and receptor proteins including CDK-2, CDK-5, EGFR, and GSK-3. The docking results revealed
that 5 exhibited better binding interaction to EGFR than CDK-2, CDK-5 and GSK-3. All results indicate that
5 should be a promising candidate for treatment of cancer.

� 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
1. Introduction

Cholangiocarcinoma (CCA) is a primary cancer of the bile duct
epithelial cells. It is one of the most serious and highest incidence
diseases in the northeast of Thailand where the prevalence of
Opisthorchis viverrini (OV) infection is high [1]. An increasing trend
of CCA incidence has been reported in several countries in the
world [2]. This tumor continues to be associated with poor prog-
nosis [1]. At present, surgical resection is the best treatment
available and is a potentially curative therapy for CCA. However,
more than half CCA patients present with advanced, unresectable
malignancy. In addition, the response of CCA to chemotherapy and
radiotherapy is relatively poor [3]. At present, there is no effective
chemotherapy regimen for treating patients with advanced chol-
angiocarcinoma. Therefore, novel and effective therapeutic agents
and more effective medical treatment options are urgently needed.

Much attention has been focused on the targeted medical
therapy. Recently, the status and future perspectives of anti-
angiogenic and growth factor receptor-based pharmacological
approaches for the treatment of biliary tract cancer have been
reported. Among the cellular molecules, the epidermal growth
3; fax:þ66 43 202373.

son SAS. All rights reserved.
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factor receptor (EGFR) and protein kinases are found to play an
important role in cell cycle progression, cell proliferation and
induction of apoptosis [4].

Medicinal plants which also show promising effects in treat-
ment of cancers are nowattracting great attention in theworld. The
rhizomes of Zingiber zerumbet Smith are employed as traditional
medicine in relieving stomach ache, as a diuretic, and when
macerated in alcohol are regarded as a tonic and depurative.
Moreover, it is also used as the spice ginger and a novel food factor
for mitigating experimental ulcerative colitis [5].

Zerumbone, a crystalline sesquiterpene, is the major component
in the rhizomes of this plant and is readily available from a wide-
spread natural source. It contains three double bonds; an isolated
one at C6 and two double bonds at C2 and C10 which are part of
a cross conjugated dienone system. It was found that the C2 double
bond appears least hindered due to being furthest from the gem
dimethyl substituents at C9. It has been reported that the X-ray
structure shows that the dienone system lies in a slightly distorted
planewhich is perpendicular to that of the isolated double bond [6].

Zerumbone has been studied for various biological activities
because it acts to suppress tumor promoters [7] and to inhibit the
growth of a human leukemia cell line [8]. It is also antiproliferative
and an anti-platelet activating factor [9,10], and has anti HIV
activities [11]. Thus, it is expected that the zerumbone derivatives
t cholangiocarcinoma cell lines of zerumbone derivatives, European
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Scheme 2. Reagents and conditions: (a) NH3 or BuNH2 or BnNH2, MeCN, rt, 5 days, 56%
(5), 93% (6), 68% (7); (b) Ac2O, pyridine, 0 �C, 8 h, 92% (8), 85% (9).
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might show useful biological activities, especially cytotoxicity
against CCA cell lines.

Kitayama and coworkers [12e15] have reported the isolation
and structural transformation of zerumbone as well as the regio-
and stereochemistry of its derivatives. Due to this chemical infor-
mation and as part of our research program on anti-tumor drugs
from natural products, we planned to synthesize known and new
derivatives of zerumbone and evaluate them for in vitro cytotox-
icity against CCA cell lines including KKU-100 (poorly-differenti-
ated adenocarcinoma), KKU-M139 (squamous cell carcinoma),
KKU-M156 (moderately-differentiated adenocarcinoma), KKU-
M213 (adenosquamous carcinoma) and KKU-M214 (moderately-
differentiated adenocarcinoma) cell lines [16]. It is expected that
this work will find potent compounds for the development of anti-
CCA agents. In addition, to understanding the mode of reaction, the
interaction between themost active compound and the enzymes or
receptor proteins involved with cell cycle and cell growth was
studied using molecular modeling techniques.
2. Results and discussion

2.1. Chemistry

Seventeen zerumbone derivatives were successfully prepared
using organic reactions. Reduction of zerumbone (1) using LiAlH4 at
0 �C gave crystalline (�) zerumbol (2) [12]. Acetylation of this
compound using Ac2O/pyridine afforded 3 while epoxidation of 2
with mCPBA yielded racemic 4 (Scheme 1). The relative stereo-
chemistry of hydroxyl and epoxide groups was trans configuration.
Zerumbone was stirred with excess ammonia, butylamine and
benzylamine at room temperature to provide monoamines 5, 6 and
7, respectively. This conjugated amination yielded a single diaste-
reomer as relatively trans configuration adducts of eachmonoamine
(Scheme 2). As in a previous report [13], no diamine and no another
diastereomer of products was observed.Michael addition of amines
occurred selectively at the less hindered conjugated double bond
(C2eC3) of zerumbone. Acetylation of amine groups at C3 position
of 5 and 6 using Ac2O/pyridine at 0 �C provided the corresponding
amides 8 and 9, respectively. The reaction of butylamine 6 with
NaBH4 afforded hydroxyamine 10 as a single diastereoisomer in 81%
yield. The reduction of amide 8with NaBH4 at 0 �C afforded a single
diastereoisomer hydroxyamide 11 in the yield of 54%. The NOESY
experiment showed the correlation of protons at C1 and C2 which
indicated the relatively cis orientation of these positions (Scheme3).
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Scheme 1. Reagents and conditions: (a) LiAlH4, THF, 0 �C, 1 h, 88%; (b) Ac2O, pyridine,
reflux, 30 min, 74%; (c) mCPBA, EtOAc, rt, 24 h, 15%. Note: The stereochemistry shown
in all schemes are relative configuration.
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Epoxidation of the isolated double bond in zerumbone at C6 and
C7 using mCPBA provided epoxide 12 in 97% yield [13]. This
formation has high regioselectivity due to the high electron density
and the less steric double bond. The epoxide 12was further treated
with an excess amount of various amines at room temperature
providing corresponding amines 13e15. As in the reaction of zer-
umbone, conjugate additions occurred at the C3 position and no
nucleophilic addition of the remaining double bond (C10) was
observed. As in a previous report, these amino derivatives were
obtained as relatively trans configuration on C2 and C3. The relative
orientation of the amino groups and epoxide oxygen showed that
amination occurred on the same face of the epoxide. The reason for
this observation was the steric repulsion of the two methyl groups
at C2 and C6 of 12 which are located on one face of the ring while
the oxide oxygen lies on the opposite face [14]. Further acetylation
of 13 using Ac2O in pyridine gave corresponding amide 16 in 66%
yield (Scheme 4).

In contrast to the reaction of 1 with various amines, the excess
KCN reactedwith zerumbone at 40 �C for 3 days provided conjugate
addition of cyanide ion at both C3 and C10 double bonds [15]. A
mixture of four diastereoisomeric dicyano derivatives 17 was
obtained. It was reported that in the major diastereoisomer (17a),
two cyano groups were located on the same face of the ring while
the two methyl groups at C2 and C6 lie on the opposite face
(Scheme 5) [15].

After treatment of 1 with dimethylamine in the presence of
acetonitrile at room temperature, followed by stirring with excess
KCN at 15 �C, the nitrile derivative 20was detected [13]. This can be
explained as that conjugate addition of dimethylamine at C3 gave
intermediate 18, while conjugate addition of the cyanide ion at C10
yielded intermediate 19. After the easy elimination of the dime-
thylamino group, cyano 20was observed as a sole product (Scheme
6). The 1H NMR spectrum showed an olefinic proton at d 5.95e6.50
(H3) and a singlet signal at d 1.79 (CH3-12) which indicates the
presence of a,b-unsaturated ketone at C2 and C3. Two doublet
signals of olefinic protons at H10 and H11 disappeared.

2.2. Biological activity [17]

Zerumbone (1) and its derivatives (2e17 and 20) were tested
for their cytotoxicity against CCA cell lines; KKU-100, KKU-M139,
a
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OH

NHBu

H H

NOESY

OH

NHAc

H H

NOESY

or

10 11

Scheme 3. Reagents and conditions: (a) NaBH4, MeOH, 0 �C, 3 h, 81% (10), 54% (11).
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KKU-M156, KKU-M213 and KKU-M214 and their activities are
shown in Table 1. Among these cell lines, KKU-100 was the least
sensitive cell line which showed the highest IC50 value of 25.21 mM
to ellipticine. It was found that zerumbone and alcohol derivatives
showed no cytotoxic activity against all cell lines. Fortunately,
primary amine 5 exhibited cytotoxic activity against KKU-100 cell
line with an IC50 value of 16.44 mM which is about 1.5-fold higher
toxicity than the ellipticine standard (IC50 ¼ 25.21 mM). This
compound also showed cytotoxicity against KKU-M139, KKU-
M156, KKU-M213 and KKU-M214 cell lines with IC50 values
ranging from 51 to 69 mM. Butylamine 6 possessed cytotoxicity
against KKU-M213 and KKU-M214 cell lines with IC50 values of
36.61 and 41.55 mM, respectively. In contrast, benzylamine 7
showed no cytotoxicity against these five cell lines. It is interesting
to note that the more polar primary amine 5 may play an
important role in cytotoxicity.

Zerumbol (2) showed no cytotoxicity against all CCA cell lines.
But, when hydroxyamine 10 was synthesized and evaluated for
cytotoxicity, it was found that this derivative displayed interesting
results by showing cytotoxic activity against all cell lines with IC50
values ranging from 16 to 35 mM.

Epoxide12demonstratedweak cytotoxicity toKKU-M214 cell line
with an IC50 value of 52.61 mM. From the cytotoxicity results of amine
5 and epoxide 12, we hoped that epoxyamine 13would exhibit good
results on cytotoxicity testing. However, this compound displayed
strong cytotoxicity only to the KKU-M214 cell line with an IC50 value
of 18.30 mM. Epoxyamine 14 displayed good results to KKU-100 cell
line by showing an IC50 value of 16.52 mM. In addition, this compound
exhibited activity with IC50 values of 48.20, 37.63 and 51.00 mM
against KKU-M156, KKU-M213 and KKU-M214, respectively.

Compound 20 showed strong cytotoxicity against the least
sensitive cell line (KKU-100) with an IC50 value of 25.72 mM which
is nearly equal to the ellipticine standard. This derivative also dis-
played moderate cytotoxicity against the other cell lines with IC50
values ranging from 37 to 56 mM. It was suggested that the nitrile
group at the C10 positionwas favorable for CCA cell lines. All results
show convincingly that amine, hydroxylamine, epoxyamine and
nitrile groups are essential for cytotoxicity.

2.3. Molecular modeling simulation

From the results of the bioactivity testing, 5 containing an amine
group exhibits the most potent antiproliferative activity, especially
a
1

O

17a

NC CN + 17b-d

Scheme 5. Reagents and conditions: (a) excess KCN, MeCN-H2O, 40 �C, 3 days,
42% (17a).
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against KKU-100 cell line. In order to understand the modes of
action of 5, molecularmodeling based on the docking approachwas
used to find possible targets of cholangiocarcinoma activity.
Excessive activity of cyclin-dependent kinases (CDKs) has been
observed as one of the mechanisms underlying pathological
hyperproliferation [18]. Consequently, inhibition of CDKs could be
a therapeutic option for treatment of cancer [19]. In addition, since
the epidermal growth factor receptor (EGFR) is found to play an
important role in cell cycle progression, cell proliferation and
induction of apoptosis, it has become an important target in cancer
therapy [20]. In cholangiocarcinoma cells, the expression of CDK-2,
CDK-5 and EGFR in tumor tissues were found in both Thai intra-
hepatic cholangiocarcinoma (ICCs) and Japanese ICCs. Several
reports indicate that the EGFR is frequently overexpressed in CCA
[21]. Therefore, inhibition of CDK-2, CDK-5 or EGFR could provide
control of the cell proliferation of certain cancers. Moreover, the
expression of GSK-3b which plays an important in regulation of
tumor cell proliferation through the activation of the Wnt/b-cat-
enin pathway was found in 16/20 (80%) of Thai ICCs and in 16/20
(80%) of Japanese ICCs [22]. Therefore, in the course of our molec-
ular modeling, we selected CDK-2, CDK-5, EGFR and GSK-3 for the
elucidation of the possible characteristics of zerumbone derivatives
in cholangiocarcinoma cells. The template of each protein target
was constructed and validated by redocking with the native ligand.
The chemical structures of these ligands are shown in Table 2 which
summarizes the data and source of these structures [23e26]. The
3D-configuration of four inhibitors obtained from redocking with
the developed protein templates were compared with the crystal-
lographic poses. The results showed a good match of the docked
and the crystallographic binding orientation with RMSD of less
than 2.0 �A (Table 3). The validation results show that the con-
structed template is a good model system for predicting ligand
binding orientation and binding affinity.

The docking results using AutoDock 4 indicate that 5 interacted
with CDK-2 through the 2 H-bond at Asp145with binding energy of
�6.18 kcal/mol. In contrast, for CDK-5 and GSK-3 complexes it is
seen that hydrogen bonds were not formed (Table 4).

The best binding interactions of 5 was formed in the complex
with EGFR with the lowest binding energy of �7.24 kcal/mol. The
binding energy of zerumbone, which showed no cytotoxic activity
against KKU-100 at 75 mM, with EGFR was also calculated. The
docking result showed that the binding energy of zerumbone was
higher than the standard known inhibitor with the binding energy
of �6.22 kcal/mol, as a result, the affinity of zerumbone decrease.
Thus, zerumbone showed no antiproliferation activity at 75 mM.
These patterns correlated with antipoliferative activities. For the
binding mode of compound 5, the core structure, sesquiterpene, is
tightly bound to the pocket binding site with a hydrophobic
interaction. The oxygen atom of the carbonyl group in 5 forms
a hydrogen bond with the HeN of Lys721 (bond length 1.9 �A). The
interaction between the primary amine and the oxygen atom of the
Asp831 residue has a 1.7 �A bond length (Fig. 1). The docking result
suggests that 5 might inhibit the proliferation of cancer via EGFR
inhibition.

3. Conclusion

A series of zerumbone derivatives were synthesized and their in
vitro cytotoxicity against cholangiocarcinoma cell lines were eval-
uated. Compounds 5, 10, 14 and 20 exhibited cytotoxic activity
against all CCA cell lines to different extents, indicating their broad
spectrum of anti-CCA effects. Our results indicate that these five
CCA cell lines, with different histological types, respond differently
to different compounds. This may be due to the variation in func-
tional groups present in the compounds. The chemical structure
t cholangiocarcinoma cell lines of zerumbone derivatives, European
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diversity of the four compounds reflects the biological activities.
The presence of amine (5), hydroxylamine (10), epoxyamine (14),
and nitrile (20) groups is believed to play an important role in
potent anticancer activities. Among the tested compounds, 5,
which contained an amine group, exhibited higher potency. The
docking result indicates that 5 may inhibit the proliferation of
cancer through EGFR inhibition. This preliminary investigation is
a good basis for further medicinal chemistry study.

4. Experimental

4.1. General

NMR spectra were recorded on a Varian Mercury plus spec-
trometer operating at 400 MHz (1H) and at 100 MHz (13C). IR
spectrawere recorded as KBr disks or thin films, using Perkin Elmer
Spectrum One FT-IR spectrophotometer. Mass spectra were deter-
mined on Micromass Q-TOF 2 hybrid quadrupole time-of-flight (Q-
TOF) mass spectrometer with a Z-spray ES source (Micromass,
Manchester, UK). Melting points were determined on a SANYO
Gallenkamp melting point apparatus and were uncorrected. Thin
layer chromatography (TLC) was carried out on MERCK silica gel 60
F254 TLC aluminum sheet. Column chromatography was done with
silica gel 0.063e0.200 mm or less than 0.063 mm. Preparative layer
chromatography (PLC) was carried out on glass supported silica gel
plates using silica gel 60 PF254 for preparative layer chromatog-
raphy. All solvents were routinely distilled prior to use.

4.2. Extraction and purification of zerumbone (1)

Dried rhizomes of Z. zerumbet Smith (4.0 kg) were ground into
powder and then extracted with EtOAc (3 � 5 L) at room temper-
ature. Removal of solvent under reduced pressure gave crude EtOAc
extract (32.8 g) which was further subjected to column chroma-
tography (CC) on silica gel 60 (500 g) and subsequently eluted with
three solvents (hexane, EtOAc and MeOH) by gradually increasing
Table 1
Cytotoxicity of all compounds against cholangiocarcinoma cell lines.a

Compound IC50(mM)

KKU-100 KKU-M139

Zerumbone NR NR
5 16.44 � 0.59 63.26 � 5.48
6 NR NR
10 35.33 � 5.89 19.63 � 1.26
12 NR NR
13 NR NR
14 16.52 � 0.84 NR
17aed NR NR
20 25.72 � 2.60 55.88 � 4.4
Other NR NR
Ellipticine 25.21 � 0.2 4.5 � 0.28

NR ¼ no response at > 75 mM.
a Data shown are from triplicate experiments.
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polarity of elution solvents system. The eluents were collected and
monitored by TLC resulting in 15 fractions (F1eF15). The solid in F6
was separated by filtration, recrystallized from CH2Cl2-hexane to
afford zerumbone (1, 15.0 g).
4.3. Preparation of zerumbone derivatives

4.3.1. Preparation of zerumbol (2)
To a solution of compound 1 (503 mg, 2.30 mmol) in dry THF

(5.0 mL) was added LiAlH4 (348 mg, 9.2 mmol) at 0 �C and the
solution was stirred for 1 h. The reaction mixture was quenched
with 10% HCl (10 mL) and extracted with EtOAc (3 times). The
organic layer was combined, washed with water, brine, dried over
anhydrous Na2SO4 and evaporated to dryness. Purification of crude
oil by column chromatography (silica gel, 10% EtOAc:hexane) gave
a white solid of compound 2.

4.3.2. (�)-(2E,6E,10E)-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-2,6,10-
trienol (2)

Yield 447mg, 88%; mp 72e73 �C; IR nmax 3290, 2955, 1445, 1297,
1076, 969 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 5.56 (1H, dd, J ¼ 16.1, 7.2 Hz, H-
11), 5.25 (1H, d, J ¼ 16.1 Hz, H-10), 5.22 (1H, t, J ¼ 7.5 Hz, H-3), 4.83
(1H, dd, J¼ 10.1, 4.0 Hz, H-7), 4.63 (1H, d, J¼ 7.2 Hz, H-1), 2.16e2.24
(1H, m, H-4), 2.04e2.14 (3H, m, H-4 and 2H-5), 2.01 (1H, dd,
J ¼ 13.7, 2.8 Hz, H-8), 1.80 (1H, dd, J ¼ 13.7, 3.8 Hz, H-8), 1.67 (3H, s,
CH3-12), 1.44 (3H, s, CH3-13), 1.08 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.06 (3H, s,
CH3-15 or 14); 13C NMR (CDCl3) d 141.8 (C2), 139.3 (C10), 133.0 (C6),
131.3 (C11), 124.9 (C7), 124.8 (C3), 78.6 (C1), 41.9 (C8), 39.1 (C5), 37.1
(C9), 29.4 (CH3-14 or 15), 24.2 (CH3-15 or 14), 22.9 (C4), 15.0 (CH3-
13), 12.7 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C15H24O 243.1725
[M þ Na]þ, found 243.1725.

4.3.3. Preparation of compound 3
Compound 2 (35 mg, 0.16 mmol) was refluxed with acetic

anhydride (1.0 ml) in the presence of pyridine (1.0 ml) for 30 min.
Thewater was added and the mixturewas extracted with CH2Cl2 (3
KKU-M156 KKU-M213 KKU-M214

NR NR NR
69.04 � 5.40 51.88 � 2.25 59.65 � 7.39
NR 36.61 � 0.65 41.55 � 0.58
26.34 � 4.0 27.19 � 1.29 16.05 � 6.06
NR NR 52.61 � 3.88
NR NR 18.30 � 0.39
48.20 � 1.85 37.63 � 2.4 51.00 � 0.78
NR NR 66.52 � 3.63
37.30 � 3.58 45.12 � 0.89 54.50 � 1.5
NR NR NR
9.34 � 1.66 1.62 � 0.08 1.01 � 0.02
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Table 2
Crystal ligand structures used in this study.

Ligand PDB Resolution �A

1DI8 2.20

1UNG 2.30

1M17 2.60

1UV5 2.80

Table 4
Geometric filters for training set of compound 5.

Kinase
targets

Number of
H-bond

Geometric filters Ebinding
(kcal/mol)

Amino acid
residue

H-bonding
atom

Distance
(�A)

CDK-2 2 Asp145 O (C]O) 2.211 �6.18
Asp145 N (NH2) 2.161

CDK-5 0 e e e �6.06
EGFR 2 Lys721 O (C]O) 1.951 �7.24

Asp831 N (NH2) 1.718
GSK-3 0 e e e �5.48
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times). The organic layer was combined, washed with water, brine
and dried over anhydrous Na2SO4. Evaporation of solvent gave
a crude oil, which was purified by PLC (40% CH2Cl2:Hexane) to give
a white solid of compound 3.

4.3.4. (�)-(2E,6E,10E)-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-2,6,10-
trienyl acetate (3)

Yield 31 mg, 74%; mp 70e71 �C; IR nmax 2955, 1737, 1368,
1240 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 5.54 (1H, dd, J ¼ 15.8, 7.4 Hz, H-11),
5.48 (1H, d, J¼ 7.4 Hz, H-1), 5.31 (1H, d, J¼ 15.8 Hz, H-10), 5.26 (1H,
t, J¼ 7.7 Hz, H-3), 4.84 (1H, dd, J¼ 10.6, 4.2 Hz, H-7), 2.12e2.20 (3H,
m, 2H-4 and H-8), 2.02e2.10 (2H, m, H-5), 2.06 (3H, s, CH3 of OAc),
1.78e1.84 (1H, m, H-8), 1.64 (3H, s, CH3-12), 1.45 (3H, s, CH3-13),
Table 3
Docking of crystal inhibitors.

Ligand Macromolecule Members in the
highest cluster

Ebinding
(kcal/mol)

RMSD from
crystal orientation
(�A)

I CDK-2 87 �7.32 0.71
II CDK-5 93 �6.53 0.92
III EGFR 67 �7.69 1.67
IV GSK-3 150 �9.14 0.56
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1.08 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.07 (3H, s, CH3-15 or 14); 13C NMR
(CDCl3) d 170.4 (C]O of OAc), 140.8 (C2), 138.7 (C6), 133.2 (C11),
127.7 (C7), 127.1 (C10), 124.7 (C3), 79.9 (C1), 41.1 (C8), 39.2 (C5), 37.3
(C9), 29.5 (CH3-14 or 15), 23.8 (CH3-15 or 14), 23.0 (C4), 21.2 (CH3 of
OAc), 15.0 (CH3-13), 13.2 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for
C17H26O2 285.1825 [M þ Na]þ, found 285.1835.

4.3.5. Preparation of compound 4
To a solution of compound 2 (39 mg, 0.18 mmol) in EtOAc

(0.5 ml) was added mCPBA (37.4 mg, 0.22 mmol) at 0 �C. The
solution was stirred for 1 h and then allowed to warm at room
temperature for 24 h. The water was added and the mixture was
extracted with EtOAc (3 times). The organic layer was combined,
washed with water, brine and dried over anhydrous Na2SO4.
Evaporation of solvent gave a crude oil, which was purified by PLC
(25% EtOAc:hexane) to give a white solid of 4.
Fig. 1. Binding orientation of compound 5 on EGFR kinase.
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4.3.6. (�)-[6E,10E]-2,3-epoxy-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-
6,10-dienol (4)

Yield 41 mg, 15%; mp 84e85 �C; IR nmax 3418, 2959, 1388, 1268,
1059 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 5.30 (1H, dd, J ¼ 16.0, 6.9 Hz, H-11),
5.23 (1H, d, J ¼ 16.0 Hz, H-10), 4.95 (1H, dd, J ¼ 10.7, 3.7 Hz, H-7),
3.57 (1H, d, J ¼ 7.5 Hz, H-1), 2.46 (1H, dd, J ¼ 9.9, 4.3 Hz, H-3),
2.20e2.32 (2H, m, H-4 and H-5), 2.00e2.12 (2H, m, H-5 and H-8),
1.82 (1H, br d, J ¼ 13.7 Hz, H-8), 1.55 (3H, s, CH3-13), 1.36e1.44 (1H,
m, H-4), 1.32 (3H, s, CH3-12), 1.12 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.08 (3H, s,
CH3-15 or 14); 13C NMR (CDCl3) d 142.7 (C10), 132.0 (C6), 125.7 (C7),
125.2 (C11), 81.6 (C1), 65.6 (C2), 60.5 (C3), 40.2 (C8), 36.4 (C9), 36.1
(C5), 30.9 (CH3-14 or 15), 29.8 (CH3-15 or 14), 24.5 (C4), 15.0 (CH3-
13), 10.6 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C15H24O2 237.1849
[M þ H]þ, found 237.1848.

4.3.7. Preparation of amines 5, 6 and 7
A mixture of compound 1 (50 mg, 0.23 mmol) in MeCN

(1.0 mL) and ammonia (30% in water, 2.0 mL) was stirred for 5
days at room temperature. The solution was concentrated on
a rotary evaporator under reduced pressure. The water was added
and the mixture was extracted with EtOAc (3 times). The organic
layer was combined, washed with water, brine and dried over
anhydrous Na2SO4. Evaporation of solvent gave a crude oil, which
was purified by PLC (10% MeOH:EtOAc) to give a white solid of
compound 5. The reaction of compound 1 with n-butylamine or
benzylamine (excess, 4.0 mL) gave a yellow oil of 6 and a white
solid of 7, respectively.

4.3.8. (�)-[6E,10E]-3-amino-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-6,10-
dienone (5)

Yield 32 mg, 56%; mp 90e91 �C; IR nmax 3373, 3304, 1677, 1625,
1451, 995 cm�1; 1H NMR (CD3OD) d 6.13 (1H, d, J ¼ 16.1 Hz, H-10),
6.08 (1H, d, J ¼ 16.1 Hz, H-11), 5.04 (1H, dd, J ¼ 11.7, 4.4 Hz, H-7),
3.23e3.35 (1H, m, H-3), 2.65 (1H, dq, J ¼ 6.6, 2.9 Hz, H-2), 2.20 (1H,
t, J ¼ 12.4 Hz, H-8), 1.98e2.06 (1H, m, H-5), 1.78e1.90 (2H, m, H-5
and H-8), 1.30 (3H, s, CH3-13), 1.10 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.08 (3H, s,
CH3-15 or 14), 0.98e1.02 (2H, m, H-4), 0.90 (3H, d, J ¼ 6.6 Hz, CH3-
12); 13C NMR (CD3OD) d 202.6 (C1), 152.5 (C10), 137.7 (C6), 127.8
(C11), 122.2 (C7), 54.4 (C2), 52.7 (C3), 41.2 (C8), 39.9 (C9), 37.7 (C5),
29.9 (C4), 28.7 (CH3-14 or 15), 22.7 (CH3-15 or 14),16.2 (CH3-13), 5.7
(CH3-12).

4.3.9. (�)-[6E,10E]-3-butylamino-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-
6,10-dienone (6)

Yield 62 mg, 93%; IR nmax 3332, 1693, 1674, 1626, 1455,
998 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 6.12 (1H, d, J¼ 16.1 Hz, H-10), 5.58 (1H,
d, J ¼ 16.1 Hz, H-11), 5.00 (1H, dd, J ¼ 11.7, 4.6 Hz, H-7), 2.97e2.99
(1H, m, H-3), 2.84e2.92 (1H, m, H-2), 2.60e2.66 (1H, m, H-10),
2.47e2.55 (1H, m, H-10), 2.12 (1H, t, J¼ 12.3 Hz, H-8),1.95e2.02 (1H,
m, H-5), 1.78e1.81 (2H, m, H-5 and H-8), 1.40e1.50 (2H, m, H-20),
1.25e1.33 (2H, m, H-30), 1.28 (3H, s, CH3-13), 1.10 (3H, s, CH3-14 or
15), 1.08 (3H, s, CH3-15 or 14), 0.90e1.00 (2H, m, H-4), 0.85 (3H, t,
J ¼ 7.3 Hz, H-40), 0.80 (3H, d, J ¼ 6.6 Hz, CH3-12); 13C NMR (CDCl3)
d 203.2 (C1), 152.0 (C10), 138.1 (C6), 127.7 (C11), 122.0 (C7), 58.5
(C3), 48.6 (C2), 46.8 (C10), 41.3 (C8), 40.0 (C9), 38.3 (C5), 31.9 (C20),
28.8 (CH3-14 or 15), 28.7 (C4), 22.7 (CH3-15 or 14), 20.4 (C30), 16.2
(CH3-13), 13.9 (C40), 5.9 (CH3-12).

4.3.10. (�)-[6E,10E]-3-benzylamino-2,6,9,9-
tetramethylcycloundeca-6,10-dienone (7)

Yield 51 mg, 68%; mp 80e82 �C; IR nmax 3421, 2922, 1687, 1624,
1042, 744, 701 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 7.26e7.60 (5H, m, Ar-H),
6.05 (1H, d, J ¼ 16.1 Hz, H-10), 5.65 (1H, d, J ¼ 16.1 Hz, H-11), 4.54
(1H, dd, J ¼ 11.8, 4.2 Hz, H-7), 4.02 (1H, d, J ¼ 13.6 Hz, H-10), 3.77
(1H, d, J ¼ 13.6 Hz, H-10), 3.00 (1H, dq, J ¼ 6.6, 2.7 Hz, H-2), 2.92
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(1H, dd, J ¼ 7.5, 2.7 Hz, H-3), 2.10 (1H, t, J ¼ 12.3 Hz, H-8),
1.92e1.99 (1H, m, H-5), 1.61 (NH), 1.75 (1H, t, J ¼ 12.0 Hz, H-5), 1.68
(1H, dd, J ¼ 12.0, 4.5 Hz, H-8), 1.31 (3H, s, CH3-13), 1.08 (3H, s, CH3-
14 or 15), 1.01e1.05 (1H, m, H-4), 0.96 (3H, d, J ¼ 6.6 Hz, CH3-12),
0.86e0.94 (1H, m, H-4), 0.77 (3H, s, CH3-15 or 14); 13C NMR
(CDCl3) d 203.1 (C1), 151.4 (C10), 140.0 (C-Ar), 137.9 (C-Ar), 137.9
(C6), 128.6 (C-Ar), 128.4 (C-Ar), 127.9 (C11), 127.3 (C-Ar), 121.9 (C7),
56.0 (C3), 50.5 (C10), 47.4 (C2), 41.3 (C8), 39.7 (C9), 37.5 (C5), 29.0
(CH3-14 or 15), 28.9 (C4), 22.7 (CH3-15 or 14), 16.4 (CH3-13), 6.0
(CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C22H31NO 348.2303
[M þ Na]þ, found 348.2303.

4.3.11. Preparation of compounds 8 and 9
Compound 5 (or 6) (0.34 mmol) reacted with acetic anhydride

(1.0 mL) in the presence of pyridine (1.0 mL) at 0 �C for 8 h. The
water was added and the mixture was extracted with EtOAc (3
times). The organic layer was combined, washed with water, brine
and dried over anhydrous Na2SO4. Evaporation of solvent gave
a crude oil, which was purified by PLC (50% EtOAc:hexane) to give
a white solid of 8 or a yellow solid of 9, respectively.

4.3.12. (�)-[6E,10E]-3-(N-Acetylamino)-2,6,9,9-tetramethyl-
cycloundeca-6,10-dienone (8)

Yield 92 mg, 92%; mp 199e200 �C; IR nmax 3300, 1694, 1633,
1547 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 6.40 (1H, d, J ¼ 16.2 Hz, H-11), 6.14
(1H, d, J ¼ 16.2 Hz, H-10), 5.15 (1H, dd, J ¼ 11.7, 4.2 Hz, H-7), 4.47
(1H, br d, J ¼ 8.3 Hz, H-3), 2.90 (1H, dq, J ¼ 6.7, 2.6 Hz, H-2), 2.20
(1H, t, J ¼ 12.3 Hz, H-8), 1.98 (3H, s, CH3 of NHAc), 1.90e1.96 (1H, m,
H-5),1.85 (1H, dd, J¼ 13.0, 4.4 Hz, H-8),1.70 (1H, t, J¼ 12.3 Hz, H-5),
1.36 (3H, s, CH3-13), 1.19 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.13 (3H, s, CH3-15 or
14), 0.95e1.00 (2H, m, H-4), 0.95 (3H, d, J ¼ 6.7 Hz, CH3-12); 13C
NMR (CDCl3) d 202.6 (C1), 170.7 (C]O of NHAc), 152.1 (C10), 136.5
(C6),128.4 (C11),123.2 (C7), 50.8 (C2), 50.7 (C3), 41.5 (C8), 40.0 (C9),
37.0 (C5), 28.8 (CH3-14 or 15), 27.4 (C4), 22.9 (CH3 of NHAc), 22.8
(CH3-15 or 14), 16.3 (CH3-13), 6.6 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass
for C17H27NO2 300.1939 [M þ Na]þ, found 300.1939.

4.3.13. (�)-[6E,10E]-3-(N-Acetylbutylamino)-2,6,9,9-
tetramethylcycloundeca-6,10-dienone (9)

Yield 97 mg, 85%; mp 72e73 �C; IR nmax 3554, 3476, 1693,
1619 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 6.62 (1H, d, J ¼ 16.2 Hz, H-11), 6.16
(1H, d, J ¼ 16.2 Hz, H-10), 5.14e5.20 (2H, m, H-3 and H-7),
3.28e3.60 (1H, m, H-10), 3.14e3.23 (1H, m, H-10), 2.80 (1H, dq,
J ¼ 6.7, 2.2 Hz, H-2), 2.22e2.32 (1H, m, H-8), 2.18 (3H, s, CH3 of
NHAc), 1.95 (1H, dd, J ¼ 12.5, 6.5 Hz, H-5), 1.87 (1H, dd, J ¼ 13.2,
4.3 Hz, H-8),1.56e1.66 (2H,m, H-4 and H-5),1.46e1.56 (2H, m, H20),
1.41 (3H, s, CH3-13),1.28e1.36 (2H, tq, J¼ 14.7, 7.3 Hz, H30), 1.26 (3H,
s, CH3-14 or 15), 1.15 (3H, s, CH3-15 or 14), 0.99 (3H, d, J ¼ 6.7 Hz,
CH3-12), 0.94 (3H, t, J ¼ 7.3 Hz, H-40), 0.80e0.90 (1H, m, H-4); 13C
NMR (CDCl3) d 202.5 (C1), 171.8 (C]O of NHAc), 151.7 (C10), 136.2
(C6),128.8 (C11),123.7 (C7), 54.1 (C3), 51.7 (C2), 45.9 (C10), 41.7 (C8),
40.2 (C9), 37.1 (C5), 33.3 (C20), 29.0 (CH3-14 or 15), 23.1 (CH3-15 or
14), 23.0 (C4), 22.3 (CH3 of NHAc), 20.2 (C30), 16.3 (CH3-13), 13.7
(C40), 8.3 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C21H35NO2 356.2565
[M þ Na]þ, found 356.2566.

4.3.14. Preparation of compounds 10 and 11
To a solution of compound 6 (or 8) (0.10 mmol) in MeOH

(1.0 mL) was added NaBH4 (0.15 mmol) at 0 �C and the solution
was stirred for 3 h. The reaction mixture was quenched with 10%
HCl (10 mL) and extracted with EtOAc (3 times). The organic layer
was combined, washed with water, brine and dried over anhy-
drous Na2SO4. Evaporation of solvent gave a crude oil, which was
purified by PLC (100% EtOAc) to give a white solid of compound 10
(or 11).
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4.3.15. (�)-[6E,10E]-3-butylamino-2,6,9,9-
tetramethylcycloundeca-6,10-dienol (10)

Yield 81%; IR nmax 3428, 2959, 1563, 1413, 1022 cm�1; 1H NMR
(CDCl3) d 5.26 (1H, br d, J ¼ 15.3 Hz, H-10), 4.98e5.10 (2H, m, H-7
and H-11), 3.98 (1H, br s, H-1), 2.58e2.70 (1H, m, H-3), 2.40e2.52
(2H, m, H-10), 2.02e2.12 (1H, m, H-8), 1.80e1.94 (3H, m, H-2 and
2H-5), 1.68 (1H, t, J ¼ 13.0 Hz, H-8), 1.54 (3H, s, CH3-13), 1.38e1.46
(2H, m, H-20), 1.20e1.30 (4H, m, 2H-4 and 2H-30), 1.00 (6H, s, 2CH3-
14, 15), 0.88 (3H, d, J ¼ 6.9 Hz, CH3-12), 0.84 (3H, t, J ¼ 7.2 Hz, H-40);
13C NMR (CDCl3) d 145.1 (C10), 140.2 (C6), 128.8 (C11), 128.4 (C7),
79.9 (C1), 60.2 (C3), 50.8 (C2), 44.4 (C10), 44.1 (C8), 42.1 (C9), 39.0
(C5), 34.7 (C4), 31.9 (CH3-14 or 15), 29.4 (CH3-15 or 14), 27.8 (C20),
24.3 (C30), 23.0 (CH3-13), 17.6 (C40), 11.7 (CH3-12); HRMS m/z calcd
mass for C19H35NO 294.2797 [M þ H]þ, found 294.2798.

4.3.16. (�)-[6E,10E]-3-(N-Acetylamino)-2,6,9,9-
tetramethylcycloundeca-6,10-dienol (11)

Yield 54%; mp 84e85 �C; IR nmax 3383, 1632, 1290, 1023,
978 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 5.23e5.36 (2H, m, H-10 and H-11), 5.13
(1H, d, J ¼ 8.0 Hz, H-7), 4.19e4.23 (1H, m, H-1), 2.88e2.91 (1H, m,
H-3), 1.90e2.02 (2H, m, H-2 and H-8), 1.89 (3H, s, CH3 of NHAc),
1.77e1.83 (1H, m, H-8), 1.58e1.63 (2H, m, H-5), 1.57 (3H, s, CH3-13),
1.11e1.28 (2H, m, H-4), 1.12 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.03 (3H, s, CH3-15
or 14), 0.91 (3H, d, J¼ 7.3 Hz, CH3-12); 13C NMR (CDCl3) d 170.4 (C]
O of NHAc),138.9 (C10), 136.2 (C6), 126.4 (C11), 124.1 (C7), 74.7 (C1),
48.1 (C3), 42.9 (C8), 41.3 (C9), 38.2 (C2), 35.4 (C5), 27.8 (CH3-14, 15),
23.0 (C4), 22.9 (CH3 of NHAc), 18.0 (CH3-13), 8.9 (CH3-12); HRMSm/
z calcd mass for C17H29NO2 302.2096 [M þ Na]þ, found 302.2096.

4.3.17. Preparation of compound 12
To a solution of 1 (39 mg, 0.18 mmol) in EtOAc (0.5 mL) was

addedmCPBA (37.4 mg, 0.22 mmol) at 0 �C, the solutionwas stirred
for 1 h and then allowed towarm at room temperature for 24 h. The
water was added and the mixture was extracted with EtOAc (3
times). The organic layer was combined, washed with water, brine
and dried over anhydrous Na2SO4. Evaporation of solvent gave
a crude oil, which was purified by PLC (20% EtOAc:hexane) to give
a crytalline solid of compound 12.

4.3.18. (�)-[2E,10E]-6,7-epoxy-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-
2,10-dienone (12)

Yield 41 mg, 97%; mp 84e85 �C; IR nmax 2963, 1656, 1262, 1119,
971 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 6.02e6.10 (3H, m, H-3, H-10 and H-11),
2.70 (1H, dd, J ¼ 11.2, 1.5 Hz, H-7), 2.34e2.45 (2H, m, H-4),
2.21e2.27 (1H, m, H-5), 1.89 (1H, d, J ¼ 14.0 Hz, H-8), 1.80 (3H, s,
CH3-12), 1.41 (1H, dd, J¼ 14.0, 11.2 Hz, H-8), 1.26e1.34 (1H, m, H-5),
1.25 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.18 (3H, s, CH3-13), 1.03 (3H, s, CH3-15 or
14); 13C NMR (CDCl3) d 202.8 (C1),159.4 (C10),147.7 (C3),139.4 (C2),
128.2 (C11), 62.7 (C7), 61.3 (C6), 42.6 (C8), 38.1 (C5), 35.9 (C9), 29.7
(CH3-14 or 15), 24.6 (C4), 24.0 (CH3-15 or 14), 15.6 (CH3-13), 12.0
(CH3-12); HRMS m/z calcd mass for C15H22O2 257.1517 [M þ Na]þ,
found 257.1517.

4.3.19. Preparation of compounds 13e15
The synthesis of compounds 13e15 was similar as described in

the preparation of compounds 5e7.

4.3.20. (�)-[10E]-3-amino-6,7-epoxy-2,6,9,9-
tetramethylcycloundeca-10-enone (13)

Yield 51%; mp 126e127 �C; IR nmax 3382, 1693, 1631, 1009,
914 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 6.29 (1H, d, J ¼ 16.0 Hz, H-11), 6.20
(1H, d, J¼ 16.0 Hz, H-10), 3.12e3.17 (1H, m, H-3), 2.62e2.68 (2H, m,
H-2 and H-7), 2.00e2.06 (1H, m, H-5), 1.84 (1H, t, J ¼ 12.5 Hz, H-8),
1.30 (1H, dd, J ¼ 11.3, 2.5 Hz, H-8), 1.20 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.06
(3H, s, CH3-15 or 14), 1.04 (3H, s, CH3-13), 0.94e0.98 (3H, m, 2H-4
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and H-5), 0.90 (3H, d, J ¼ 6.7 Hz, CH3-12); 13C NMR (CDCl3) d 203.1
(C1), 150.8 (C10), 127.7 (C11), 62.0 (C6), 60.7 (C7), 54.3 (C3), 53.2
(C2), 40.2 (C8), 36.6 (C5), 36.1 (C9), 29.4 (CH3-14 or 15), 27.4 (C4),
23.1 (CH3-15 or 14), 16.6 (CH3-13), 5.6 (CH3-12); HRMS m/z calcd
mass for C15H26NO2 252.1964 [M þ H]þ, found 252.1962.

4.3.21. (�)-[10E]-3-butylamino-6,7-epoxy-2,6,9,9-
tetramethylcycloundeca-10-enone (14)

Yield 15%;mp76e77 �C; IR nmax 3434,1688,1628,1114, 917 cm�1;
1H NMR (CDCl3) d 6.30 (1H, d, J ¼ 16.0 Hz, H-11), 6.25 (1H, d,
J¼16.0Hz,H-10), 2.92e3.00 (2H,m,H-2 andH-7), 2.66e2.74 (2H,m,
H-3 and H-10), 2.44e2.52 (1H, m, H-10), 2.05e2.09 (1H, m, H-5),1.90
(1H, d, J¼13.8Hz, H-8),1.42e1.50 (2H,m,H-20),1.34e1.41 (3H,m,H-
8 and 2H-30),1.26 (3H, s, CH3-14 or 15),1.15 (3H, s, CH3-15 or 14),1.10
(3H, s, CH3-13), 1.00e1.10 (2H, m, H-4), 1.00e1.05 (1H, m, H-5), 0.93
(3H, t, J ¼ 7.2 Hz, H-40), 0.90 (3H, d, J ¼ 6.4 Hz, CH3-12); 13C NMR
(CDCl3) d203.8 (C1),150.3 (C10),127.8 (C11), 62.0 (C6), 60.7 (C7), 60.7
(C3), 47.8 (C2), 47.0 (C10), 40.5 (C8), 37.2 (C5), 36.2 (C9), 32.4 (C20),
29.6 (CH3-14 or 15), 26.2 (C4), 23.3 (CH3-15 or 14), 20.4 (C30), 16.8
(CH3-13), 14.0 (C40), 5.8 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for
C19H34NO2 308.2590 [M þ H]þ, found 308.2593.

4.3.22. (�)-[10E]-3-benzylamino-6,7-epoxy-2,6,9,9-
tetramethylcycloundec-10-enone (15)

Yield 18%; mp 80e81 �C; IR nmax 3350, 1686, 1626, 1113, 917, 749,
704 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 7.28e7.42 (5H, m, Ar-H), 6.16 (1H, d,
J ¼ 16.0 Hz, H-10), 5.84 (1H, d, J ¼ 16.0 Hz, H-11), 4.02 (1H, d,
J¼ 13.4 Hz, H-10), 3.72 (1H, d, J¼ 13.4 Hz, H-10), 3.00 (1H, dq, J¼ 6.6,
3.2 Hz, H-2), 2.80 (1H, dd, J¼ 9.3, 3.2 Hz, H-3), 2.14 (1H, dd, J¼ 11.2,
1.6 Hz, H-7), 2.00 (1H, dd, J ¼ 8.6, 8.2 Hz, H-5), 1.74 (1H, d,
J ¼ 13.5 Hz, H-8), 1.20e1.28 (1H, m, H-8), 1.08e1.14 (2H, m, H-4),
1.06 (3H, s, CH3-14 or 15), 1.04 (3H, s, CH3-13), 0.96 (3H, d,
J ¼ 6.6 Hz, CH3-12), 0.90 (3H, s, CH3-15 or 14); 13C NMR (CDCl3)
d 203.8 (C1), 150.1 (C10), 139.7 (C-Ar), 128.7 (C-Ar), 128.4 (C-Ar),
127.7 (C11), 127.5 (C-Ar), 61.7 (C6), 60.4 (C7), 57.2 (C3), 50.3 (C10),
46.4 (C2), 40.7 (C8), 36.5 (C5), 36.0 (C9), 29.6 (CH3-14 or 15), 25.9
(C4), 23.0 (CH3-15 or 14), 16.8 (CH3-13), 5.7 (CH3-12); HRMS m/z
calcd mass for C22H32NO2 342.2433 [M þ H]þ, found 342.2433.

4.3.23. Preparation of compound 16
Acetylation reaction of compound 13 (23 mg 0.08 mmol) was

similar as described above.

4.3.24. (�)-[10E]-3-(N-Acetylamino)-6,7-epoxy-2,6,9,9-
tetramethylcycloundeca-10-enone (16)

Yield 15.6 mg, 66%; mp 205e206 �C; IR nmax 3243, 3072, 1699,
1632, 1551, 1107, 916 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 6.59 (1H, d,
J¼ 16.1 Hz, H-11), 6.29 (1H, d, J¼ 16.1 Hz, H-10), 4.47 (1H, dt, J¼ 7.5,
3.1 Hz, H-3), 2.96 (1H, dq, J ¼ 6.7, 3.1 Hz, H-2), 2.85 (1H, dd, J ¼ 11.2,
1.7 Hz, H-7), 1.98e2.03 (1H, m, H-5), 2.01 (3H, s, CH3 of NHAc),
1.90e1.95 (1H, m, H-8), 1.36e1.41 (1H, dd, J¼ 11.2, 2.5 Hz, H-8), 1.34
(3H, s, CH3-13), 1.19e1.28 (1H, m, H-4), 1.15 (3H, s, CH3-14 or 15),
1.12 (3H, s, CH3-15 or 14), 1.00e1.06 (1H, m, H-4), 0.95 (3H, d,
J ¼ 6.7 Hz, CH3-12), 0.95e0.98 (1H, m, H-5); 13C NMR (CDCl3)
d 202.6 (C1), 170.1 (C]O of NHAc), 150.6 (C10), 128.4 (C11), 61.1
(C6), 60.3 (C7), 52.0 (C3), 49.7 (C2), 40.8 (C8), 36.3 (C9), 36.0 (C5),
29.5 (CH3-14 or 15), 24.9 (C4), 23.4 (CH3-13), 23.3 (CH3 of NHAc),
16.8 (CH3-15 or 14), 6.5 (CH3-12); HRMS m/z calcd mass for
C17H27NO3 316.1889 [M þ Na]þ, found 316.1889.

4.3.25. Preparation of compounds 17a-d
To a solution of compound 1 (66 mg, 0.30 mmol) in MeCN

(1.0 mL) was added the solution of KCN (63 mg, 0.97 mmol) in H2O
(1.0 mL), the reaction mixture was stirred for 3 days at 40 �C. The
reaction mixture was quenched with H2O (10 mL) and extracted
t cholangiocarcinoma cell lines of zerumbone derivatives, European
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with EtOAc (3 times). The organic layer was combined, washed
with water, brine and dried over anhydrous Na2SO4 and evaporated
to dryness. Purification of crude oil by PLC (30% EtOAc:Hexane)
gave a white solid of a major diastereomer 17a.

4.3.26. (�)-[6E]-3,10-dicyano-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-6-
enone (17a)

Yield 35 mg, 42%; mp 115e116 �C; IR nmax 2962, 2234,
1726 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 5.11 (1H, dd, J ¼ 10.5, 4.0 Hz, H-7),
3.36 (1H, dd, J ¼ 19.4, 5.2 Hz, H-11), 3.25e3.28 (1H, m, H-10),
2.83e2.86 (2H, m, H-2 and H-3), 2.50 (1H, dd, J¼ 19.4, 3.2 Hz, H-11),
2.12e2.22 (3H, m, 2H-8 and H-5), 1.84e1.92 (3H, m, 2H-4 and H-5),
1.45 (3H, s, CH3-13), 1.26 (3H, s, CH3-14 or 15),1.22 (3H, d, J¼ 6.8 Hz,
CH3-12), 1.16 (3H, s, CH3-15 or 14); 13C NMR (CDCl3) d 202.2 (C1),
136.1 (C6), 122.1 (C7), 121.9 (CN at C10), 121.6 (CN at C3), 45.9 (C3),
41.3 (C8), 41.1 (C11), 38.9 (C5), 35.9 (C9), 33.5 (C10), 33.3 (C2), 31.9
(CH3-14 or 15), 24.5 (C4), 21.5 (CH3-15 or 14), 16.3 (CH3-13), 11.2
(CH3-12); HRMSm/z calcd mass for C17H24N2O 295.1786 [Mþ Na]þ,
found 295.1787.

4.3.27. Preparation of compound 20
Dimethylamine derivative 18 was prepared in the same proce-

dure as described above and used as the starting material for the
further step. A mixture of 18 (50 mg, 0.19 mmol) and KCN
(210.3 mg, 3.2 mmol) in MeCN:H2O (1:0.5 mL) was stirred for 2
days at 15 �C. The solutionwas concentrated on a rotary evaporator
under reduced pressure. The water was added and the mixture was
extracted with EtOAc (3 times). The organic layer was combined,
washed with water, brine and dried over anhydrous Na2SO4.
Evaporation of solvent gave a crude oil, which was purified by PLC
(50% EtOAc:hexane) to give a white solid of compound 20.

4.3.28. [2E,6E]-10-cyano-2,6,9,9-tetramethylcycloundeca-2,6-
dienone (20)

Yield 32 mg, 60% in the final step; mp 104e105 �C; IR nmax 2966,
2232, 1672, 1461, 1267, 817 cm�1; 1H NMR (CDCl3) d 5.95e6.05 (1H,
m, H-3), 5.11 (1H, t, J ¼ 5.9 Hz, H-7), 2.88e3.07 (1H, br s, H-11),
2.72e2.80 (1H, m, H-10), 2.53e2.66 (1H, m, H-11), 2.42e2.52 (1H,
m, H-5), 2.24e2.42 (3H, m, 2H-4 and H-5), 2.00e2.22 (2H, m, H-8),
1.79 (3H, s, CH3-12), 1.57 (3H, s, CH3-13), 1.19 (3H, s, CH3-14 or 15),
1.07 (3H, s, CH3-15 or 14); 13C NMR (CDCl3) d 202.9 (C1), 143.7 (C3),
137.0 (C6), 134.9 (C2), 122.8 (C7), 120.2 (CN at C10), 39.9 (C8), 39.6
(C4), 39.0 (C11), 37.3 (C9), 36.6 (C10), 28.3 (CH3-14 or 15), 25.8 (CH3-
15 or 14), 24.6 (C5), 15.8 (CH3-13), 12.5 (CH3-12); HRMS m/z calcd
mass for C16H23NO 268.1677 [M þ Na]þ, found 268.1677.

4.4. Cytotoxicity assay

Cytotoxic activity of the compounds was determined by the
sulforhodamine B (SRB) assay [17]. Briefly, 190 mL/well of cell
suspensions (0.5e1.0 � 105 cells/mL) were seeded in 96-well plates
and incubated at 37 �C for 24 h. Then 10 mL/well of each concen-
tration of the compounds was added in triplicate to obtain final
concentration of 0.025, 0.16, 0.8, 4 and 20 mg/well and 0.1% DMSO
was used as the solvent-control wells. The plates were incubated
for 1 h (starting cells) and 72 h at 37 �C. At the end of each exposure
time, the medium was removed. The cells were fixed with 20% (w/
v) trichloroacetic acid (TCA, Sigma, St. Louis, MO, USA) at 4 �C for 1 h
and stained with 0.4% (w/v) SRB (Sigma) dissolved in 1% acetic acid
(Sigma) at room temperature for 30 min. After five times washing
with 1% acetic acid, protein-bound dye was solubilized with 10 mM
Tris base, pH10 (Sigma) and the absorbance (OD) at 510 nm was
determined with an ELISA plate reader (ELX-800; Bio-Tek Instru-
ments, Inc.). Percentage cell viability was calculated as: [(OD
treated cells on day 3eOD starting cells)/(OD control on day 3eOD
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starting cells)] � 100. Dose-response curves were plotted and
growth inhibition of 50% (IC50) was determined at compound
concentration which results in 50% reduction of total protein
increase in control cells.

4.5. Investigation the target protein of compounds 1 and 5 by
docking study

4.5.1. Template preparation
A crystallographic structure of cyclin-dependent kinases 2

(CDK-2) [23], cyclin-dependent kinases 5 (CDK-5) [24], epidermal
growth factor receptor (EGFR) [25] and glycogen synthase kinase 3
(GSK-3) [26] bound to the selective inhibitor 4-[3-hydroxyanilino]-
6,7-dimethoxyquinazoline (ligand I) for CDK-2, 6-phenyl[5H]pyr-
rolo[2,3-b]pyrazine (ligand II) for CDK-5, [6,7-bis(2-methoxy-
ethoxy)quinazoline-4-yl]-(3-ethynylphenyl)amine (ligand III) for
EGFR and 6-bromoinidirubin-30-oxime (ligand IV) for GSK-3 were
selected as the docking template. These structures were obtained
from the Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/) (PDB
codes: 1DI8 for CDK-2, 1UNG for CDK-5, 1M17 for EGFR and 1UV5
for GSK-3, Table 2). In order to prepare the target protein as
a template, ligand and crystallographic water were removed.
Hydrogens and Gasteiger charges were assigned by using Auto-
DockTools (ADT) [27]. Atomic salvation parameters, based on the
Stouten model, and fragmental volumes were added in accordance
with the AutoDock force field [28]. Cubic affinity grid maps for each
atom type in the ligand set (plus an electrostatics map) centered on
the cavity with dimensions of 45 � 45 � 45 �A and 0.375 �A spacing
between grid points were computed using AutoGrid 4.0 for each
protein model. LennardeJones parameters 12-10 and 12-6 were
used for modeling H-bonds and Van Der Waals interactions,
respectively.

4.5.2. Template validation
To validate the constructed templates, the crystal structures of

native ligands including ligands I, II, III and IVwere used to redock
with its template, CDK-2, CDK-5, EGFR and GSK-3, respectively.

To prepare the inhibitors to dock to the constructed template, all
hydrogens were added and Gasteiger charges were assigned for all
inhibitors. ADT was used to merge nonpolar hydrogens and define
which bonds were rotatable for each ligand.

AutoDock 4 was employed to perform the docking calculation.
Each ligand was docked to the developed CDK-2, CDK-5, EGFR and
GSK-3 templates by using a Lamarkian genetic algorithm search
(LGA). Due to the stochastic nature of genetic search algorithms,
each ligand was docked in 150 trials. Docking trial for each ligand
was initiated with a randomly generated population of 150 ligand
orientations and the highest affinity configuration was selected
after 2 million energy evaluations had been performed. Standard
AutoDock parameters were used for the genetic algorithm: 2%
point mutation; 80% cross over rate; 6% local search rate.

The resulting ligand configurations, from 150 trials within a 2.0
RMSD (root-mean-square deviation) tolerance of each other, were
grouped together in clusters. The results of the docking experi-
ments were evaluated by calculating the positional RMSD of the
corresponding atoms of each conformation. The final docked
structure, RMSD from the bound crystal structure, docked energy
and predicted free energy of binding were all used to analyze its
interaction with the active site.

5. Molecular docking of 1 and 5 to the constructed protein
templates

To prepare 1 and 5 for docking with four constructed templates,
all hydrogens were added and Gasteiger charges were assigned
st cholangiocarcinoma cell lines of zerumbone derivatives, European
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[29]. The ADT was used to merge nonpolar hydrogens and define
which bonds were rotatable.1 and 5was docked to the four protein
templates by using a Lamarkian genetic algorithm search. Due to
the stochastic nature of genetic search algorithms, each ligand was
docked in 150 trials. Each docking trial for ligand was initiated with
a randomly generated population of 150 ligand orientations and the
highest affinity orientation was selected after 2 million energy
evaluations had been performed. Standard AutoDock parameters
were used for the genetic algorithm: 2% point mutation; 80% cross
over rate; 6% local search rate [28]. The resulting ligand orientations
from 150 trials with a 2.0 �A RMSD tolerance of each other were
grouped together as clusters. The final docked structure, docked
energy and predicted free energy of binding were used for the
analysis of its interaction with the active site.
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