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บทคดัย่อ 

 

 

รหสัโครงการ: MRG5980175 
 
ช่ือโครงการ: สารตา้นมะเรง็จากอนุพนัธช์นิดใหม่ของเรนิอรีาไมซนิและการศกึษากลไกตา้นมะเรง็ดว้ย

สารเคมจีากเตตราไฮโดรไอโซควโินลนี 
 
ช่ือนักวิจยั และสถาบนั: ผูช้่วยศาสตราจารย ์ดร. ศภุกาญจน์ ชาํนิ 
 
อีเมล:์ supakarn.c@pharm.chula.ac.th 
 
ระยะเวลาโครงการ: 2 ปี 
 
บทคดัยอ่: 

 เรนิอรีาไมซนิ เอม็ คอืสารผลติภณัฑธ์รรมชาตทิางทะเลในกลุ่มบสิเตราไฮโดรไอโซควโินลนีควโินน

แอลคาลอยด ์ สามารถสกดัแยกไดจ้ากฟองน้ําสน้ํีาเงนิสกุลเซสโทสปองเจยีซึง่พบบรเิวณหมู่เกาะสชีงั จงัหวดั

ชลบรุ ี ประเทศไทย ในโครงการวจิยัน้ีอนุพนัธช์นิดใหมข่องสารเรนิอรีาไมซนิ เอม็ไดถ้กูสงัเคราะหข์ึน้หลาย

กลุ่มประกอบดว้ย 22-O-อะมโิน เอสเตอร,์ 5-O-อะมโิน เอสเตอร ์และ 5-O-เอซลิ เอสเตอร ์ของเรนิอรีาไมซนิ 

เอม็ และ 5-O-เอซลิ เอสเตอร ์ของเรนิอรีาไมซนิ ท ีสารอนุพนัธ์ทีส่งัเคราะหข์ึน้จาํนวนมากกวา่ 20 โครงสรา้ง

และมหีมูแ่ทนทีเ่อสเตอรท์ีม่โีครงสรา้งหลากหลายในตาํแหน่งคารบ์อน 5 และ 22 นัน้ พบวา่มผีลผลติการ

สงัเคราะหท์ีด่ใีนระดบัปานกลางจนถงึระดบัดมีาก การวเิคราะหค์วามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์ม่

เลก็ ชนิด H292 และ H460 ซึง่เป็นสายพนัธุท์ีม่กีารแพร่กระจายของเซลลไ์ดอ้ยา่งรนุแรงนัน้ ทาํไดโ้ดย

วเิคราะหก์ารตายของเซลลโ์ดยใชเ้ทคนิค MTT ซึง่พบวา่สารอนุพนัธ์แสดงฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลต์่อ

เซลลม์ะเรง็ปอดชนิด H292 และ ชนิด H460 ไดใ้นระดบันาโนโมลาร ์และเป็นทีน่่าสนใจวา่สารอนุพนัธ ์22-O-

เอสเตอร ์ สามารถแสดงความเป็นพษิต่อเซลลไ์ดร้นุแรงกวา่สารอนุพนัธ์ 5-O-เอสเตอร ์ สารทีแ่สดงความเป็น

พษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดสงูสดุ คอื สารอนุพนัธ ์22-O-เอซลิ-N-Boc-L-ไกลซนี เอสเตอร ์ของเรนิอรีาไมซนิ เอม็ 

(IC50 3.56 nM) ซึง่แสดงความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิด H292 ไดรุ้นแรงกวา่เรนิอรีาไมซนิ เอม็ถงึ 6 

เทา่ (IC50 24.56 nM) และสารอนุพนัธ ์5-O-เอเซทลิ เอสเตอร ์ของเรนิอรีาไมซนิ ท ี(IC50 1.69 nM) ซึง่แสดง

ความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิด H460 ไดร้นุแรงกวา่เรนิอรีาไมซนิ เอม็ถงึ 6 เทา่ (IC50 6.50 nM) ดงันัน้

สารทีม่คีวามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์ม่เลก็ไดถ้กูพฒันาขึน้จากสารตน้แบบเรนิอรีาไมซนิ เอม็ 

ในอนาคตจะมกีารศกึษาคน้ควา้เพิม่เตมิในสตัวท์ดลองและศกึษาทางคลนิิก เพือ่พฒันาอนุพนัธช์นิดใหม่ของ

สารเรนิอรีาไมซนิเป็นสารตา้นมะเรง็ตอ่ไป   

 

คาํหลกั : เตราไฮโดรไอโซควโินลนีควโินน, เรนิอรีาไมซนิ เอม็, ฟองน้ําสน้ํีาเงนิ, ความเป็นพษิต่อเซลล,์ 

มะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็   
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Abstract 
 

 

Project Code : MRG5980175 
 
Project Title : Anticancer from a novel series of renieramycin derivatives and study of anticancer 

mechanism of tetrahydroisoquinoline  
 
Investigator : Assistant Prof. Supakarn Chamni, Ph.D.  
 
E-mail Address : supakarn.c@pharm.chula.ac.th 
 
Project Period : 2 years 
 
Abstract:  

 Renieramycin M is a marine bistetrahydroisoquinolinequinone alkaloid, which is isolated 

from the Thai blue sponge Xestospongia sp. found in the Si-chang Island of Thailand. In this work, 

the new series of renieramycin M derivatives were synthesized including 22-O-amino ester, 5-O-

amino ester and 5-O-acyl-ester of renieramycin M and 5-O-acetyl ester of renieramycin T. More than 

20 compounds with different ester substituents at carbon 5 and 22 positions were obtained in 

moderate to high yields. The evaluation of non-small-cell lung cancer cell cytotoxicity against 

aggressively metastatic H292 and H460 cell lines were analyzed by the anti-proliferative MTT assay. 

All renieramycin derivatives exhibited cytotoxicity toward H292 and H460 lung cancer cell lines in 

nanomolar concentrations. Interestingly, 22-O-ester derivative was possessed more cytotoxic activity 

than that of 5-O-ester derivative. The most toxic candidates in these series were 22-O-acyl-N-Boc-L-

glycine ester of renieramycin M (IC50 3.56 nM), which showed 6 folds more toxic than that of 

renieramycin M (IC50 24.56 nM) toward H292 cells and 5-O-acetyl ester renieramycin T (IC50 1.69 

nM), which showed 6 folds more toxic than that of renieramycin M (IC50 6.50 nM) toward H460 cells. 

Thus, the more potent non-small-cell lung cancer cell cytotoxic agents have been developed by 

using renieramycin M as a lead compound. The new renieramycin derivatives will be further studies 

and developed as potential anti lung cancer candidates for animal and clinical study.  

 

Keywords : Tetrahydroisoquinolinequinone, renieramycin M, blue sponge, cytotoxicity, non-small-cell 

lung cancer cell  
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Executive summary 

 

 

สาร renieramycin M เป็นสารผลติภณัฑธ์รรมชาตใินกลุม่ tetrahydroisoquinolinequinone alkaloid 

และเป็นสารสาํคญัทีพ่บมากในฟองน้ําสน้ํีาเงนิ สกุล Xestospongia sp. ซึง่พบการเตบิโตตามธรรมชาตทิี่

บรเิวณหมูเ่กาะสชีงั จงัหวดัชลบุร ี ประเทศไทย โดยการสกดัแยกสาร renieramycin M จากฟองน้ําสน้ํีาเงนิ

จะตอ้งใชก้ระบวนการทีม่คีวามจําเพาะ คอื การนําฟองน้ํามาปัน่ในสารละลาย 10 mM โพแทสเซยีมไซยาไนด ์

(KCN) ในฟอสเฟตบฟัเฟอร ์ ทีม่ ี pH 7 เพื่อป้องกนัการสลายตวัของสารผลติภณัฑธ์รรมชาตใินกลุ่ม 

renieramycin และไดส้าร renieramycin M ทีม่หีมแูทนทีไ่ซยาไนดท์ีค่ารบ์อนตาํแหน่งที ่ 21 เป็นสารหลกั1 

จากขอ้มลูรายงานการวจิยัพบว่าสาร renieramycin M และสารอนุพนัธท์ีม่กีารเปลีย่นแปลงของหมเูอสเตอรท์ี่

คารบ์อนตาํแหน่งที ่ 22 สามารถออกฤทธิใ์นการยบัยัง้เซลล์มะเรง็หลายชนิด2 และสามารถต่อตา้นเซลลม์ะเรง็

ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็ไดด้โีดยการเหน่ียวนําใหเ้ซลลเ์กดิการตายแบบ apoptosis ผา่นการกระตุน้ p53-

dependent pathway3 ดงันัน้ renieramycin M จงึถกูใชส้ารตน้แบบในการศกึษาฤทธิแ์ละกลไกการตา้นมะเรง็

ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็ โดยการพฒันาอนุพนัธท์างเคมทีีม่โีครงสรา้งใหมแ่ละศกึษากลไกการตา้นมะเรง็ปอด

ของสารอนุพนัธท์ีแ่สดงฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลร์นุแรงกวา่สารตน้แบบ4,5 เพื่อการพฒันาสารตา้นมะเรง็ปอด

ในอนาคต 

ในโครงการวจิยัน้ี ไดท้าํการเกบ็ตวัอยา่งฟองน้ําสน้ํีาเงนิจาํนวน 2 ครัง้ คอื ในเดอืนพฤษภาคมและ

ตลุาคม 2560 ไดต้วัอยา่งฟองน้ํารวมทัง้สิน้ 36 กโิลกรมั (น้ําหนกัสด หรอื 6 กโิลกรมัน้ําหนักแหง้) และสกดั

แยกสาร renieramycin M ไดท้ัง้สิน้ 784.1 mg คดิเป็นรอ้ยละ 0.01% เมื่อเทยีบกบัน้ําหนักฟองน้ําแหง้ หรอื

คดิเป็นรอ้ยละ 0.002 เมื่อเทยีบกบัน้ําหนักฟองน้ําเปียก ซึง่ทาํใหไ้ดป้รมิาณสาร renieramycin M น้อยกวา่ที่

คาดการณ์ไว ้ แตม่ปีรมิาณของสารในกลุม่ renieramycins อืน่ๆ มากขึน้ เน่ืองมาจากความแปรปรวนของ

สิง่แวดลอ้มในการเตบิโตของฟองน้ําตามธรรมชาต ิ ดงันัน้จงึปรบักระบวนการทดลองโดยเน้นการสงัเคราะห์

สารอนุพนัธด์ว้ยกระบวนการเคมใีนรปูแบบทีห่ลากหลาย แทนการสงัเคราะห ์ renieramycin probe ตามทีไ่ด้

เสนอแผนการทดลองไวก่้อนหน้าน้ี 

สาร renieramycin M ทีเ่ตรยีมไดจ้ะถกูใชเ้ป็นสารตัง้ตน้ในการสงัเคราะหอ์นุพนัธด์ว้ยกระบวนการ

ทางเคม ี โดยทาํปฏกิริยิา aluminium hydride reduction เพื่อสงัเคราะหส์าร jorunnamycin A ทาํปฏกิริยิา 

palladium catalyzed hydrogenation เพื่อสงัเคราะหส์าร bishydroquinone ทาํปฏกิริยิา photo reaction เพื่อ

สงัเคราะหส์าร renieramycin T และทาํปฏกิริยิา esterification เพื่อสงัเคราะห ์ 22-O-acyl-ester และ 5-O-

acyl-ester ของ renieramycin M ไดผ้ลผลติเป็นสารอนุพนัธใ์หมท่ีม่หีมู่แทนทีเ่อสเตอรบ์นคารบ์อนตาํแหน่งที ่

5 และ 22 ทีม่คีวามหลากหลาย เชน่ amino ester, cinamoyl ester และ benzoyl ester เป็นตน้ จากการ

ทดลองทางเคมสีามารถสงัเคราะหส์ารอนุพนัธ์ใหมไ่ดท้ัง้สิน้มากกวา่ 20 โครงสรา้ง และไดผ้ลผลติการ

สงัเคราะหใ์นระดบัปานกลางถงึดมีาก  

อนุพนัธข์อง renieramycin M ทีไ่ดจ้ากการสงัเคราะหท์ัง้หมด ถูกนําไปศกึษา cytotoxicity ใน

เซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์ม่เลก็ ชนิด H290 และ H460 และพบวา่อนุพนัธใ์หมท่ัง้หมดแสดงฤทธิต์า้นมะเรง็

ปอดทัง้ 2 ชนิดในระดบันาโนโมลาร ์ และสารอนุพนัธท์ีแ่สดงฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลล์ไดร้นุแรงทีส่ดุคอื 22-

O-acyl-N-Boc-L-glycine ester of renieramycin M (IC50 3.56 nM) เมื่อศกึษาในเซลล์ H292 และ 5-O-

acetyl ester renieramycin T (IC50 1.69 nM) เมื่อศกึษาในเซลล ์ H460 จากผลการศกึษาความเป็นพษิต่อ

เซลลม์ะเรง็ปอดทัง้ 2 ชนิด นําไปสูก่ารสรปุแนวโน้มของฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดไดว้่าหมูแ่ทนที่

ตาํแหน่ง 5-acyl ester มคีวามสาํคญัต่อฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลล ์โดยฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลจ์ะลดลงเมื่อ
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หมูแ่ทนทีต่าํแหน่ง 5-acyl ester มขีนาดใหญ่ขึน้ และอนุพนัธก์ลุม่ 22-O-acyl-ester แสดงความเป็นพษิตอ่

เซลลส์งูกวา่กลุม่ 5-O-acyl-ester จงึมคีวามน่าสนใจในการศกึษาและพฒันาสารกลุม่น้ีเพือ่ใชต้า้นเซลลม์ะเรง็

ปอดในอนาคต และเป็นทีน่่าสงัเกตวา่อนุพนัธข์อง renieramycin T แสดงฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็

ปอดไดด้ ี เน่ืองจากมหีมู ่dioxmethylene ring ทีค่ารบ์อนดต์าํแหน่งที ่7 และ 8 ซึง่ทาํใหม้โีครงสรา้งทางเคมี

คลา้ยคลงึกบั trabectedin (ET743) ซึง่เป็นยาเคมบีาํบดัในการรกัษามะเรง็เตา้นมและมโีครงสรา้งทางเคมอียู่

ในกลุ่ม tristetrahydroisoquinoline alkaloid การพฒันาสารตา้นมะเรง็จากสารเคมกีลุ่ม tetrahydro 

isoquinolinequinone alkaloid โดยใช ้renieramycin M เป็นสารตน้แบบจงึมคีวามน่าสนใจศกึษาวจิยัต่อไปใน

อนาคต ตวัอยา่งเชน่ ศกึษาสารอนุพนัธใ์หมข่อง renieramycin T ทัง้ทางเคมแีละฤทธิท์างชวีภาพ ศกึษาฤทธิ ์

ตา้นมาลาเรยีของสาร renieramycins เน่ืองจากมโีครงสรา้งของ quinone ซึง่คลา้ยคลงึกบัโครงสรา้งของ 

atovaquone ศกึษากลไกการตา้นมะเรง็ดว้ย DNA alkylation เนื่องจากสาร renieramycin M มโีครงสรา้ง

คลา้ยกบั ecteinascidin 743 ซึง่เป็นยาเคมทีีใ่ชใ้นการรกัษามะเรง็เตา้นม การใชก้ระบวนการเคมใีนการ

ปรบัปรงุโครงสรา้งเพื่อชว่ยเพิม่ selectivity กบัมะเรง็ และลดความเป็นพษิตอ่เซลลป์กต ิเชน่ การเชื่อมต่อกบั 

vitamin บางชนิด ศกึษาและพฒันา antibody drug conjugate (ADC) โดยใชส้าร renieramycin เป็นสารออก

ฤทธิ ์ (payload) เป็นตน้ เพือ่ใหม้ขีอ้มูลวจิยัทัง้ทางเคมแีละชวีวทิยาทีม่ากเพยีงพอต่อการศกึษาการใช้

ประโยชน์ของสารในกลุม่ renieramycin เพื่อตา้นมะเรง็ในสตัวท์ดลองและการศกึษาทางคลนิิก 
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1. ศกึษากระบวนการเคมใีนการสงัเคราะหอ์นุพนัธช์นิดใหม่ของสารกลุ่มเรนิอรีาไมซนิ 

2. ศกึษาฤทธิแ์ละกลไกการตา้นเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็ ชนิด H290 และ H460 
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วิธีทดลอง 

 

 

1. การเกบ็ตวัอย่างฟองน้ําสีน้ําเงิน Xestospongia sp.  

เกบ็ตวัอยา่งฟองน้ําทะเลสน้ํีาเงนิ Xestospongia sp. จากเกาะสชีงั จงัหวดัชลบุร ี ทีค่วามลกึ 3-5 

เมตร จากระดบัน้ําทะเล ทาํความสะอาดโดยการลา้งดว้ยน้ําทะเลและกําจดัสิง่แปลกปลอม เช่น เปลอืกหอย 

ปลาดาวเปราะ และหนอนทะเล จากนัน้นําฟองน้ํามาหัน่เป็นชิน้เลก็ ๆ หนาประมาณ 2 เซนตเิมตร บรรจุลงใน

ถงุเกบ็ตวัอยา่ง ถงุละ 1 กโิลกรมั และเกบ็ไวใ้นตูแ้ช่แขง็อุณหภมู ิ–20 องศาเซลเซยีส 

 

2. การเตรียมสารสกดัหยาบ 

นําฟองน้ําออกตูแ้ช่แขง็และรอใหม้อุีณหภมูใิกลเ้คยีงกบัอณุหภูมหิอ้ง จากนัน้จงึทาํการเตรยีมสาร

สกดัหยาบดว้ยกระบวนการ ดงัต่อไปน้ี  

2.1 ปัน่ฟองน้ํากบัสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร ์ (phosphate buffer) pH 7.0 โดยผสมในอตัราส่วน 

ฟองน้ํา: phosphate buffer เท่ากบั 3:2  

2.2 เตมิ 10% KCN-phosphate buffer จนมคีวามเขม้ขน้ของ KCN เท่ากบั 10 mM คนทุกๆ 30 

นาท ีจนครบ 5 ชัว่โมง 

2.3 เตมิ methanol ในอตัราสว่น 1:1 คนใหเ้ขา้กนั 

2.4 แช่สกดัเป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้นําสารละลาย ไประเหยแหง้ดว้ย rotary evaporator เพื่อกาํจดั 

methanol จะไดส้ารสกดัเขม้ขน้ทีม่น้ํีาเป็นองคป์ระกอบ แชส่กดัซํ้าทัง้หมด 4 รอบ จะไดส้าร

สกดัเขม้ขน้ 1-4 

2.5 นําสารสกดัเขม้ขน้มากาํจดัไขมนัดว้ยกระบวนการ solvent extraction กบั hexane ปรมิาตร 

250 มลิลลิติร จาํนวน 1 ครัง้   

2.6 นําสารสกดัเขม้ขน้ทีก่าํจดัไขมนัแลว้ มากาํจดัน้ําดว้ยกระบวนการ solvent extraction กบั ethyl 

acetate ปรมิาตร 250 มลิลลิติร สกดัซํ้าทัง้หมด 4 รอบ 

2.7 นําสารละลาย ethyl acetate ไประเหยแหง้ดว้ย rotary evaporator จะไดส้ารสกดัหยาบ 1-4 

2.8 ตรวจสอบหาสาร renieramycin M ในสารสกดัหยาบ 1-4 โดยใชเ้ทคนิค thin layer 

chromatography โดยใช ้ethyl acetate:hexane ในอตัราส่วน 1:1 เป็น mobile phase 

2.9 นําสารสกดัหยาบทีค่าดวา่มปีรมิาณสาร renieramycin M มากทีส่ดุ โดยพจิารณาจากการ

ทดสอบดว้ย TLC ไปทาํใหบ้รสิทุธิด์ว้ยเทคนิคทาง chromatography ไดแ้ก่ quick column 

chromatography และ flash column chromatography 

 

3. การแยกสารบริสทุธ์ิ renieramycin M 

3.1 การแยกสารดว้ย quick column chromatography  

การแยกสารดว้ยเทคนิค quick column chromatography คอืการแยกสารผา่น silica gel ซึง่ทาํ

หน้าทีเ่ป็น stationary phase และบรรจุใน column ทีม่ลีกัษณะกวา้งและสัน้ ทาํใหส้ารเคลื่อนทีผ่า่นซลิกิาเจล

อยา่งรวดเรว็ไดผ้ลเป็นสารกึง่บรสิทุธิ ์ เทคนิคน้ีเหมาะกบัการแยกสารสกดัทีม่ปีรมิาณมาก มรีายละเอยีด

วธิกีารทดลอง ดงัน้ี  

3.1.1 นําสารสกดัหยาบบดผสมกบั kieseiguhr ในสดัสว่น 1:3 จนไดผ้งรว่นซุย 
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3.1.2 เตรยีม slurry ของ silica gel ใน hexane 500 มลิลลิติร โดยใช ้silica gel ในสดัสว่น 1:100 

เท่าของปรมิาณสารสกดัหยาบ และควรมคีวามสงูของ silica gel ประมาณ 4 เซนตเิมตร 

3.1.3 ทาํการบรรจ ุslurry ของ silica gel ลงใน column ซึง่มเีสน้ผา่นศนูยก์ลาง 10.5 เซนตเิมตร 

ทิง้ไวส้กัครูใ่ห ้silica gel เริม่อดัตวัแน่น จากนัน้ใช ้aspirator pump ดดู hexane ออกให ้

silica gel แหง้ และมผีวิหน้าเรยีบสมํ่าเสมอ 

3.1.4 บรรจุสารสกดัหยาบทีบ่ดผสมกบั kieseiguhr ไวด้า้นบนซลิกิาเจล ปิดทบัผวิหน้าดว้ยสาํล ี

3.1.5 ชะสารสกดัใหเ้คลื่อนตวัผา่น silica gel ดว้ย mobile phase ทีเ่หมาะสม ไดแ้ก่ สารละลาย 

ethyl acetate:hexane ความเขม้ขน้รอ้ยละ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ100 

โดยปรมิาตร และสารละลาย methanol:ethyl acetate ความเขม้ขน้รอ้ยละ 10 และ 50 โดย

ปรมิาตร ตามลาํดบั โดยใช ้mobile phase ความเขม้ขน้ละ 300 มลิลลิติร จาํนวน 3 รอบ 

เกบ็สว่นสกดัทีไ่ดใ้นขวดแกว้ขนาด 500 มลิลลิติร  

3.1.6 นําสารละลายไประเหยแหง้ดว้ย rotary evaporator  

3.1.7 ตรวจสอบหาสาร renieramycin M ในสว่นสกดัดว้ยเทคนิค TLC โดยใช ้ ethyl 

acetate:hexane ในอตัราสว่น 1:1 เป็น mobile phase จากนัน้รวมสว่นสกดัทีม่สีาร 

renieramycin M ไวด้ว้ยกนั จะไดส้ารกึง่บรสิทุธิ ์ 

 

3.2 การแยกสารดว้ย flash column chromatography  

นําสว่นสกดัทีม่สีาร renieramycin M ซึง่ไดจ้ากการแยกดว้ย quick column chromatography มา

แยกใหบ้รสิทุธิย์ ิง่ขึน้ดว้ย flash column chromatography โดยสารจะเคลื่อนทีผ่า่น silica gel ทีบ่รรจุใน 

column ทีม่ลีกัษณะแคบและยาว และใชค้วามดนัจาก air pump ในการชะสารตวัอยา่งผา่น silica gel ทาํให้

สามารถแยกสารกึง่บรสิทุธิใ์หเ้ป็นสารบรสิทุธิไ์ด ้มรีายละเอยีดวธิกีารทดลอง ดงัน้ี  

3.2.1 เตรยีม slurry ของ silica gel ใน hexane 100 มลิลลิติร โดยใช ้silica gel ในสดัสว่น 1:30 

เท่าของปรมิาณสารกึง่บรสิทุธิ ์ 

3.2.2 บรรจุ silica gel ลงใน column ใหม้สี่วนสงูประมาณ 30 เซนตเิมตร และบรรจทุราย

ละเอยีดปิดทบัลงบนผวิหน้าของคอลมัน์  

3.2.3 ชะ silica gel ดว้ย hexane จนไมม่ฟีองอากาศเหลอือยู ่

3.2.4 ละลายสารกึง่บรสิทุธิด์ว้ย ethyl acetate โดยใช ้ ethyl acetate ใหม้ปีรมิาตรน้อยทีส่ดุที่

สามารถละลายสารตวัอยา่งไดท้ัง้หมด 

3.2.5 บรรจุสารตวัอยา่งลงใน colunm และชะดว้ย mobile phase ทีเ่หมาะสม ไดแ้ก่ สารละลาย 

ethyl acetate:hexane ความเขม้ขน้รอ้ยละ 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ100 

โดยปรมิาตร และสารละลาย methanol:ethyl acetate ความเขม้ขน้รอ้ยละ 20, 50 

ตามลาํดบั โดยใช ้mobile phase ความเขม้ขน้ละ 150 มลิลลิติร เกบ็สว่นสกดัขวดละ 50 

มลิลลิติร ในขวดแกว้ขนาด 100 มลิลลิติร  

3.2.6 ตรวจสอบหาสาร renieramycin M ในสว่นสกดัดว้ยเทคนิค TLC โดยใช ้ ethyl 

acetate:hexane ในอตัราสว่น 1:1 เป็น mobile phase จากนัน้รวมสว่นสกดัทีม่สีาร 

renieramycin M ไวด้ว้ยกนั 

3.2.7 นําสว่นสกดัไประเหยแหง้ดว้ย rotary evaporator จนได ้renieramycin M บรสิทุธิ ์

3.2.8 ตรวจสอบโครงสรา้งของ renieramycin M ดว้ยเทคนิค nuclear magnetic resonance 

spectroscopy  
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3.3 การตกผลกึ 

สาร renieramycin M สามารถแยกใหบ้รสิทุธิไ์ดด้ว้ยการตกผลกึดว้ยตวัทาํละลาย ethyl acetate ซึง่

จะใหผ้ลกึเป็นเหลีย่ม มสีสีม้ 

 

4. การสงัเคราะหอ์นุพนัธข์อง renieramycin M ด้วยกระบวนการทางเคมี 

4.1 สงัเคราะหอ์นุพนัธ ์22-O-acyl-ester ของ renieramycin M  

ละลายสาร renieramycin M จาํนวน 100 มลิลกิรมั ใน ethyl acetate ปรมิาตร 30 มลิลลิติร จากนัน้ 

เตมิ20% Pd(OH)2/C จาํนวน 50.0 มลิลกิรมั ประกอบลกูโป่งบรรจแุก๊ส hydrogen เขา้กบั reaction flask 

กาํจดัอากาศใน reaction flask ดว้ยการเป่าดว้ย แก๊ส hydrogen และกวนสารละลายอยา่งรุนแรง เป็นเวลา 5 

ชัว่โมง ทีค่วามดนับรรยากาศ ณ อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส จากนัน้กรอง suspension ผา่น celite และชะ

ดว้ย ethyl acetate ปรมิาตร 20 มลิลลิติร จาํนวน 3 ครัง้ และ chloroform ปรมิาตร 20 มลิลลิติร จาํนวน 3 

ครัง้ รวมสารละลายทัง้หมดและระเหยแหง้ดว้ย rotary evaporator จะไดส้าร bishydroquinone ซึง่มลีกัษณะ

เป็นของแขง็สขีาว ซึง่ถกูนําไปใชเ้ป็นสารตัง้ตน้ในขัน้ตอนต่อไป โดยไม่ตอ้งผา่นการแยกสารใหบ้รสิทุธิ ์ 

ละลายสาร bishydroquinone จาํนวน 80 มลิลกิรมั ใน tetrahydrofuran ปรมิาตร 10 มลิลลิติร ทาํให้

สารละลายเยน็ทีอ่ณุหภมู ิ -17 องศาเซลเซยีส กวนสารละลายอยา่งต่อเน่ืองภายใตส้ภาวะเฉื่อยดว้ยแก๊ส 

Argon จากนัน้เตมิ 0.5 M AlH3 ใน tetrahydrofuran ปรมิาตร 2.3 มลิลลิติร โดยเตมิอยา่งชา้ ๆ ใชเ้วลาเตมิ 

10 นาท ี กวนสารละลายทีอ่ณุหภมู ิ -17 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จงึหยุดปฏกิริยิาดว้ยการเตมิน้ํา 

ปรมิาตร 2 มลิลลิติร และ chloroform ปรมิาตร 20 มลิลลิติร ทีอุ่ณหภมู ิ -17 องศาเซลเซยีส ค่อยๆ อุน่

สารละลายดว้ยอุณหภมูหิอ้ง หลงัจากนัน้ 20 นาท ีเตมิ sodium sulfate ปรมิาตร 10 กรมั และประกอบลกูโป่ง

บรรจุแก๊ส oxygen เขา้กบั reaction flask กาํจดัอากาศใน reaction flask ดว้ยการเป่าดว้ย แก๊ส oxygen และ

กวนสารละลายอยา่งรนุแรง เป็นเวลา 10 ชัว่โมง จากนัน้ทาํการกรองสารละลายดว้ยกระดาษกรองเพือ่กําจดั

ของแขง็ นําสารละลายมาสกดัดว้ย chloroform ปรมิาตร 50 มลิลลิติร จาํนวน 3 ครัง้ รวมสารละลายทัง้หมด

และระเหยแหง้ดว้ย rotary evaporator จนไดส้ารละลายปรมิาตร 20 มลิลลิติร ลา้งดว้ยสารละลายอิม่ตวัของ 

sodium carbonate ในน้ํา และสารละลายอิม่ตวัของ sodium chloride ในน้ํา ตามลาํดบั จากนัน้แยกของเหลว

ชัน้ตวัทาํละลายอนิทรยีม์ากาํจดัน้ําดว้ย sodium sulfate กรองสารละลายอกีครัง้ และทําใหแ้หง้ดว้ย rotary 

evaporator จะได ้ crude product ซึง่จะนําไปทาํใหบ้รสิทุธิด์ว้ยการแยกสารดว้ยเทคนิค flash column 

chromatography  โดยใช ้30% - 90% ethyl acetate:hexane เป็น mobile phase จะไดส้าร jorunnamycin A 

ทีบ่รสิทุธิ ์ซึง่มลีกัษณะเป็นของแขง็สเีหลอืง 

ละลายสาร jorunnamycin A 10 มลิลกิรมั ใน dichloromethane ปรมิาตร 2 มลิลลิติร   ทาํให้

สารละลายเยน็ทีอ่ณุหภมู ิ -17 องศาเซลเซยีส กวนสารละลายอยา่งต่อเน่ืองภายใตส้ภาวะเฉื่อยดว้ยแก๊ส 

Argon เตมิสาร 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (ECDI) จาํนวน 5.5 มลิลกิรมั และ N, N-

4-dimethylaminopyridine (DMAP) 3.5 มลิลกิรมั จากนัน้เตมิสาร acylating agent ในปรมิาณทีเ่หมาะสม

เพื่อใหเ้กดิปฏกิริยิา esterification อยา่งสมบรณ์ู และกวนสารละลายเป็นเวลา 2 ชัว่โมง จงึหยุดปฏกิริยิาโดย

เตมิน้ํา 20 มลิลลิติร นําสารละลายมาสกดัดว้ย chloroform ปรมิาตร 10 มลิลลิติร จาํนวน 3 ครัง้ รวม

ของเหลวชัน้ตวัทาํละลายอนิทรยี ์ ลา้งดว้ยสารละลายอิม่ตวัของ sodium chloride ในน้ํา และนําของเหลวชัน้

ตวัทาํละลายอนิทรยีม์ากาํจดัน้ําดว้ย sodium sulfate กรองสารละลายและทาํใหแ้หง้ดว้ย rotary evaporator 

จะได ้ crude product ซึง่จะนําไปทาํใหบ้รสิทุธิด์ว้ยการแยกสารดว้ยเทคนิค flash column chromatography  

โดยใช ้ 40% - 90% ethyl acetate:hexane เป็น mobile phase จะไดส้ารอนุพนัธ์ 22-O-acyl-ester ของ 
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renieramycin Mตรวจสอบโครงสรา้งสารผลติภณัฑ ์ ดว้ยเทคนิค nuclear magnetic resonance 

spectroscopy  

 

4.2 สงัเคราะหอ์นุพนัธ ์5-O-acyl-ester ของ renieramycin M  

ละลายสาร renieramycin M จาํนวน 40 มลิลกิรมั ใน ethyl acetate ปรมิาตร 20 มลิลลิติร จากนัน้ 

เตมิ 20% Pd(OH)2/C จาํนวน 20.0 มลิลกิรมั ประกอบลกูโป่งบรรจแุก๊ส hydrogen เขา้กบั reaction flask 

กาํจดัอากาศใน reaction flask ดว้ยการเป่าดว้ย แก๊ส hydrogen และกวนสารละลายอยา่งรุนแรง เป็นเวลา 5 

ชัว่โมง ทีค่วามดนับรรยากาศ ณ อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส จากนัน้กรอง suspension ผา่น celite และชะ

ดว้ย ethyl acetate ปรมิาตร 20 มลิลลิติร จาํนวน 3 ครัง้ และ chloroform ปรมิาตร 20 มลิลลิติร จาํนวน 3 

ครัง้ รวมสารละลายทัง้หมดและระเหยแหง้ดว้ย rotary evaporator จะไดส้าร bishydroquinone ซึง่มลีกัษณะ

เป็นของแขง็สขีาว ซึง่ถกูนําไปใชเ้ป็นสารตัง้ตน้ในขัน้ตอนต่อไป โดยไม่ตอ้งผา่นการแยกสารใหบ้รสิทุธิ ์

ละลายสาร bishydroquinone 10 มลิลกิรมั ใน dichloromethane ปรมิาตร 2 มลิลลิติร   ทาํให้

สารละลายเยน็ทีอ่ณุหภมู ิ -17 องศาเซลเซยีส กวนสารละลายอยา่งต่อเน่ืองภายใตส้ภาวะเฉื่อยดว้ยแก๊ส 

Argon เตมิสาร 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (ECDI) จาํนวน 5.5 มลิลกิรมั และ N, N-

4-dimethylaminopyridine (DMAP) 3.5 มลิลกิรมั จากนัน้เตมิสาร acylating agent ในปรมิาณทีเ่หมาะสม

เพื่อใหเ้กดิปฏกิริยิา esterification อยา่งสมบรณ์ู และกวนสารละลายเป็นเวลา 2 ชัว่โมง จงึหยุดปฏกิริยิาโดย

เตมิน้ํา 20 มลิลลิติร นําสารละลายมาสกดัดว้ย chloroform ปรมิาตร 10 มลิลลิติร จาํนวน 3 ครัง้ รวม

ของเหลวชัน้ตวัทาํละลายอนิทรยี ์ ลา้งดว้ยสารละลายอิม่ตวัของ sodium chloride ในน้ํา และนําของเหลวชัน้

ตวัทาํละลายอนิทรยีม์ากาํจดัน้ําดว้ย sodium sulfate กรองสารละลายและทาํใหแ้หง้ดว้ย rotary evaporator 

จะได ้ crude product ซึง่จะนําไปทาํใหบ้รสิทุธิด์ว้ยการแยกสารดว้ยเทคนิค flash column chromatography  

โดยใช ้ 40% - 90% ethyl acetate:hexane เป็น mobile phase จะไดส้ารอนุพนัธ์ 5-O-acyl-ester ของ 

renieramycin M ตรวจสอบโครงสรา้งสารผลติภณัฑ ์ ดว้ยเทคนิค nuclear magnetic resonance 

spectroscopy 

 

4.3 การสงัเคราะหส์าร 5-O-acetyl renieramycin T 

ละลายสาร renieramycin M 10 มลิลกิรมั ดว้ย CH2C2 150 มลิลลิติร ในขวดกน้กลมขนาด 500 

มลิลลิติร ไล่อากาศดว้ยแกส็ไนโตรเจน และกวนสารละลายดว้ยเครื่อง magnetic stirrer เปิดโคมไฟฟลูออเรส

เซนต์ 18 วตัต ์สอ่งทีข่วดกน้กลม ทีอุ่ณหภมู ิ25 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ทดสอบผลดว้ย TLC 

(ethyl acetate:hexane 2:3) จากนัน้ระเหยแหง้สารละลายและทาํปฏกิริยิาในขัน้ตอนต่อไปโดยไมต่อ้งผา่นการ

แยกสารใหบ้รสิทุธิ ์ 

เตมิสารละลาย pyridine 2 มลิลลิติร และ Ac2O 15 ไมโครลติร ปิดปากขวดดว้ยจุกยาง กวน

สารละลายดว้ยเครื่อง magnetic stirrer เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ทดสอบผลดว้ย TLC (ethyl acetate:hexane 2:3) 

โดยเมื่อจุดสารละลายลงบนแผน่ TLC แลว้ ใหนํ้าไปทาํใหแ้หง้ดว้ยเครื่อง high vacuum pump ประมาณ 15 

นาท ี เพือ่ระเหย pyridine ก่อนจุม่ลงใน TLC tank หยดุปฏกิริยิาโดยเตมิน้ํา 5 มลิลลิติร ลงในขวดกน้กลม 

กวนสารละลายดว้ยเครื่อง magnetic stirrer เป็นเวลา 5 นาท ี

แยกสารใหบ้รสิทุธิโ์ดยนําสารละลายไป partition ใน separatory funnel ดว้ยdichloromethane ไข

เกบ็ชัน้ dichloromethane (ชัน้ล่าง) ทาํซํ้า 3 รอบ รวมชัน้ dichloromethane เขา้ดว้ยกนัใสใ่นขวดรปูชมพู่ 

เตมิผง magnesium sulfate 3 ชอ้นชา หากผง magnesium sulfate จบักนัเป็นกอ้น ใหเ้ตมิเพิม่ลงไปอกีจนไม่

จบักนั จากนัน้กรองสารละลายโดยใชก้รวยแกว้รองดว้ยสาํล ีชะดว้ย dichloromethane ทดสอบดว้ย TLC แลว้
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เตมิ hexane ลงในขวดกน้กลมจนเกดิการตกตะกอน นําไประเหยแหง้ไดส้าร 5-O-acetyl renieramycin T ทาํ

การแยกสารใหบ้รสิทุธิด์ว้ย เทคนิค flash column chromatography โดยใช ้30% ethyl acetate:hexane เป็น 

mobile phase จะไดส้าร 5-O-acetyl renieramycin T ทีบ่รสิทุธิ ์ ตรวจสอบโครงสรา้ง ดว้ยเทคนิค nuclear 

magnetic resonance spectroscopy 

 

5. การทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์ม่เลก็ ชนิด 292 และ H460 ด้วย

เทคนิค MTT assay 

5.1 การเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็ชนิด H292 และ H460 

ทาํการเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ปอดชนิด H292 และ H460 ซึง่เป็นเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์ม่เลก็ ใน

อาหารเลีย้งเซลล์ RPMI 1640 ทีม่อีงคป์ระกอบของ fetal bovine serum รอ้ยละ 10 L-alanyl-L-glutamine 

dipeptide 2 มลิลโิมล/ลติร penicillin 100 ยนิูต/มลิลลิติร streptomycin 100 ไมโครกรมั/มลิลลิติร และ 

amphotericin B 0.25 ไมโครกรมั/มลิลลิติร ในสภาวะทีม่คีารบ์อนไดออกไซด ์ ความเขม้ขน้รอ้ยละ 5 ที่

อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 

 

5.2 ทดสอบความเป็นพษิของสารตวัอยา่งโดยใชว้ธิ ีMTT assay  

เร ิม่จากการเพาะเลีย้งเซลลม์ะเรง็ปอด H292 และ H460 จาํนวน 10,000 เซลล/์หลมุ ใน microplate 

เพาะเลี้ยงเซลล์ 96 หลุม (96-well plate) บ่มในสภาวะทีม่คีารบ์อนไดออกไซดค์วามเขม้ขน้รอ้ยละ 5 ที่

อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส นาน 24 ชัว่โมง จากนัน้เลี้ยงเซลล์ในอาหารทีม่สีารตวัอยา่ง ทีค่วามเขม้ขน้ 0.01, 

0.05, 0.1, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 และ 500 นาโนโมลาร ์และอาหารทีม่ ีDMSO ความเขม้ขน้รอ้ยละ 

0.05 (กลุม่ควบคมุ) เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาแลว้ จงึเตมิสารละลาย 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) ความเขม้ขน้ 0.4 มลิลกิรมั/มลิลลิติร บม่ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศา

เซลเซยีส นาน 3 ชัว่โมง ในทีม่ดื หลงัจากนัน้เตมิ DMSO 100 ไมโครลติร/หลุม เพื่อละลายผลกึ formazan 

เนื่องจากวธิ ี MTT คอื การวดัการทาํงานของเอนไซม ์ mitochondrial reductase ในไมโทคอนเดรยี 

(mitochondria) ของเซลลท์ีม่ชีวีติ เอนไซมจ์ะทาํปฏกิริยิากบัสาร MTT ทีม่สีเีหลอืง เปลีย่นเป็นผลกึของ 

formazan ทีม่สีมีว่งน้ําเงนิ ดงันัน้ความเขม้ของสมีว่งทีเ่พิม่ขึน้จะแปรผนัตรงกบัปรมิาณของเซลลท์ีร่อดชวีติ 

จากนัน้นําไปวดัคา่การดดูกลนืแสงที ่ 570 นาโนเมตร ดว้ยเครือ่งวดัคา่การดดูกลนืแสงของสารละลายในไม

โครเพลท (Microplate reader) คา่ทีไ่ดถ้กูนํามาคาํนวณหารอ้ยละความสามารถในการมชีวีติของเซลลต์าม

สมการดา้นลา่ง และนําคา่รอ้ยละความสามารถในการมชีวีติไปสรา้งกราฟหาความสมัพนัธ์กบัความเขม้ขน้

ของสาร เพื่อหาคา่ความเขม้ขน้ของสารทีส่ามารถยบัยัง้การเพิม่จาํนวนเซลลร์อ้ยละ 50 ของจาํนวนเซลล์

ทัง้หมด (IC50) ตอ่ไป 

 
 

5.3 การวเิคราะหผ์ลทางสถติ ิ

ในการทดสอบความเป็นพษิของสาร renieramycin M และอนุพนัธ ์ ตอ่เซลลม์ะเรง็ปอดทาํการ

ทดลองซํ้าอยา่งน้อย 3 ครัง้ โดยเปรยีบเทยีบกบักลุม่ควบคมุ และกลุ่มทีท่ดสอบดว้ย doxorubicin โดยขอ้มลู

ของงานวจิยัจะแสดงในรปูคา่เฉลีย่ ± คา่เบีย่งเบนมาตรฐาน ซึง่สถติทิีใ่ชค้อื one-way ANOVA โดยอาศยั

โปรแกรม SPSS เวอรช์นั 22 และกาํหนดความแตกตา่งอยา่งมนียัสาํคญัทีค่า่ p-value < 0.05 
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ผลการทดลอง 

 

 

1. การเกบ็ตวัอย่างฟองน้ําสีน้ําเงิน Xestospongia sp.  

เกบ็ตวัอยา่งฟองน้ําทะเลสน้ํีาเงนิ Xestospongia sp. จากเกาะสชีงั จงัหวดัชลบุร ีจาํนวน 2 ครัง้ คอื 

พฤษภาคม พ.ศ. 2560 และตลุาคม พ.ศ. 2560 ไดฟ้องน้ํารวมทัง้สิน้ 36 กโิลกรมั 

 

  
 

รปูท่ี 1 การเกบ็ตวัอยา่งฟองน้ําสน้ํีาเงนิจากกระชงัเพาะเลีย้ง ในเดอืนพฤษภาคม 2560 ใหค้วามอนุเคราะหใ์น

การดาํเนินการเกบ็ตวัอย่างโดย รศ. ภก. ดร. อนุชติ พลบัรูก้าร 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 2 การเกบ็ตวัอยา่งฟองน้ําสน้ํีาเงนิจากธรรมชาตทิีค่วามลกึ 3-5 เมตร ในเดอืนตุลาคม 2560 
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2. การเตรียมสารสกดัหยาบ 

การเตรยีมสารสกดัหยาบประกอบดว้ยการปัน่ฟองน้ําใน phosphate buffer (pH 7) จากนัน้ทาํ

ปฏกิริยิากบัสารละลาย potassium cyanide (KCN) และแช่สกดัใน methanol จากนัน้ทาํการระเหย methanol 

และสกดัดว้ยตวัทาํละลาย hexane และ ethyl acetate ตามลาํดบั จะไดส้ารสกดัหยาบ เพื่อนําไปแยกสารบริ

สทุธ์ดว้ยเทคนิค chromatography ตอ่ไป 

Xestospongia sp.

Hexane extract

Homogenization with 
Phosphate buffer at pH 7

wet weight 36 kg

Treat with KCN 
(10 mM in phosphate buffer at pH 7)

strirring at room temperature for 5 hour

Maceration with MeOH
for 48 h and drain all liquid

repeat 4 times

Evaporation under 
reduced pressure

Aqueous methanolic 
extract

Solvent extraction
1. Hexane 250 mL, 1 time
2. Ethyl acetate 250 mL, 3 times

Remove fat and 
chloresterol

Ethyl acetate extract Aqueous extract

Discard

1 2 3 4Crude extract

 
 

แผนภาพ 1 การเตรยีมสารสกดัหยาบฟองน้ําสน้ํีาเงนิ Xestospongia sp. 
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ตารางท่ี 1 น้ําหนกัแหง้ของสารสกดัหยาบฟองน้ําทะเลสน้ํีาเงนิ 

สารสกดัหยาบ (Crude extract) น้ําหนกัสารสกดัหยาบ (กรมั) 

1 14.42 

2 41.69 

3 14.05 

4 108.58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูท่ี 3 ผล TLC (ethyl acetate:hexane = 1:1) ของสารสกดัหยาบ 1-4 จากฟองน้ําทะเลสน้ํีาเงนิ 

Xestospongia sp. เทยีบกบัสาร renieramycin M (RM) 

 

3. การแยกสารบริสทุธ์ิ renieramycin M 

จากผล TLC สารสกดัหยาบ 1 และ 2 มสีาร renieramycin M จงึรวมสารสกดัหยาบทัง้ 2 เขา้ดว้ยกนั 

ไดส้ารสกดัหยาบทัง้สิน้ 56.11 กรมั ทาํการแยกสารสกดัหยาบใหบ้รสิทุธิด์ว้ย quick column และ flash 

column chromatography ตามลาํดบั พบวา่สามารถแยกสารบรสิทุธิ ์ renieramycin M จากเทคนิค 

chromatography และ recrystallization ไดร้วมทัง้สิน้ 784.1 mg จากนัน้นําสาร renieramycin M ไป

ตรวจสอบโครงสรา้งทางเคมดีว้ยการวเิคราะห ์ 1H และ 13C NMR spectroscopy พบวา่ได ้ NMR spectrum 

สอดคลอ้งกบัขอ้มลูทีเ่คยรายงานมาก่อนหน้า 
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Crude extract
56.11 g

Flash column chromatography

ethyl acetate:hexane 10-100%
methanol:ethyl acetate 10-50%

E GA B C D F

Recrystalization 
with ethyl acetate

Renieramycin M 
Orange crystal

533.2 mg

DE

Quick column chromatography

ethyl acetate:hexane 10-100%
methanol:ethyl acetate 10-50%

DE5 DE7
DE1 DE2 DE3 DE4 DE6

Renieramycin M 
Orange powder

250.9 mg

Renieramycin M 
Orange solid

784.1 mg

0.01% dry weight
0.002% wet weight

 
 

แผนภาพ 2 การแยกสารบรสิทุธิ ์renieramycin M 
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4. การสงัเคราะหอ์นุพนัธ ์ของ renieramycin M ด้วยกระบวนการทางเคมี 

สงัเคราะหอ์นุพนัธช์นิดใหมข่อง renieramycin M ดว้ยกระบวนการทางเคม ี โดย renieramycin M 

ถกูใชเ้ป็นสารตัง้ตน้ในกระบวนการสงัเคราะหอ์นุพนัธท์างเคม ีโดยไดท้าํการทดลองดงัต่อไปน้ี  

4.1 สงัเคราะหอ์นุพนัธ ์ 22-O-acyl-N-Boc-amino ester ของ renieramycin M  ซึง่ประกอบดว้ย

ขัน้ตอนทางเคมทีีส่าํคญั 2 ขัน้ตอน คอื การกาํจดัหมูแ่ทนที ่ agelate และการเตมิหมู่ aminoester โดยใน

ขัน้ตอนแรก renieramycin M (1) จะถกู reduce ดว้ย Pd(OH)2/C เพื่อเปลีย่นหมู่ quinone ใหเ้ป็น 

hydroquinone จากนัน้ agelyl ester จะถกู reduce ดว้ย AlH3 ไดผ้ลผลติเป็น alcohol 2 ซึง่มโีครงสรา้ง

เหมอืนกบั jorunnamycin A ทีส่ามารถพบไดใ้นธรรมชาต ิ จากนัน้ จงึนํา alcohol 2 ไปทาํปฏกิริยิา 

esterification กบั N-Boc-amino acid ทีส่นใจ คอื N-Boc-L-glycine, N-Boc-L-alanine, N-Boc-L-

phenylalanine, N-Boc-L-valine, และ N-Boc-L-proline จากผลการทดลองพบวา่ อนุพนัธ์ 22-O-acyl-N-Boc-

amino ester ของ renieramycin M สามารถสงัเคราะหไ์ดแ้ละมผีลผลติการสงัเคราะหใ์นเกณฑส์งู (yield 59-

95%) 
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รปูท่ี 4 การสงัเคราะหอ์นุพนัธ ์22-O-acyl-N-Boc-amino ester ของ renieramycin M 

 

4.2  สงัเคราะหอ์นุพนัธ ์ 5-O-acyl-ester ของ renieramycin M  ซึง่ประกอบดว้ยขัน้ตอนทางเคมทีี่

สาํคญั 2 ขัน้ตอน โดยในขัน้ตอนแรก renieramycin M (1) จะถกู reduce ดว้ย Pd(OH)2/C เพื่อเปลีย่นหมู่ 

quinone ใหเ้ป็น hydroquinone (4) จากนัน้จงึทาํปฏกิริยิา esterification กบั acylating agent ทีส่นใจ ไดแ้ก่ N-

Boc-amino acid และ heterocyclic aromatic acid chloride จากผลการทดลองพบวา่ อนุพนัธ ์5-O-acyl-ester 

ของ renieramycin M สามารถสงัเคราะหไ์ดแ้ละมผีลผลติการสงัเคราะหใ์นเกณฑป์านกลาง (yield 27-51%) 
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N
N

O

O

Me

MeO

O

O
Me

H

Me
CN

H

H

O

O
Me

MeO
Me

5

1 21

1: Renieramycin M (RM)

H2, 20% Pd(OH)2/C

EtOAc, rt

N
N

O

OH

Me

MeO

O

O
Me

H

Me
CN

H

H

O

O
Me

MeO
Me

N-Boc-amino acid

DMAP, EDCI.HCl
CH2Cl2, 2 h, rt

BocNNHBoc

Me

NHBoc NHBoc NHBoc
Me

MePh

R1 =

R1

O
5

8

N
N

OH

OH

Me

MeO

O

O
Me

H

Me
CN

H

H

HO

OH
Me

MeO
Me

5

1 21

5a                5b              5c               5d                 5e

4: bishydroquinone

5: 5-O-Amino ester renieramycin M derivatives

51%             43%           30%            30%              27%

 
 

BrBr

NN NN
NN

FF NN NN NN PhPh

5f 5f                                              5g5g                                                          5h 5h                                          5i5i                                                                    5j5j

                    5k 5k                                                5l 5l                                                5m 5m                                          5n 5n                                                               5o5o

58%58%                                                48%48%                                             47%47%                                     51%51%                                                  43%43%

41%41%                                                    32%32%                                                  39%39%                                        40%40%                                                 39%39%  
 

รปูท่ี 5 การสงัเคราะหอ์นุพนัธ ์5-O-acyl-ester ของ renieramycin M 

 

4.3 การสงัเคราะหส์าร 5-O-acetyl renieramycin T ซึง่ประกอบดว้ยขัน้ตอนทางเคมทีี่

สาํคญั 2 ขัน้ตอน โดยในขัน้ตอนแรก renieramycin M (1) จะถกู reduce ดว้ย พลงังานจากแสงฟลูออเรสเซน 

18 W เพื่อเปลีย่นหมู่ quinone ใหเ้ป็น dioxymethylene ring (6) จากนัน้จงึทาํปฏกิริยิา esterification กบั 

acylating agent ทีส่นใจ ไดแ้ก่ acetic anhydride จากผลการทดลองพบวา่ อนุพนัธ ์ 5-O-acetyl 

renieramycin T สามารถสงัเคราะหไ์ดแ้ละมผีลผลติการสงัเคราะหใ์นเกณฑป์านกลาง (yield 47%) 
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Renieramycin M (1) Renieramycin T (6)

Ac2O, Py

rt, (74%)

5-O-Acetyl Renieramycin T (7)

N
N
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Me

O

O
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O
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รปูท่ี 6 การสงัเคราะหส์าร 5-O-acetyl renieramycin T 
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5. การวิเคราะหโ์ครงสรา้งทางเคมีของสารอนุพนัธท่ี์ได้จากการสงัเคราะห ์

การวเิคราะห ์1H และ 13C NMR spectra ใชเ้ครื่องวเิคราะห ์คอื JEOL-JNM AL 300 และJEOL-

JNM XL 500 FT-NMR spectrometer โดย NMR spectra ของสาร 5f-o แสดงรายละเอยีดใน supporting 

information ของผลงานวจิยัซึง่แสดงขอ้มลูในสว่นภาคผนวก และ NMR spectra 3a-e และสาร 5a-e มี

รายละเอยีดดงัต่อไปนี้  

22-O-acyl-N-Boc-L-glycine derivative of renieramycin M: 11.6 mg (93%); yellow 

amorphous solid.  +161.7 (c 0.0035, CHCl3); CD ∆ ε (c: 9 µM, methanol, 20 oC) +0.02 (371), 

−0.3 (314), −0.2 (315), −1.0 (300), −2.4 (283), −1.3 (269), −0.3 (257), −0.9 (242), −1.3 (227); IR 

(KBr) 3414, 2978, 2943, 2855, 1751, 1717, 1655, 1616, 1508, 1452, 1369, 1310, 1281, 1236, 1161 

cm-1; 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 4.84 (1H, br s, 3′-NH), 4.47 (1H, dd, J = 10.8, 2.4 Hz, 22-Ha), 

4.06 (1H, br d, J = 2.4 Hz, 21-H), 4.03 (3H, s, 7-OCH3), 4.03 (1H, overlapped, 11-H), 4.01 (3H, s, 

17-OCH3), 4.01 (1H, overlapped, 1-H), 3.95 (1H, br d, J = 2.4 Hz, 22-Hb), 3.78 (1H, dd, J = 18.6, 6.0 

Hz, 2′-Ha), 3.49 (1H, dd, J = 18.6, 6.0 Hz, 2′-Hb), 3.37 (1H, br d, J = 7.2 Hz, 13-H), 3.10 (1H, dt, J 

= 12.0, 2.8 Hz, 3-H), 2.94 (1H, dd, J = 17.3, 2.4 Hz, 4-Hα), 2.73 (1H, dd, J = 20.7, 7.6 Hz, 14-Hα), 

2.31 (1H, d, overlapped, 14-Hβ), 2.30 (3H, s, NCH3), 1.99 (1H, d, J = 6.4 Hz, 4-Hβ), 1.96 (3H, s, 6-

CH3), 1.95 (3H, s, 16-CH3), 1.42 (9H, s, 6′-H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 186.6 (C-15), 185.2 

(C-5), 182.4 (C-18), 181.1 (C-8), 169.8 (C-1′), 155.5 (C-4′), 155.4 (C-7), 155.3 (C-17), 142.1 (C-10), 

142.0 (C-20), 135.1 (C-9), 135.0 (C-19), 128.9 (C-6), 128.3 (C-16), 116.9 (CN), 80.2 (C-5′), 64.1 (C-

22), 61.1 (17-OCH3), 61.1 (7-OCH3), 59.0 (C-21), 55.7 (C-1), 54.6 (C-3), 54.2 (C-13), 54.1 (C-11), 

42.3 (C-2′), 41.5 (NCH3), 28.3 (C-6′), 25.2 (C-4), 21.2 (C-14), 8.9 (6-CH3), 8.6 (16-CH3) 

22-O-acyl-N-Boc-L-alanine derivative of renieramycin M: 12.3 mg (95%); yellow 

amorphous solid.  −75.8 (c 0.0024, CHCl3); CD ∆ ε (c: 9 µM, methanol, 20 oC) −4.8 (355), 

−3.5 (333), −2.1 (313), −2.8 (299), −9.3 (289), −16.1 (280), −5.0 (270), +8.9 (257), +5.4 (244), 

+0.2 (234); IR (KBr) 3393, 2978, 2940, 2855, 1765, 1717, 1653, 1616, 1506, 1456, 1369, 1306, 

1234, 1155, 1058 cm-1; 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 5.23 (1H, s, 3′-NH), 4.99 (1H, br d, J = 6.8 

Hz, 2′-H), 4.45 (1H,  br d, J = 11.2 Hz, 22-Ha), 4.08 (1H, br d, J = 12.0 Hz, 22-Hb), 4.01 (1H, d, J = 

2.4 Hz, 21-H), 3.96 (3H, s, 7-OCH3), 3.96 (1H, overlapped, 11-H), 3.94 (3H, s, 17-OCH3), 3.92 (1H,  

br d, overlapped, 1-H), 3.33 (1H, br d, J = 7.6 Hz, 13-H), 3.02 (1H, dt, J = 11.6, 3.2 Hz, 3-H), 2.82 

(1H, br d, J = 16.8, Hz, 4-Hα), 2.67 (1H, dd, J = 20.7, 7.2 Hz, 14-Hα), 2.30 (1H, d, J = 21.1 Hz, 

14-Hβ), 2.22 (3H, s, NCH3), 1.87 (3H, s, 6-CH3), 1.37 (1H, d, J = 7.2 Hz, 4-Hβ), 1.87 (3H, s, 16-

CH3), 1.31 (9H, s, 6′-H), 1.03 (3H, d, J = 7.6 Hz, 7′-H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 186.5 (C-15), 

185.2 (C-5), 182.4 (C-18), 181.1 (C-8), 172.6 (C-1′), 155.6 (C-4′), 155.4 (C-7), 154.7 (C-17), 141.9 

(C-10), 141.9 (C-20), 135.1 (C-9), 134.8 (C-19), 128.7 (C-6), 128.1 (C-16), 116.8 (CN), 79.9 (C-5′), 
63.1 (C-22), 61.1 (17-OCH3), 61.0 (7-OCH3), 58.4 (C-21), 56.5 (C-1), 54.5 (C-3), 54.3 (C-13), 54.1 

(C-11), 48.7 (C-2′), 41.5 (NCH3), 28.2 (C-6′), 25.2 (C-4), 21.0 (C-14), 18.3 (C-7′), 8.8 (6-CH3), 8.5 

(16-CH3) 
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22-O-acyl-N-Boc-L-phenylalanine derivative of renieramycin M: 12.4 mg (84%); yellow 

amorphous solid.  +29.7 (c 0.0017, CHCl3); CD ∆ ε (c: 9 µM, methanol, 20 oC) −6.7 (356), 

−4.4 (327), −4.0 (300), −9.5 (292), −23.1 (281), −3.5 (269), +11.4 (256), +5.4 (244), −2.8 (234); 

IR (KBr) 3387, 2963, 2928, 2855, 1719 (br), 1655, 1612, 1560, 1508, 1499, 1458, 1368, 1306, 1261, 

1234, 1159, 1107, 1084, 1049, 1030, 957, 801, 700 cm-1; 1H-NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 7.36 (1H, d, 

J = 4.2 Hz, 11′-H), 7.29 (2H, d, J = 6.3 Hz, 9′-H), 7.05 (2H, d, J = 6.3 Hz, 10′-H), 4.71 (1H, br d, J 

= 8.1 Hz, 2′-H), 4.30 (2H,  dd, J = 11.4, 3.0 Hz, 22-H), 4.24 (1H, br d, J = 7.8 Hz, 21-H), 4.08 (1H, 

overlapped, 1-H), 4.00 (6H, s, 17 and 7-OCH3), 3.87 (1H,  br d, J = 14.7 Hz, 11-H), 3.34 (1H, br d, J 

= 6.9 Hz, 13-H), 3.07 (1H, dt, J = 11.4, 3.8 Hz, 3-H), 2.91 (1H, br d, J = 18.0, Hz, 4-Hα), 2.84 (2H, 

d, J = 5.7 Hz, 7′-H ), 2.45 (1H, dd, J = 21.0, 7.2 Hz, 14-Hα), 2.33 (1H, d, overlapped, 14-Hβ), 2.28 

(3H, s, NCH3), 1.99 (1H, d, J = 15.6 Hz, 4-Hβ), 1.92 (3H, s, 6-CH3), 1.86 (3H, s, 16-CH3), 1.32 (9H, 

s, 6′-H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 186.4 (C-15), 185.1 (C-5), 182.4 (C-18), 181.1 (C-8), 171.7 

(C-1′), 155.5 (C-4′), 155.3 (C-7), 154.7 (C-17), 142.2 (C-10), 141.9 (C-20), 135.7 (C-9), 134.9 (C-

19), 129.3 (C-8′), 129.1 (C-9′), 128.7 (C-10′), 128.6 (C-6), 128.0 (C-16),127.2 (C-11′),  116.8 (CN), 

80.0 (C-5′), 64.3 (C-22), 62.0 (C-2′), 61.1 (17-OCH3), 61.0 (7-OCH3), 58.6 (C-21), 55.9 (C-1), 54.6 

(C-3), 54.3 (C-13), 54.2 (C-11), 41.4 (NCH3), 38.3 (C-7′), 28.1 (C-6′), 25.0 (C-4), 21.4 (C-14), 8.8 (6-

CH3), 8.6 (16-CH3) 

22-O-acyl-N-Boc-L-valine derivative of renieramycin M: 8.1 mg (59%); yellow amorphous 

solid.  +135.4 (c 0.0023, CHCl3); CD ∆ ε (c: 6 µM, methanol, 20 oC) −1.2 (353), −0.8 (326), 

−2.0 (301), −5.1 (289), −8.1 (281), −2.9 (270), +2.3 (257), −0.2 (240), −1.2 (224); IR (KBr) 3404, 

2969, 2940, 1741, 1717, 1655, 1616, 1506, 1456, 1371, 1310, 1236, 1157 cm-1; 1H-NMR (CDCl3, 

300 MHz) δ 4.73 (1H, br d, J = 9.6 Hz, 2′-H), 4.29 (2H, d, J = 2.7 Hz, 22-H), 4.08 (1H, d, J = 2.4 

Hz, 21-H), 4.06 (3H, s, 7-OCH3), 4.04 (1H, d, J = 1.5 Hz, 1-H), 4.03 (1H, overlapped, 11-H), 4.00 

(3H, s, 17-OCH3), 3.40 (1H, dt, J = 7.8, 1.5 Hz, 13-H), 3.08 (1H, dt, J = 11.4, 3.0 Hz, 3-H), 2.90 (1H, 

dd, J = 16.8, 1.8 Hz, 4-Hα), 2.77 (1H, dd, J = 21.0, 7.8 Hz, 14-Hα), 2.30 (1H, d, J = 21.0 Hz, 14-

Hβ), 2.28 (3H, s, NCH3), 1.95 (3H, s, 6-CH3), 1.93 (3H, s, 16-CH3), 1.43 (1H, d, J = 3.6 Hz, 4-Hβ), 

1.36 (9H, s, 6′-H), 1.26 (1H, m, 7′-H), 0.80 & 0.73 (3H, d, J = 6.9 Hz, 8′-H); 13C-NMR (CDCl3, 100 

MHz) δ 186.5 (C-15), 185.1 (C-5), 182.4 (C-18), 181.1 (C-8), 171.8 (C-1′), 155.6 (C-4′), 155.5 (C-7), 

155.2 (C-17), 141.9 (C-10), 141.8 (C-20), 135.1 (C-9), 134.8 (C-19), 128.5 (C-6), 127.8 (C-16), 116.7 

(CN), 79.8 (C-5′), 63.7 (C-22), 61.1 (17-OCH3), 61.1 (7-OCH3), 58.6 (C-2′), 58.4 (C-21), 56.4 (C-1), 

54.6 (C-3), 54.5 (C-13), 54.1 (C-11), 41.5 (NCH3), 30.8 (C-7′), 28.2 (C-6′), 25.1 (C-4), 21.2 (C-14), 

18.9 & 17.5 (C-8′), 8.8 (6-CH3), 8.7 (16-CH3) 
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22-O-acyl-N-Boc-L-proline derivative of renieramycin M: 11.6 mg (86%); yellow 

amorphous solid.  +161.1 (c 0.0044, CHCl3); CD ∆ ε (c: 14 µM, methanol, 20 oC) +1.6 (417), 

−1.3 (389), −3.8 (358), −2.6 (328), −2.5 (300), −12.5 (282), −3.1 (270), +6.8 (258), +2.8 (243), 

−1.1 (222), +2.5 (212), +7.3 (207); IR (KBr) 2974, 2955, 2940, 1749, 1695, 1655, 1616, 1450, 1400, 

1373, 1312, 1236, 1188, 1159, 1084 cm-1; 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 4.30 (1H, m, J = 21.9, 11.6, 

1.6 Hz, 2′-H), 4.05 (2H,  br d, J = 12.8 Hz, 22-H), 4.03 (1H, d, overlapped, 21-H), 4.01 (1H, 

overlapped, 1-H), 4.02 (3H, s, 7-OCH3), 3.99 (3H, s, 17-OCH3),  3.94 (1H, td, J = 5.2, 8.4 Hz, 11-H), 

3. 40 (2H,  m, 9′-H), 3.30 (1H, br d, J = 5.6 Hz, 13-H), 3.09 (1H, br d, J = 11.6 Hz, 3-H), 2.95 (1H, 

td, J = 26.0, 17.2, Hz, 4-Hα), 2.76 (1H, dd, J = 20.3, 7.6 Hz, 14-Hα), 2.33 (1H, d, J = 21.1 Hz, 14-

Hβ), 2.28 (3H, s, NCH3), 2.03 (1H, d, J = 15.2 Hz, 4-Hβ), 1.93 (3H, s, 6-CH3), 1.91 (3H, s, 16-CH3), 

1.75 (2H, m, 8′-H), 1.34 (9H, s, 6′-H), 1.26 (2H, d, J = 2.4 Hz, 7′-H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 

186.4 (C-15), 185.3 (C-5), 182.4 (C-18), 181.1 (C-8), 172.5 (C-1′), 155.7 (C-4′), 155.5 (C-7), 154.0 

(C-17), 142.0 (C-10), 141.8 (C-20), 135.3 (C-9), 134.7 (C-19), 128.4 (C-6), 127.8 (C-16), 117.0 (CN), 

79.7 (C-5′), 65.2 (C-22), 63.7 (C-2′), 61.0 (17-OCH3 & 7-OCH3), 58.5 (C-21), 58.6 (C-4), 56.4 (C-1), 

54.6 (C-3), 54.3 (C-11), 54.2 (C-13), 46.5 (C-9′), 41.5 (NCH3), 31.6 (C-7′), 29.8, (C-8′), 28.3 (C-6′), 
25.2 (C-4), 21.2 (C-14), 8.8 (6-CH3), 8.6 (16-CH3) 

5-O-acyl-N-Boc-L-glycine derivatives of renieramycin M: 2.5 mg (26%); yellow 

amorphous solid.  +161.7 (c 0.0007, CHCl3); CD ∆ ε (c: 11 µM, methanol, 20 oC) +1.8 (420), 

0.0 (384), −1.0 (353), −0.4 (323), 0.0 (298), +1.9 (282), +3.1 (264), +2.0 (244), +1.5 (229), +2.6 

(217); IR (KBr) 3393, 2961, 2926, 2855, 1775, 1717, 1653, 1616, 1462, 1369, 1261, 1234, 1153, 

1094, 1059, 1030, 802 cm-1; 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 5.93 (1H, qq, J = 7.6, 1.6 Hz, 26-H), 5.70 

(1H, s, 8-OH), 5.00 (1H, br s, 3′-H), 4.44 (1H, br d, J = 10.8 Hz, 22-Ha), 4.24 (2H, t, J = 4.4 Hz, 2′-
H), 4.16 (1H, br d, J = 5.2 Hz, 1-H), 4.04 (1H, d, J = 2.8 Hz, 21-H), 3.98 (1H, dd, J = 11.2, 4.8 Hz, 

22-Hb), 3.90 (3H, s, 17-OCH3), 3.88 (1H, br d, J = 2.0 Hz, 11-H), 3.71 (3H, s, 7-OCH3), 3.29 (1H,  br 

d, J = 8.0 Hz, 13-H), 3.12 (1H, dt, J = 12.0, 2.4 Hz, 3-H), 2.68 (1H, dd, J = 21.6, 8.0 Hz, 14-Hα), 

2.40 (1H, dd, J = 15.2, 2.0 Hz, 4-Hα), 2.22 (1H, d, J = 21.2 Hz, 14-Hβ), 2.20 (3H, s, NCH3), 2.02 

(3H, s, 6-CH3), 1.86 (3H, s, 16-CH3), 1.80 (3H, dd, J = 7.2, 1.6 Hz, 27-H), 1.61 (3H, s, 28-H), 1.55 

(1H, br d, J = 12.4 Hz, 4-Hβ), 1.42 (9H, s, 6′-H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 186.1 (C-15), 182.8 

(C-18), 180.9 (C-1′), 167.1 (C-24), 155.4 (C-4′), 155.4 (C-17), 143.8 (C-7), 143.3 (C-8), 141.9 (C- 

20), 140.1 (C-26), 138.7 (C-5), 135.4 (C-19), 129.7 (C-16), 126.8 (C-25), 124.1 (C-10), 122.5 (C-6), 

117.5 (CN-21), 117.2 (C-9), 80.2 (C-5′), 64.3 (C-22), 61.2 (17-OCH3), 60.8 (7-OCH3), 59.4 (C-21), 

56.5 (C-1), 55.2 (C-3), 54.8 (C-13), 54.8 (C-11), 42.2 (C-2′), 41.5 (NCH3), 28.3 (C-6′), 27.9 (C-4), 

21.1 (C-14), 20.6 (C-28), 15.8 (C-27), 10.0 (16-CH3), 8.7 (6-CH3) 
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5-O-acyl-N-Boc-L-alanine derivative of renieramycin M: 7.8 mg (44%); yellow amorphous 

solid.  +34.1 (c 0.0039, CHCl3); CD ∆ ε (c: 11 µM, methanol, 20 oC) +1.7 (401), −0.4 (381), 

−1.7 (357), −0.5 (331), +0.8 (307), +1.9 (294), +5.2 (282), +7.0 (267), +5.4 (250), +2.4 (236); IR 

(KBr) 3393, 2976, 2938, 1765, 1717, 1653, 1616, 1458, 1369, 1304, 1234, 1153, 1059, 1059 cm-1; 
1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 6.01 (1H, qq, J = 7.2, 1.6 Hz, 26-H), 5.78 (1H, s, 8-OH), 5.00 (1H, br 

d, J = 9.6 Hz, 3′-H), 4.59 (1H, t, J = 7.2 Hz, 2′-H), 4.48 (1H, dd, J = 11.2, 2.8 Hz, 22-Ha), 4.31 (1H, 

dd, J = 2.8, 5.2 Hz, 1-H), 4.11 (1H, d, J = 2.4 Hz, 21-H), 4.02 (1H, dd, J = 11.2, 5.6 Hz, 22-Hb), 

3.97 (3H, s, 17-OCH3), 3.94 (1H, br d, J = 2.8 Hz, 11-H), 3.78 (3H, s, 7-OCH3), 3.35 (1H,  br d, J = 

7.2 Hz, 13-H), 3.20 (1H, dt, J = 12.4, 2.4 Hz, 3-H), 2.75 (1H, dd, J = 21.1, 7.6 Hz, 14-Hα), 2.54 (1H, 

br d, J = 15.2 Hz, 4-Hα), 2.27 (3H, s, NCH3), 2.28 (1H, d, J = 21.1 Hz, 14-Hβ), 2.11 (3H, s, 6-CH3), 

1.92 (3H, s, 16-CH3), 1.88 (3H, dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 27-H), 1.72 (3H, s, 7′-H), 1.71 (3H, s, 28-H), 

1.64 (1H, dd, J = 15.2, 12.0 Hz, 4-Hβ), 1.47 (9H, s, 6′-H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 186.1 (C-

15), 182.8 (C-18), 171.6 (C-1′), 167.1 (C-24), 155.2 (C-17), 155.0 (C-4′),  143.8 (C-7), 143.3 (C-8), 

142.0 (C- 20), 140.0 (C-26), 138.7 (C-5), 135.4 (C-19), 129.0 (C-16), 126.8 (C-25), 124.1 (C-10), 

122.7 (C-6), 117.5 (CN-21), 117.1 (C-9), 80.1 (C-5′), 64.8 (C-22), 61.2 (17-OCH3), 60.8 (7-OCH3), 

59.7 (C-21), 56.4 (C-1), 55.4 (C-3), 54.8 (C-13), 54.8 (C-11), 49.3 (C-2′), 41.5 (NCH3), 28.3 (C-6′), 
27.5 (C-4), 21.2 (C-14), 20.6 (C-28), 18.7 (C-7′), 15.8 (C-27), 10.1 (16-CH3), 8.7 (6-CH3) 

5-O-acyl-N-Boc-L-valine derivative of renieramycin M: 4.0 mg (30%); yellow amorphous 

solid.  −11.5 (c 0.0026, CHCl3); CD ∆ ε (c: 10 µM, methanol, 20 oC) −1.8 (400), −1.8 (386), 

−1.7 (369), −1.3 (348), −0.5 (325), −0.4 (298), −0.6 (288), −1.8 (273), −4.0 (251), −3.5 (240), 

−3.0 (229); IR (KBr) 3393, 2972, 2940, 1761, 1717, 1653, 1616, 1462, 1369, 1306, 1234, 1153 cm-

1; 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 6.01 (1H, qq, J = 7.6, 1.6 Hz, 26-H), 5.76 (1H, s, 8-OH), 4.97 (1H, 

d, J = 8.8 Hz, 3′-H), 4.51 (1H, dd, J = 9.6, 4.8 Hz, 2′-H), 4.39 (1H, dd, J = 9.6, 3.2 Hz, 22-Ha),  

4.33 (1H, dd, J = 2.8, 5.6 Hz, 1-H), 4.07 (1H, d, J = 2.4 Hz, 21-H), 3.99 (1H, overlapped, J = 4.8 Hz, 

22-Hb), 3.96 (3H, s, 17-OCH3), 3.95 (1H, overlapped, 11-H), 3.77 (3H, s, 7-OCH3), 3.34 (1H, d, J = 

8.0 Hz, 13-H), 3.20 (1H, dt, J = 12.4, 2.0 Hz, 3-H), 2.74 (1H, dd, J = 20.7, 7.6 Hz, 14-Hα), 2.66 (1H, 

d, J = 16.0 Hz, 4-Hα), 2.45 (1H, q, J = 5.2 Hz, 7′-H), 2.31 (1H, overlapped, 14-Hβ), 2.26 (3H, s, 

NCH3), 2.08 (3H, s, 6-CH3), 1.92 (3H, s, 16-CH3), 1.85 (3H, dd, J = 11.2, 1.3 Hz, 27-H), 1.71 (3H, br 

s, 28-H), 1.67 (1H, d, J = 16.0 Hz, 4-Hβ), 1.47 (9H, s, 6′-H), 1.19 (3H, d, J = 5.2 Hz, 8′-Ha), 1.08 

(3H, d, J = 5.1 Hz, 8′-Hb); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 186.2 (C-15), 182.5 (C-18), 178.1 (C-1′), 
167.1 (C-24), 155.8 (C-4′), 155.2 (C-17), 143.9 (C-7), 143.3 (C-8), 142.0 (C- 20), 140.0 (C-26), 

138.9 (C-5), 135.4 (C-19), 128.9 (C-16), 126.8 (C-25), 124.3 (C-10), 123.1 (C-6), 117.5 (CN-21), 

117.2 (C-9), 80.1 (C-5′), 65.4 (C-22), 61.2 (17-OCH3), 60.9 (7-OCH3), 60.1 (C-2′), 58.8 (C-21), 56.3 

(C-1), 55.9 (C-3), 54.9 (C-13), 54.9 (C-11), 41.5 (NCH3), 30.7 (C-7′), 28.3 (C-6′), 27.3 (C-4), 21.4 

(C-14), 20.6 (C-28), 19.9 (C-8′), 15.8 (C-27), 10.3 (16-CH3), 8.7 (6-CH3) 
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5-O-acyl-N-Boc-L-phenylalanine derivative of renieramycin M: 5.5 mg (30%); yellow 

amorphous solid.  −28.1 (c 0.0031, CHCl3); CD ∆ ε (c: 5 µM, methanol, 20 oC) −6.1 (358), 

−3.4 (330), +0.2 (299), +3.9 (288), +15.6 (271), +11.7 (254), +3.5 (235), +18.6 (227), +30.7 (219), 

+24.9 (209); IR (KBr) 3393, 2934, 1763, 1717, 1653, 1616, 1499, 1456, 1368, 1303, 1234, 1161, 

1078, 1059, 770, 700 cm-1; 1H-NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 7.38 (4H, overlapped, 9′-H & 10′-H), 7.30 

(1H, dt, J = 8.8, 2.8 Hz, 11′-H), 6.01 (1H, qq, J = 7.2, 1.3 Hz, 26-H), 5.78 (1H, s, 8-OH), 4.87 (1H, 

br d, J = 8.0 Hz, 3′-H), 4.81 (1H, dd, J = 9.6, 4.0 Hz, 2′-H), 4.48 (1H, dd, J = 10.8, 2.0 Hz, 22-Ha), 

4.32 (1H, t, J = 4.8 Hz, 1-H), 4.10 (1H, d, J = 2.0 Hz, 21-H), 4.03 (1H, dd, J = 10.8, 5.2 Hz, 22-Hb), 

3.94 (1H, d, J = 2.0 Hz, 11-H), 3.90 (3H, s, 17-OCH3), 3.78 (3H, s, 7-OCH3), 3.56 (1H, dd, J = 14.0, 

4.4 Hz, 7′-Ha), 3.35 (1H, d, J = 7.6 Hz, 13-H), 3.20 (1H, dt, J = 12.0, 2.8 Hz, 3-H), 3.08 (1H, dd, J = 

13.6, 10.8 Hz, 7′-Hb), 2.74 (1H, dd, J = 20.7, 7.6 Hz, 14-Hα), 2.62 (1H, br d, J = 13.6 Hz, 4-Hα), 

2.29 (1H, J = 20.7 Hz, 14-Hβ), 2.26 (3H, s, NCH3), 2.09 (3H, s, 6-CH3), 1.92 (3H, s, 16-CH3), 1.88 

(3H, dd, J = 7.6, 1.6 Hz, 27-H), 1.71 (3H, t, J = 1.6 Hz, 28-H), 1.67 (1H, dd, J = 12.0, 4.0 Hz, 4-Hβ), 

1.38 (9H, s, 6′-H); 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 186.1 (C-15), 182.8 (C-18), 170.1 (C-1′), 167.1 (C-

24), 155.2 (C-4′), 155.2 (C-17), 143.8 (C-7), 143.3 (C-8), 142.0 (C- 20), 140.0 (C-26), 138.8 (C-5), 

136.3 (C-19), 135.4 (C-8′), 129.3 (C-10′), 128.7 (C-16), 128.7 (C-9′), 127.1 (C-11′), 126.8 (C-25), 

124.1 (C-10), 123.1 (C-6), 117.6 (CN-21), 117.6 (C-9), 80.1 (C-5′), 64.9 (C-22), 61.2 (17-OCH3), 

60.8 (7-OCH3), 59.7 (C-2′), 59.7 (C-21), 56.4 (C-1), 55.5 (C-3), 54.9 (C-13), 54.9 (C-11), 41.5 

(NCH3), 38.3 (C-7′), 28.2 (C-6′), 27.1 (C-4), 21.2 (C-14), 20.6 (C-28), 15.9 (C-27), 10.1 (16-CH3), 

8.7 (6-CH3) 
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6. การทดสอบฤทธ์ิความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์ม่เลก็ ชนิด H292 และ H460 ด้วย

เทคนิค MTT assay 

การทดสอบความเป็นพษิตอ่เซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็ ชนิด H292 และ H460 ของสาร 

renieramycin M อนุพนัธใ์หม่ 22-O-acyl-N-Boc-amino ester ของ renieramycin M (3a-3e) อนุพนัธใ์หม ่5-

O-acyl-ester ของ renieramycin M (5a-5o) และ 5-O-acetyl renieramycin T (7) โดยเกบ็ขอ้มลูที ่72 ชัว่โมง 

ดว้ยเทคนิค MTT assay และใช ้ cisplatin และ doxorubicin ซึง่เป็นยาเคมบีาํบดัทีใ่ชใ้นการรกัษามะเรง็ปอด

เป็นสารควบคมุผลบวก (positive control) และเปรยีบเทยีบความเป็นพษิต่อเซลล ์ พบวา่อนุพนัธใ์หม่แสดง

ความเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็ ชนิด H292 และ H460 ดงัขอ้มลู IC50 ในตารางที ่2 

 

ตารางท่ี 2 ฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์ม่เลก็ของสาร renieramycin M และอนุพนัธ ์ 

H460 and H292: human non-small cell lung cancer cell lines 

 

 

 

 

 

 

Entry Compound R 
H292 H460 

IC50 ± S.D. (nM) IC50 ± S.D. (nM) 

1 RM, 1 - 24.54 ± 1.12 6.50 ± 0.39 

2 JA, 2 - 217.43 ± 21.67 164.30 ± 11.07 

3 decyano JA - 4.04 x 103 ± 0.34 x 103 7.42 x 103 ± 0.58 x 103 

4 RT, 6 - 60.96 ±1.67 35.76 ± 1.24 

5 RTOAc, 7 - 4.16 ± 0.45 1.69 ± 0.31 

6 3a Boc-L-Gly 3.56±0.62 9.94±0.82 

7 3b Boc-L-Ala 10.32±1.95 19.75±2.38 

8 3c Boc-L-Phe 110.50±2.53 51.43±5.67 

9 3d Boc-L-Val 32.39±3.33 20.95±3.53 

10 3e Boc-L-Pro 66.55±9.47 45.91±6.94 

11 5a Boc-L-Gly 10.24±0.94 6.14±0.68 

12 5b Boc-L-Ala 24.03±2.61 15.94±1.32 

13 5c Boc-L-Phe 57.35±5.36 42.72±4.91 

14 5d Boc-L-Val 127.20±2.65 200.53±29.27 

15 5e Boc-L-Pro 85.00±8.62 43.28±0.68 
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ตารางท่ี 2 (ตอ่) ฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็ของสาร renieramycin M และอนุพนัธ ์ 

 H460 and H292: human non-small cell lung cancer cell lines 

 

จากผลการทดลองพบวา่ สารอนุพนัธ์ใหมแ่สดงฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์ม่

เลก็ ชนิด H292 และ H460 ในระดบันาโนโมลาร ์โดยอนุพนัธ์กลุ่ม 22-O-acyl-ester แสดงความเป็นพษิต่อ

เซลลส์งูกวา่กลุม่ 5-O-acyl-ester และสาร 22-O-acyl-N-Boc-L-glycine ester ของ renieramycin M แสดง

ความเป็นพษิต่อเซลล ์H292 ไดส้งูสดุ และมากกวา่ความเป็นพษิต่อเซลลข์อง renieramycin M ถงึ 6 เทา่ 

และ 5-O-acetyl ester renieramycin T แสดงความเป็นพษิตอ่เซลล์ H460 ไดส้งูสุด และมากกวา่ความเป็น

พษิต่อเซลลข์อง renieramycin M ถงึ 6 เทา่ 

 

 

Entry Compound R H292 H460 

IC50 ± S.D. (nM) IC50 ± S.D. (nM) 

16 5f 
Br  

20.89 ± 1.58 13.95 ± 1.12 

17 5g N

 
59.03 ± 4.10 19.76 ±0.85 

18 5h 
N

 
103.40 ± 7.88 26.22 ± 0.27 

19 5i 
N  

19.99 ± 2.49 11.32 ± 0.27 

20 5j 
 

11.70 ± 0.72 10.86 ± 0.13 

21 5k 
F  

63.11 ± 3.28 17.04 ± 1.17 

22 5l 
N  

56.75 ± 5.30 52.33 ± 0.65 

23 5m 
N  

110.78 ± 9.57 22.17 ± 0.15 

24 5n 
N  

53.57 ±1.81 45.21 ± 0.59 

25 5o 

 

71.19 ± 2.25 53.51 ± 0.52 

26 cisplatin - 12.13 x 103 ± 1.12 x 103 8.15 x 103 ± 0.64 x 103 

27 doxorubicin - 350.70 ± 32.94 33.70 ± 4.56 
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สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

 

สาร renieramycin M ซึง่เป็นสารสาํคญัทีส่กดัไดจ้ากฟองน้ําสน้ํีาเงนิ สกุล Xestospongia sp. ซึง่พบ

การเตบิโตตามธรรมชาตทิีบ่รเิวณหมูเ่กาะสชีงั จงัหวดัชลบุร ี โดยสาร renieramycin M จดัอยูใ่นกลุ่ม 

tetrahydroisoquinolinequinone alkaloid ซึง่มรีายงานการวจิยัก่อนหน้าน้ีวา่สารในกลุ่มน้ีมฤีทธิต์่อตา้นมะเรง็

หลายชนิด ในการทดลองน้ีไดท้าํการเกบ็ตวัอยา่งฟองน้ําและสกดัแยกสาร renieramycin M ไดท้ัง้สิน้ 784.1 

mg คดิเป็นรอ้ยละ 0.01% เมื่อเทยีบกบัน้ําหนักฟองน้ําแหง้ หรอืคดิเป็นรอ้ยละ 0.002 เมื่อเทยีบกบัน้ําหนกั

ฟองน้ําเปียก จากผลการทดลองพบวา่การสกดัฟองน้ําสน้ํีาเงนิ Xestospongia sp. เพื่อแยกสาร renieramycin 

M นัน้ ไดป้รมิาณสาร renieramycin M น้อยกวา่ทีค่าดการณ์ไว ้แต่มปีรมิาณของสารในกลุ่ม renieramycins 

อืน่ๆ มากขึน้ เน่ืองมาจากความแปรปรวนของสิง่แวดลอ้มในการเตบิโตของฟองน้ําตามธรรมชาต ิ 

สาร renieramycin M ทีเ่ตรยีมไดจ้ะถกูนําไปใชเ้ป็นสารตัง้ตน้ในการสงัเคราะหอ์นุพนัธด์ว้ย

กระบวนการทางเคม ี โดยในงานวจิยัน้ีไดท้าํการสงัเคราะห ์ 4 กลุ่ม คอื (1) 22-O-amino ester ของ 

renieramycin M (2) 5-O-amino ester ของ renieramycin M (3) 5-O-acyl-ester ของ renieramycin M และ 

(4) 5-O-acetyl-ester ของ renieramycin T รวมทัง้สิน้ประมาณ 20 อนุพนัธ ์ ซึง่ปฏกิริยิาทีใ่ชใ้นการเตรยีม

อนุพนัธจ์ะประกอบดว้ย (1) aluminium hydride reduction เพือ่สงัเคราะหส์าร jorunnamycin A ไดผ้ลการ

ผลติ 23-51% (2) palladium catalyzed hydrogenation เพื่อสงัเคราะหส์าร bishydroquinone ไดผ้ลการผลติ 

100% (3) photo reaction เพื่อสงัเคราะหส์าร renieramycin T ไดผ้ลการผลติ 64% และ (4) esterification 

เพื่อสงัเคราะห ์22-O-acyl-ester และ 5-O-acyl-ester ของ renieramycin M ซึง่พบวา่กระบวนการสงัเคราะห์

ใหผ้ลการผลติสารไดด้ ี ไดร้อ้ยละของการสงัเคราะหผ์ลติภณัฑแ์ยกตามประเภทของ acylation agent และ

ตาํแหน่งหารเกดิ esterification ไดด้งัน้ี (1) 22-O-amino ester ไดผ้ลการผลติ 95-86% (2) 5-O-amino ester 

ไดผ้ลการผลติ 27-50% (3) 5-O-acyl-ester ไดผ้ลการผลติ 32-74% จะเหน็ไดว้า่ผลการสงัเคราะหอ์นุพนัธ์ 

ester ของ renieramycin M ควบคมุโดยคณุสมบตัดิา้นโครงสรา้งทางเคมซีึง่ทีต่าํแหน่ง 22-hydroxyl group 

จะม ี sterically hindrance น้อยกวา่ทีต่าํแหน่ง 5-hydroxyl group ปฏกิริยิาเคมจีงึเกดิไดด้กีวา่ และเมื่อ

เปรยีบเทยีบ hydroxyl group ทีต่าํแหน่ง 5, 8, 15 และ 18 พบวา่ 5-hydroxyl group จะม ี sterically 

hindrance น้อยกวา่ทีต่าํแหน่งอืน่ๆ จงึสามารถเกดิปฏกิริยิาเคมจีงึเกดิไดด้ ี นอกจากนัน้กระบวนการ 

esterification ยงัถกูควบคมุดว้ยความวอ่งไวในการเกดิปฏกิริยิาและปรมิาณทีใ่ช ้(equivalent) ของ acylation 

agent อกีดว้ย  

อนุพนัธข์อง renieramycin M ทีไ่ดจ้ากการสงัเคราะหท์ัง้หมด ถูกนําไปศกึษา cytotoxicity ใน

เซลลม์ะเรง็ปอด เพือ่คน้หาโครงสรา้งทีม่ฤีทธิต์า้นมะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็ ชนิด H290 และ H460 ไดด้ี

ทีส่ดุ และพบวา่อนุพนัธ์ใหมท่ัง้หมดแสดงฤทธิต์า้นมะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็ ชนิด H290 และ H460 ใน

ระดบันาโนโมลาร ์ และมแีนวโน้มวา่หมูแ่ทนทีต่าํแหน่ง 5-acyl ester มคีวามสาํคญัตอ่ฤทธิค์วามเป็นพษิต่อ

เซลล ์โดยฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลจ์ะลดลงเมื่อหมูแ่ทนทีต่าํแหน่ง 5-acyl ester มขีนาดใหญ่ขึน้  

ดงันัน้ งานวจิยัน้ีไดพ้ฒันาสารอนุพนัธช์นิดใหม่ ของสาร renieramycin M ทีม่ฤีทธิฤ์ทธิค์วามเป็น

พษิต่อเซลลม์ะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็ ชนิด H290 และ H460 ในระดบันาโนโมลารแ์ละสารอนุพนัธบ์างชนิด

มฤีทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลท์ีส่งูกวา่สารตน้แบบ โดยอนุพนัธ์กลุ่ม 22-O-acyl-ester แสดงความเป็นพษิต่อ

เซลลส์งูกวา่กลุม่ 5-O-acyl-ester จงึมคีวามน่าสนใจในการศกึษาและพฒันาสารกลุม่น้ีเพือ่ใชต้า้นเซลลม์ะเรง็

ปอดในอนาคต  
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ข้อเสนอแนะสาํหรบังานวิจยัในอนาคต 

 

 

1. ศกึษาสารอนุพนัธใ์หม่ของ renieramycin T ทัง้ทางเคมแีละฤทธิท์างชวีภาพ 

2. ศกึษาฤทธิต์า้นมาลาเรยีของสาร renieramycins ทีพ่บวา่แสดงฤทธิค์วามเป็นพษิต่อเซลลต์ํ่า เช่น 

jorunnamycin A เน่ืองจากมโีครงสรา้งของ quinone ซึง่คลา้ยคลงึกบัโครงสรา้งของ atovaquone 

3. ศกึษากลไกการตา้นมะเรง็ดว้ย DNA alkylation เนื่องจากสาร renieramycin M มโีครงสรา้งคลา้ยกบั 

ecteinascidin 743 ซึง่เป็นยาเคมทีีใ่ชใ้นการรกัษามะเรง็เตา้นม  

4. การใชก้ระบวนการเคมใีนการปรบัปรงุโครงสรา้งเพือ่ชว่ยเพิม่ selectivity กบัมะเรง็ และลดความเป็นพษิ

ตอ่เซลลป์กต ิเชน่ การเชื่อมต่อกบั vitamin บางชนิด  

5. ศกึษาและพฒันา antibody drug conjugate (ADC) โดยใชส้าร renieramycin เป็นสารออกฤทธิ ์

(payload)  
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Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทนุจาก สกว. 
 

 

ผลงานตีพิมพใ์นวารสารวิชาการนานาชาติ (ระบชุื่อผูแ้ต่ง ชื่อเรื่อง ชื่อวารสาร ปี เล่มที ่

เลขที ่และหน้า) หรอืผลงานตามทีค่าดไวใ้นสญัญาโครงการ 

Chemistry of Renieramycins. 17. A New Generation of Renieramycins: Hydroquinone 5-

O-Monoester Analogues of Renieramycin M as Potential Cytotoxic Agents against Non-Small-Cell 

Lung Cancer Cells, Chamni, S.; Sirimangkalakitti, N.; Chanvorachote, P; Saito, N.; Suwanborirux, K. 

J. Nat. Prod., 2017, 80, 1541–1547. 

 

การนําผลงานวิจยัไปใช้ประโยชน์ 

- เชงิวชิาการ (มกีารพฒันาการเรยีนการสอน/สรา้งนกัวจิยัใหม่) 

ตอ่ยอดผลงานวจิยัโดยการร่วมวจิยักบัรองศาสตราจารย ์ ภก. ดร.ปิต ิ จนัวรโชต ิ เพื่อศกึษา

กลไกตา้นมะเรง็ปอดชนิดเซลลไ์มเ่ลก็แบบ apoptosis โดยใชส้าร bishydroquinone renieramycin M และ 

hydroquinone 5-O-cinnamoyl renieramycin M ซึง่เป็นสารอนุพนัธ์ชนิดใหม่ทีศ่กึษาในโครงการน้ี และไดผ้ล

งานวจิยัเพิม่เตมิ 2 เร ือ่ง คอื 

1.1 Bishydroquinone Renieramycin M Induces Apoptosis of Human Lung Cancer Cells 

Through a Mitochondria-dependent Pathway, Pinkhien, T.; Maiuthed, A.; Chamni, S.; Suwanborirux, 

K.; Saito, N.; Chanvorachote, P. Anticancer Res. 2016, 12, 6327-6333. 

1.2 Apoptosis-inducing Effect of Hydroquinone 5-O-Cinnamoyl Ester Analog of 

Renieramycin M on Non-small Cell Lung Cancer Cells. Maiuthed, A.; Pinkhien, T.; Chamni, S.; 

Suwanborirux, K.; Saito, N.; Petpiroon, N.; Chanvorachote, P. Anticancer Res. 2017, 37, 6259-6267. 

 

อ่ืนๆ (เช่น ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการในประเทศ การเสนอผลงานในทีป่ระชุมวชิาการ 

หนงัสอื การจดสทิธบิตัร) 

Supakarn Chamni, Natchanun Sirimangkalakitti, Pithi Chanvorachote, Naoki Saito, and 

Khanit Suwanborirux; Structure-activity Relationship (SAR) Study of Renieramycin and Ester 

Derivatives as New Anti-cancer Agents from Marine Bistertrahydro isoquinolinequinone  Alkaloids; 

การประชุมวชิาการวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยแีหง่ประเทศไทย ครัง้ที ่ 43; จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั; วนัที ่

17-19 ตลุาคม 2560 (Oral presentation) 
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Chemistry of Renieramycins. 17. A New Generation of Renieramycins:
Hydroquinone 5‑O‑Monoester Analogues of Renieramycin M as
Potential Cytotoxic Agents against Non-Small-Cell Lung Cancer Cells
Supakarn Chamni,† Natchanun Sirimangkalakitti,† Pithi Chanvorachote,‡ Naoki Saito,*,§

and Khanit Suwanborirux*,†

†Center for Bioactive Natural Products from Marine Organisms and Endophytic Fungi (BNPME), Department of Pharmacognosy
and Pharmaceutical Botany, and ‡Cell-Based Drug and Health Product Development Research Unit and Department of
Pharmacology and Physiology, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Chulalongkorn University, Pathumwan, Bangkok 10330, Thailand
§Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Meiji Pharmaceutical University, 2-522-1 Noshio, Kiyose, Tokyo 204-8588, Japan

*S Supporting Information

ABSTRACT: A series of hydroquinone 5-O-monoester analogues of renieramycin M were semisynthesized via
bishydroquinonerenieramycin M (5) prepared from renieramycin M (1), a major cytotoxic bistetrahydroisoquinolinequinone
alkaloid isolated from the Thai blue sponge Xestospongia sp. All 20 hydroquinone 5-O-monoester analogues possessed
cytotoxicity with IC50 values in nanomolar concentrations against the H292 and H460 human non-small-cell lung cancer
(NSCLC) cell lines. The improved cytotoxicity toward the NSCLC cell lines was observed from the 5-O-monoester analogues
such as 5-O-acetyl ester 6a and 5-O-propanoyl ester 7e, which exhibited 8- and 10-fold increased cytotoxicity toward the H292
NSCLC cell line (IC50 3.0 and 2.3 nM, respectively), relative to 1 (IC50 24 nM). Thus, the hydroquinone 5-O-monoester
analogues are a new generation of the renieramycins to be further developed as potential marine-derived drug candidates for lung
cancer treatment.

Marine natural products have been documented as
fascinating sources of potential anticancer agents.

Regarding their structural complexity and diversity, these
marine-derived molecules are capable of interacting with
numerous biomolecular targets to either inhibit or promote
specific biological functions against various types of cancer cell
lines.1−8 Renieramycins, marine alkaloids classified into the
tetrahydroisoquinoline family,9 have been isolated from various
marine organisms, including sponges in the genera Reniera,10,11

Xestospongia,12−16 Cribrochalina,17,18 and Neopetrosia.19 More-
over, several renieramycin-type alkaloids have also been
obtained from a sponge-eating nudibranch, Jorunna funeb-
ris.20−23 To date, renieramycins A−Y isolated from such
sponges have been characterized and become target molecules
of interest for synthetic studies24−37 and biological inves-
tigations as the promising anticancer agents.6,8,9,14,24,34,38

Renieramycin M (1), the most prominent compound in this

category, is a bistetrahydroisoquinolinequinone that was
isolated as a preeminent alkaloid from the potassium cyanide-
pretreated methanolic extract of the blue sponge Xestospongia
sp., which has been collected in Thailand13 and the
Philippines.15

Regarding our ongoing research toward the development of
new anticancer agents from marine tetrahydroisoquinoline
alkaloids, including renieramycins and ectinascidins, the
naturally derived renieramycins such as renieramycin M (1),
renieramycin E, and renieramycin T (2), a renieramycin−
ecteinascidin hybrid structure, showed strong cytotoxicity with
IC50 values in the nanomolar range toward various cancer cell
lines, including breast (T47D), colon (HCT116 and DLD1),
lung (QG56 and H460), pancreatic (AsPC1), and prostate
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(DU145) human carcinomas.13,14,24,39 Thus, a series of 22-O-
ester bistetrahydroisoquinolinequinone derivatives of 1 were

prepared via jorunnamycin A (3) for initial cytotoxicity
evaluation. The resulting derivatives were found to exhibit

Chart 1

Scheme 1. Preparation of Hydroquinone 5-O-Monoester Analogues of Renieramycin Ma,b

aAnalogues 7e−h were prepared by esterification of 5 with the corresponding acid anhydrides (1.5 equiv) in pyridine (see Supporting Information).
bValues in parentheses refer to the isolated yields.
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antiproliferative activities against breast (MDA-MB-435), colon
(HCT116),40 and non-small-cell lung (H292 and H460) cancer
(NSCLC)41 cell lines at nanomolar concentrations.
Mechanistic studies of the in vitro cytotoxicity revealed that 1

displayed antimetastatic activity against NSCLC cells via the
apoptosis programmed cell death pathway involving a p53-
dependent mechanism.42 Furthermore, 1 sensitized the anoikis-
resistant H460 NSCLC cell line to anoikis by suppressing the
survival proteins p-ERK and p-AKT and the antiapoptotic
proteins BCL2 and MCL1.43 To further explore the
cytotoxicity mechanisms and to also increase its solubility, the
left-handed quinone ring A of 1 was reduced to obtain
bishydroquinonerenieramycin M (5) and acetylated to afford 5-
O-acetyl hydroquinone renieramycin M (6a). Both 1 and 6a
exhibited a similar cytotoxic potency, but 6a selectively
destroyed lung cancer H23 cells via only the apoptosis
pathway, while 1 inhibited cancer cells via a combination of
the apoptosis and unwanted necrosis mechanisms.44 Recently,
5 was reported as a potent cytotoxic agent against the H292
NSCLC cell line and exhibited greater cytotoxicity than 1.
Interestingly, compound 5 induced mitochondria-dependent
apoptosis via the suppressions of the antiapoptotic proteins
BCL2 and MCL1 and the expression of the pro-apoptotic
protein BAX.45 On the basis of the cytotoxic profile of 6a, it is
suggested that the hydroquinone moiety at ring A, which
resembles a partial structure of the approved anticancer drug
trabectedin (ecteinascidin 743)46 and the more stable
ecteinascidin 770 (4), is important for its cytotoxicity.
Using 6a as a lead compound, we are interested in discovery

and development of a new generation of the renieramycins
containing the hydroquinone moiety, which might be employed
as highly potent and apoptosis-inducing anti-NSCLC ther-
apeutic agents. Herein, we report the preparation of the first
series of hydroquinone 5-O-monoester analogues of 1 having
various substituents, including the small electron-withdrawing
substituents such as formate and methyl carbonate, amino
esters with tert-butyl-carbamate, aliphatic acyl, benzoyl, trans-
cinnamoyl, and nitrogen-heterocyclic aroyl moieties. All
hydroquinone 5-O-monoester analogues of renieramycin M
were prepared from 1 by Pd-catalyzed hydrogenation followed
by regioselective esterification. The in vitro cytotoxicity profiles
of each prepared analogue were then evaluated against the
H292 and H460 NSCLC cell lines.

■ RESULTS AND DISCUSSION
Renieramycin M (1) was isolated from its natural source, the
blue Xestospongia sp. sponge collected from the Gulf of
Thailand. According to our published protocol, the unwanted
autodecomposition of the alkaloids was diminished by
pretreatment of the fresh blue sponge mash with potassium

cyanide.13 Then, the potassium cyanide-pretreated methanolic
extract was purified to successfully deliver gram quantities of 1.
The new series of 1 analogues were prepared by a two-step
strategy involving hydrogenation of 1 using Pearlman’s catalyst
(Pd(OH)2/C) for the selective reduction of four quinone
carbonyls at atmospheric pressure to quantitatively yield 5,
followed by a mild regiospecific esterification to obtain the
desired hydroquinone 5-O-monoester analogues (7a−r) in
acceptable yields (Scheme 1). The esters 7a−d and 7i−r were
obtained from the corresponding acids and acid chlorides in the
presence of standard coupling reagents (EDCI/DMAP), while
6a, 6b, and 7e−h were prepared from the related acid
anhydrides in pyridine. After esterification, the hydroquinone at
ring E was subjected to air oxidation to regenerate the quinone
moiety.14

From the results shown in Scheme 1, the acylation yields of 5
varied (25−74%) based on the reactivity of the acylating agents
and could be optimized by adding more acylating reagents.
Moreover, the 5,8-O-diacyl analogues were also observed as
minor products in some cases. In the cases of 7c and 7d, N-
Boc-L-glycine and N-Boc-L-alanine (5 equiv), respectively, were
employed to construct the esters at the 5-hydroxy group of 5.
Deprotection of the tert-butyl-carbamate was performed using
tetra-n-butylammonium fluoride (TBAF), which was reported
as a mild and efficient deprotection protocol.47 However, our
attempts failed to deliver the desired free amine due to
decomposition. Therefore, 7c and 7d, containing a carbamate
moiety adjacent to the 5-O-ester group, were further used for
the cytotoxicity evaluation.
All synthetic hydroquinone 5-O-monoester analogues 7a−r

were structurally characterized fully by extensive spectroscopic
analyses of NMR data in conjunction with high-resolution MS,
IR, and electronic circular dichrosim (ECD) data (see
Supporting Information). The 1H and 13C NMR spectroscopic
data of all synthetic analogues were assigned and were in
agreement with 6a44 except for the signals of the additional acyl
substituents. All new analogues showed two quinone carbonyl
carbons at δC 186.0 ± 0.1 (C-15) and 182.7 ± 0.1 (C-18) ppm
along with two oxygenated aromatic carbons of the newly
formed hydroquinone at δC 143.2 ± 0.2 (C-8) and 138.9 ± 0.4
(C-5) ppm. The additional proton and carbon signals of the 5-
O-ester substituents were assigned based on COSY, HMQC,
and HMBC data. The formation of hydroquinone 5-O-
monoester analogues at ring A was unambiguously confirmed
by the presence of a free phenolic hydroxy proton signal at C-8
in the range δH 5.70−5.95 ppm. Interestingly, the 8-OH proton
signals of 7a and 7b were not observed. However, the
placement of the formyl ester of 7a at C-5 was confirmed by
correlations of the formyl proton (H-1′) to the oxygenated
aromatic carbon C-5 via HMBC measurement and to 4-Hα and

Figure 1. HMBC (blue →) and NOESY (red ↔) correlations of hydroquinone 5-O-monoester analogues of renieramycin M.
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6-CH3 via NOESY measurement (Figure 1). The formation of
the methyl carbonate ester of 7b was assured by NOESY
correlation of the methyl carbonate protons (H3-1′) to 6-CH3.
In general, the phenolic proton (8-OH) of 7c−r showed
HMBC correlations to C-7 and C-9 along with NOESY
correlations to H-1, 7-OCH3, and H-22b. This information
consequently implied the 5-O-acyl substitution. According to
our recent report, NOESY correlations of the 22-O-ester
derivatives of 3 among the 22-O-ester side chains and the
quinone ring E protons suggested their respective proximity
alignment;41 however, these correlations were not observed in
7a−r and the parental 1.13 The results implied the different
structural alignment between the hydroquinone 5-O-monoester
analogues of 1 and the 22-O-ester derivatives of 3.
The cytotoxicity of the new hydroquinone 5-O-monoester

analogues 7a−r along with their synthetic precursors 1 and 5
was evaluated against the metastatic and drug-resistant H292
and H460 NSCLC cell lines using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay.48 The
resulting IC50 values of the synthetic analogues were also
compared with the bistetrahydroisoquinolines 2, 3, 6a and 6b,
and the structurally related potent cytotoxic ecteinascidin 770
(4). Noticeably, 2 and 4 have a similar structural feature at ring
A as a highly oxygenated aromatic ring containing a
methylenedioxy bridge. Cisplatin and doxorubicin, commonly
used medications in cancer chemotherapy, were employed as
the positive controls. The newly synthesized 5-O-ester
analogues 7a−r exhibited an impressive cytotoxicity, with
IC50 values in the nanomolar concentration range against the
H292 (IC50 2.3−111 nM) and H460 (IC50 5.1−54 nM) cell

lines, as shown in Table 1. Notably, most 5-O-ester analogues
were more cytotoxic than the positive controls. The
bistetrahydroisoquinolines 1, 2, 3, and 6a (entries 1, 2, 3, and
6, respectively) exhibited a similar cytotoxic potency against the
NSCLC cells to that previously observed against other human
cancer cell lines.39−41,45 The trend in potency based on the IC50
values (Table 1) is 6a > 1 > 2 > 3, with 6a being the most
potent. According to these results, we speculated that the 5-O-
ester hydroquinone and 22-O-ester motifs are essential
pharmacophores for improving the cytotoxicity. Interestingly,
we initially evaluated the cytotoxicity profiles of 4 and 5, which
belong to the tetrahydroisoquinoline type, regarding their
common oxygenated aromatic moieties at rings A and E. To
our surprise, both 4 and 5 displayed equal cytotoxic potencies,
which were about 15- and 6-fold more potent than 1 toward
the H292 and H460 cell lines, respectively (entries 4 and 5,
Table 1). The presence of two hydroquinone moieties with
four free phenolic hydroxy groups in 5 significantly improved
the cytotoxic potency, presumably regarding its improved
solubility compared to the lead 1, for which precipitation was
observed at a concentration of 1 μM in the aqueous medium
during the in vitro cytotoxicity. In addition, the hydroquinone
motif might mimic the aromatic pharmacophore of 4, leading to
the enhanced structure−cytotoxicity relationship toward the
NSCLC cells. However, the unstable bishydroquinone moiety
of 5 is gradually oxidized to the original bisquinone 1 during
storage.
The small electron-withdrawing substituents represented by

the formate and carbonate groups in 7a and 7b (entries 8 and
9, respectively) resulted in an approximate 2-fold increase in

Table 1. Cytotoxicity of Renieramycin M (1) and Hydroquinone 5-O-Monoester Analogues of 1 against the H292 and H460
Non-Small-Cell Lung Cancer Cell Lines

cytotoxicity IC50 ± SD (nM)

entry compound 5-O-substituent H292 H460

1 1 5,8-dicarbonyl 24 ± 1 6.5 ± 0.4
2 2 H 61 ± 2 36 ± 1
3 3 5,8-dicarbonyl 217 ± 22 164 ± 11
4 4 acetyl 1.6 ± 0.1 1.2 ± 0.1
5 5 H 1.7 ± 0.1 1.1 ± 0.1
6 6a acetyl 3.0 ± 0.6 3.6 ± 0.4
7 6b 5,8-O-diacetyl 28 ± 1 25 ± 1
8 7a formyl 12 ± 1 9.7 ± 0.5
9 7b methylcarbonyl 11 ± 1 14 ± 1
10 7c N-(Boc)-L-glycinoyl 10 ± 1 6 ± 1
11 7d N-(Boc)-L-alaninoyl 24 ± 3 16 ± 1
12 7e n-propanoyl 2.3 ± 0.4 5.1 ± 0.5
13 7f n-butanoyl 6.7 ± 0.7 5.6 ± 0.9
14 7g n-pentanoyl 36 ± 2 26 ± 3
15 7h n-hexanoyl 16 ± 3 15 ± 3
16 7i 4-bromobenzoyl 21 ± 2 14 ± 1
17 7j 4-phenylbenzoyl 71 ± 2 54 ± 1
18 7k 2-pyridinecarbonyl 103 ± 8 26 ± 1
19 7l 3-pyridinecarbonyl 59 ± 4 20 ± 1
20 7m 4-pyridinecarbonyl 20 ± 3 11 ± 1
21 7n 3-quinolinecarbonyl 111 ± 10 22 ± 1
22 7o 6-quinolinecarbonyl 54 ± 2 45 ± 1
23 7p cinnamoyl 12 ± 1 11 ± 1
24 7q 4-fluorocinnamoyl 63 ± 3 17 ± 1
25 7r 3-pyridineacryloyl 57 ± 5 52 ± 1
26 doxorubicin 351 ± 33 34 ± 5
27 cisplatin 12 ± 1 μM 8.2 ± 0.6 μM
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cytotoxicity against the H292 cell line, while having slightly less
toxicity to the H460 cell line, relative to 1. Importantly, the
steric footprint of the new generation renieramycin analogues
might play a role in cytotoxicity. On the basis of the overall IC50
values in Table 1 (entries 6 and 10−25), the smaller steric
substituents generally possessed a higher cytotoxic potency
than the larger substituents. For example, the IC50 values of 6a
< 7e < 7f < 7g, 7c < 7d, and 7i < 7j were observed from
cytotoxicity evaluation against both H292 and H460 cell lines.
Among the aliphatic acyl substituents (entries 6 and 8−15), 5-
O-acetyl (6a, entry 6) and 5-O-propanoyl (7e, entry 12)
analogues were the most potent cytotoxic compounds,
exhibiting an approximate 8- to 10-fold more potent
cytotoxicity than 1 against the H292 cell line, but only slightly
increased cytotoxicity toward the H460 cell line. In contrast,
the 5-O-ester analogues containing the large bulky aroyl
substituents such as the benzoyl (7i and 7j, entries 16 and
17), nitrogen-heterocyclic (7k−o, entries 18−22), cinnamoyl
(7p and 7q, entries 23 and 24), and 3-pyridineacryloyl (7r,
entry 25) moieties had decreased cytotoxicity against the H292
cells, except for 7i and 7m, having similar IC50 values, and 7p,
having a 2-fold increase in cytotoxicity compared to 1. All of
these bulkier analogues were approximately 2- to 8-fold less
potent toward the H460 cell line compared to 1. It is
noteworthy that 5-O-(2-pyridinecarbonyl) ester (7k, entry 18)
and 5-O-(3-quinolinecarbonyl) ester (7n, entry 21) were 4-fold
more toxic against the H460 cell line than the H292 cell line.
Finally, it is noted that the 5,8-O-diacetyl ester (6b, entry 7)
possessed a much lower cytotoxicity than the 5-O-acetyl ester
(6a, entry 6), suggesting that a free phenolic hydroxy group at
ring A is required for elevating the cytotoxicity, probably due to
improved solubility. Although a structure−cytotoxicity relation-
ship could not be completely concluded from the present
report, it is suggested that a hydroquinone 5-O-monoester at
ring A with a less sterically demanding ester at C-5 and a free
phenolic hydroxy group at C-8 is an additional important
pharmacophore responsible for the improved cytotoxic potency
of the new generation renieramycin analogues.
In conclusion, 20 hydroquinone 5-O-monoester analogues of

renieramycin M were synthesized from the naturally derived 1
isolated from the Thai blue sponge Xestospongia sp., involving a
two-step hydrogenation and selective esterification process.
Our current finding revealed that the development of 1 as the
hydroquinone 5-O-monoester analogues by modifying the
quinone ring A may deliver more effective antiproliferative
agents against lung cancer cell lines. Among these new
generation analogues, 5-O-acetyl ester 6a and 5-O-propanoyl
ester 7e expressed the most prominent cytotoxicity, exhibiting
8- and 10-fold increases in cytotoxicity against the metastatic
H292 NSCLC cell line, respectively, relative to 1. Further
cancer cell based studies to identify the cellular mechanism and
the corresponding protein targets will provide more under-
standing of the antiproliferative activity and may encourage the
clinical applications of renieramycin analogues as new potential
anti-lung cancer drug candidates.

■ EXPERIMENTAL SECTION
General Experimental Procedures. Optical rotations were

measured on a Horiba-SEPA-200 polarimeter in a 1 dm cell, unless
otherwise stated. ECD spectra were obtained on a Jasco J-820
spectropolarimeter. Fourier transform infrared (FT-IR) spectra were
measured on a Shimadzu IRAffinity-1 FT-IR spectrophotometer. 1H
and 13C NMR spectra were obtained from a JEOL-JNM XL 500 FT-

NMR spectrometer, unless otherwise stated. Tetramethylsilane and
deuterochloroform (CDCl3) served as internal standards at 0.00 ppm
for 1H NMR and 77.0 ppm for 13C NMR, respectively. 2D NMR
experiments including COSY, DEPT, HMQC, HMBC, and NOESY
techniques were performed to assign bond and space connectivity of
protons and carbons. Mass spectra were recorded on a JEOL-JMS 700
mass spectrometer. Reactions were performed in oven-dried glassware
and magnetically stirred under an argon atmosphere using a calcium
chloride U-tube equipped with an argon balloon, unless otherwise
noted. Room-temperature (rt) was 25 °C, unless otherwise stated.
Commercial solvents and reagents were used as received, unless
otherwise explained. Anhydrous solvents were dried over 4 Å
molecular sieves. All reactions were monitored by thin-layer
chromatography (silica gel GF254) examined under UV light (254
nm). Yields refer to chromatographically and spectroscopically pure
compounds unless otherwise stated.

Sponge Material and Isolation of 1. The blue sponge
Xestospongia sp. was collected by scuba diving in the vicinity of
Sichang Island, the Gulf of Thailand, at a depth of 3−5 m in June
2013. The fresh sponges were treated with KCN in pH 7 buffer
solution and purified as explained in previous publications.13,41

Preparation of 5. Compound 5 was freshly prepared prior to
being used as the starting material for each desired esterification
reaction. Each time, 1 (37.0 mg, 0.065 mmol) was dissolved in dry
EtOAc (20 mL). The resulting orange solution was treated with 20%
Pd(OH)2 on carbon (19.0 mg, 50% w/w). A hydrogen balloon was
attached to the reaction flask. Air was removed, and the reaction
mixture was blanketed with hydrogen gas. The heterogeneous reaction
was stirred vigorously at rt for 5 h. After completion, the reaction
mixture was filtered through a short pad of Celite and washed with
EtOAc (20 mL, 3 times) and CHCl3 (20 mL, 3 times). The filtrates
were combined and concentrated in vacuo to yield 5 as a colorless,
amorphous solid in quantitative yield. The product was employed in
the next step without further purification.

General Synthetic Procedure of 7a−d and 7i−r. Compound 5
(10.0 mg, 0.017 mmol) was dissolved in dry CH2Cl2 (2 mL). To the
colorless reaction mixture was added 1-ethyl-3-(3-(dimethylamino)-
propyl)carbodiimide hydrochloride (EDCI·HCl, 3.3 mg, 0.017 mmol)
and N,N-4-dimethylaminopyridine (DMAP, 2.1 mg, 0.017 mmol) to
afford a light brown solution. Then, the corresponding acid or acid
chloride (1−10 equiv, 0.017−0.17 mmol) was added, and the reaction
was stirred at rt under an argon atmosphere for 3 h. After completion,
the bright yellow reaction mixture was quenched by the addition of
H2O (5 mL). The organic layer was separated by separatory funnel,
and the aqueous layer was extracted with CHCl3 (10 mL, 3 times).
The organic layers were combined, washed with brine (30 mL), dried
over anhydrous Na2SO4, filtered, and concentrated in vacuo.
Purification of the residue by silica gel flash column chromatography
eluting with hexane/EtOAc (3:1) gave the corresponding hydro-
quinone 5-O-monoester analogue of 1 as a yellow, amorphous solid.
Formic acid (10 equiv) was used for the preparation of 7a. Methyl
chloroformate (1 equiv) was used for the preparation of 7b. N-Boc-L-
glycine and N-Boc-L-alanine (5 equiv) were employed for the
preparation of 7c and 7d, respectively. 4-Bromobenzoyl chloride, 4-
phenylbenzoyl chloride, picolinoyl chloride·HCl, nicotinoyl chloride·
HCl, isonicotinoyl chloride·HCl, 3-quinolinecarboxylic acid, 6-
quinolinecarboxylic acid, cinamoyl chloride, 4-fluorocinamoyl chloride,
and 3-(3-pyridyl)acrylic acid (1 equiv) were employed for the
preparations of 7i−r, respectively.

General Synthetic Procedure of 6a, 6b, and 7e−h. Compound
5 (20.0 mg, 0.034 mmol) was dissolved in pyridine (1.2 mL). The
corresponding acid anhydride (1.5 equiv, 0.051 mmol) was added to
the reaction mixture, which was then stirred at rt under an argon
atmosphere for 12 h. Then, the reaction mixture was poured into H2O
and extracted with CHCl3 (10 mL, 3 times). The combined organic
layer was washed with brine (10 mL), dried over anhydrous Na2SO4,
filtered, and evaporated under reduced pressure to give a residue. The
residue was purified by silica gel column chromatography using an
appropriate ratio of eluent (hexane/EtOAc) to give the corresponding
hydroquinone 5-O-acetylester analogue of 1 as a yellow, amorphous
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solid. Acetic anhydride was employed for the preparation of 6a and 6b.
Propionic anhydride, butyric anhydride, valeric anhydride, and n-
hexanoic anhydride were used for the preparations of 7e−h,
respectively.
The physical and spectroscopic characterizations of 7a−r are

provided in the Supporting Information. The physical and
spectroscopic data of 5, 6a, and 6b were previously described.14

Cytotoxicity MTT Assay. The cytotoxicity was evaluated against
the metastatic H292 and H460 human NSCLC cell lines (American
Type Culture Collection) employing the MTT assay.48 The
experimental details were previously described.41 Cisplatin and
doxorubicin were used as the positive controls.
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hydroquinone 5-O-(formyl) ester analogue of renieramycin M, 

7a: yield 47%; yellow amorphous powder; 25][ Dα  −1.8 (c 

0.001, CHCl3); ECD Δε nm (c 9.9 µM, MeOH, 25 ºC) +0.6 

(438), 0.0 (392), −0.7 (357), −0.5 (332), −0.2 (308), −0.3 sh 

(292), +0.5 (274), +1.2 (257), +0.6 (237); IR (KBr) νmax 3406 

(br), 2961, 2924, 2853, 1740, 1716, 1653, 1618, 1460, 1261, 

1234, 1150, 1096, 1043, 802 cm−1; 1H NMR (CDCl3, 500

MHz) δ 8.19 (1H, s, H-1′), 5.93 (1H, qq, J = 7.5, 1.5 Hz, H-26), 4.41 (1H, dd, J = 11.5, 3.2 Hz, H-22b), 

4.25 (1H, dd, J = 5.2, 3.2 Hz, H-1), 4.03 (1H, d, J = 2.6 Hz, H-21), 3.98 (1H, dd, J = 11.5, 5.2 Hz, H-22a), 

3.92 (1H, overlapped, H-11), 3.90 (3H, s, 17-OCH3), 3.72 (3H, s, 7-OCH3), 3.29 (1H, dt, J = 8.9, 2.6 Hz, 

H-13), 3.14 (1H, dt, J = 12.3, 2.6 Hz, H-3), 2.68 (1H, dd, J = 21.2, 8.9 Hz, H-14α), 2.50 (1H, dd, J = 15.5, 

2.6 Hz, H-4α), 2.22 (1H, d, J = 21.2 Hz, H-14β), 2.20 (3H, s, 12-NCH3), 2.04 (3H, s, 6-CH3), 1.85 (3H, s, 

16-CH3), 1.80 (3H, dq, J = 7.5, 1.6 Hz, H3-27), 1.62 (3H, dq, J = 1.6, 1.5 Hz, H3-28), 1.60 (1H, 

overlapped, H-4β); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 186.0 (C, C-15), 182.7 (C, C-18), 167.1 (C, C-24), 

158.3 (C, 5-OC=O), 155.4 (C, C-17), 143.8 (C, C-7), 143.4 (C, C-8), 141.9 (C, C-20), 140.1 (CH, C-26), 

138.0 (C, C-5), 135.4 (C, C-19), 128.9 (C, C-16), 126.7 (C, C-25), 124.1 (C, C-10), 122.3 (C, C-6), 117.5 

(C, 21-CN), 117.4 (C, C-9), 64.5 (CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.8 (CH3, 17-OCH3), 59.6 (CH, C-

21), 56.4 (CH, C-1), 55.4 (CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.7 (CH, C-11), 41.5 (CH3, 12-NCH3), 27.7 (CH2, 

C-4), 21.2 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 15.8 (CH3, C-27), 10.1 (CH3, 6-CH3), 8.6 (CH3, 16-CH3); 

HREIMS m/z 605.2375 [M]+ (calcd for C32H35N3O9, 605.2373). 
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hydroquinone 5-O-(methylcarbonyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7b: yield 25%; yellow amorphous powder; 

25][ Dα  −3.9 (c 0.001, CHCl3); ECD Δε nm (c 9.4 µM, MeOH, 

25 ºC) +1.2 (433), −1.3 (392), −3.8 (359), −2.7 (333), −1.1 

(310), −0.2 sh (290), +1.0 (281), +3.3 (273), +5.2 (260), +3.2 

(247), +0.3 (237); IR (KBr) νmax 3433, 2959, 2926, 2855, 1768, 

1740, 1715, 1653, 1618, 1458, 1385, 1261, 1231, 1153, 1098, 

1038, 802 cm−1; 1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 5.98 (1H, qq, J = 7.5, 1.5 Hz, H-26), 4.44 (1H, dd, J = 

11.5, 2.9 Hz, H-22b), 4.29 (1H, dd, J = 5.2, 2.9 Hz, H-1), 4.08 (1H, d, J = 2.6 Hz, H-21), 4.02 (1H, dd, J 

= 11.5, 5.2 Hz, H-22a), 3.96 (1H, overlapped, H-11), 3.95 (3H, s, 17-OCH3), 3.87 (3H, s, H3-1′), 3.76 

(3H, s, 7-OCH3), 3.34 (1H, dt, J = 7.5, 2.6 Hz, H-13), 3.20 (1H, dt, J = 12.6, 2.3 Hz, H-3), 2.73 (1H, dd, J 

= 20.9, 7.5 Hz, H-14α), 2.62 (1H, dd, J = 15.5, 2.3 Hz, H-4α), 2.27 (1H, d, J = 20.9 Hz, H-14β), 2.25 (3H, 

s, 12-NCH3), 2.11 (3H, s, 6-CH3), 1.90 (3H, s, 16-CH3), 1.85 (3H, dq, J = 7.5, 1.6 Hz, H3-27), 1.68 (3H, 

dq, J = 1.6, 1.5 Hz, H3-28), 1.60 (1H, overlapped, H-4β); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 186.1 (C, C-15), 

182.7 (C, C-18), 167.1 (C, C-24), 155.4 (C, C-17), 153.8 (C, 5-OC=O), 143.7 (C, C-7), 143.3 (C, C-8), 

141.8 (C, C-20), 140.0 (CH, C-26), 139.3 (C, C-5), 135.5 (C, C-19), 128.9 (C, C-16), 126.7 (C, C-25), 

124.4 (C, C-10), 122.5 (C, C-6), 117.5 (C, 21-CN), 117.2 (C, C-9), 64.7 (CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-

OCH3), 60.7 (CH3, 17-OCH3), 59.7 (CH, C-21), 56.4 (CH, C-1), 55.5 (CH, C-3), 55.4 (CH3, C-1′), 54.8 

(CH, C-13), 54.7 (CH, C-11), 41.5 (CH3, 12-NCH3), 27.2 (CH2, C-4), 21.2 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-

28), 15.8 (CH3, C-27), 9.8 (CH3, 6-CH3), 8.6 (CH3, 16-CH3); HREIMS m/z 635.2477 [M]+ (calcd for 

C33H37N3O10, 635.2479). 
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hydroquinone 5-O-(N-(tert-butoxycarbonyl)-L-glycinoyl) ester 

analogue of renieramycin M, 7c: yield 26%; yellow amorphous 

solid; 25][ Dα  +161.7 (c 0.001, CHCl3); ECD ∆ε nm (c 11.0 µM, 

MeOH, 20 oC) +1.8 (420), 0.0 (384), −1.0 (353), −0.4 (323), 0.0 

(298), +1.9 (282), +3.1 (264), +2.0 (244), +1.5 (229), +2.6 

(217); IR (KBr) νmax 3393, 2961, 2926, 2855, 1775, 1717, 1653, 

1616, 1462, 1369, 1261, 1234, 1153, 1094, 1059, 1030, 802 cm-

1; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 5.93 (1H, qq, J = 7.6, 1.5 Hz, 

H-26), 5.70 (1H, s, 8-OH), 5.00 (1H, br s, NH), 4.44 (1H, br d, J = 10.8 Hz, H-22a), 4.24 (2H, d, J = 4.4 

Hz, NHCH2), 4.16 (1H, br d, J = 5.2 Hz, H-1), 4.04 (1H, d, J = 2.8 Hz, H-21), 3.98 (1H, dd, J = 10.8, 5.2 

Hz, H-22b), 3.90 (3H, s, 17-OCH3), 3.88 (1H, br d, J = 2.0 Hz, H-11), 3.71 (3H, s, 7-OCH3), 3.29 (1H, 

dt, J = 8.0, 2.8 Hz, H-13), 3.12 (1H, dt, J = 12.0, 2.4 Hz, H-3), 2.68 (1H, dd, J = 21.6, 8.0 Hz, H-14α), 

2.40 (1H, ddd, J = 15.2, 12.0, 2.0 Hz, H-4α), 2.22 (1H, d, J = 21.6 Hz, H-14β), 2.20 (3H, s, 12-NCH3), 

2.02 (3H, s, 6-CH3), 1.86 (3H, s, 16-CH3), 1.80 (3H, dq, J = 7.6, 1.6 Hz, H3-27), 1.61 (3H, dq, , J = 1.6, 

1.5 Hz, H3-28), 1.55 (1H, dd, J = 15.2, 12.0 Hz, H-4β), 1.42 (9H, s, H9-tBu); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) 

δ 186.1 (C, C-15), 182.8 (C, C-18), 180.9 (C, 5-OC=O), 167.1 (C, C-24), 155.4 (C, NC=O), 155.4 (C, C-

17), 143.8 (C, C-7), 143.3 (C, C-8), 141.9 (C, C-20), 140.1 (CH, C-26), 138.7 (C, C-5), 135.4 (C, C-19), 

129.7 (C, C-16), 126.8 (C, C-25), 124.1 (C, C-10), 122.5 (C, C-6), 117.5 (C, 21-CN), 117.2 (C, C-9), 80.2 

(C, tBu), 64.3 (CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.8 (CH3, 17-OCH3), 59.4 (CH, C-21), 56.5 (CH, C-1), 

55.2 (CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.8 (CH, C-11), 42.2 (CH2, NHCH2), 41.5 (CH3, 12-NCH3), 28.3 

(CH3, tBu), 27.9 (CH2, C-4), 21.1 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 15.8 (CH3, C-27), 10.0 (CH3, 6-CH3), 

8.7 (CH3, 16-CH3); HRFABMS m/z 735.3250 [M+H]+ (calcd for C38H47N4O11, 735.3242). 
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hydroquinone 5-O-(N-(tert-butoxycarbonyl)-L-alaninoyl) ester 

analogue  of  renieramycin M,  7d: yield 44%; yellow amorphous 

solid; 25][ Dα  +34.1 (c 0.004, CHCl3); ECD ∆ε nm (c 11.0 µM, 

MeOH, 20 oC) +1.7 (401), −0.4 (381), −1.7 (357), −0.5 (331), 

+0.8 (307), +1.9 (294), +5.2 (282), +7.0 (267), +5.4 (250), +2.4 

(236); IR (KBr) νmax 3393, 2976, 2938, 1765, 1717, 1653, 1616, 

1458, 1369, 1304, 1234, 1153, 1059, 1059 cm-1; 1H NMR 

(CDCl3, 400 MHz) δ 6.01 (1H, qq, J = 7.6, 1.5 Hz, H-26), 5.78 

(1H, s, 8-OH), 5.00 (1H, br d, J = 9.6 Hz, NH), 4.59 (1H, t, J = 7.2 Hz, NHCH), 4.48 (1H, dd, J = 11.2, 

2.8 Hz, H-22b), 4.31 (1H, dd, J = 2.8, 5.6 Hz, H-1), 4.11 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-21), 4.02 (1H, dd, J = 

11.2, 5.6 Hz, H-22a), 3.97 (3H, s, 17-OCH3), 3.94 (1H, br d, J = 2.8 Hz, H-11), 3.78 (3H, s, 7-OCH3), 

3.35 (1H,  dt, J = 7.6. 2.4 Hz, H-13), 3.20 (1H, dt, J = 12.0, 2.4 Hz, H-3), 2.75 (1H, dd, J = 21.1, 7.6 Hz, 

H-14α), 2.54 (1H, ddd, J = 15.2, 12.0, 2.8 Hz, H-4α), 2.27 (3H, s, 12-NCH3), 2.28 (1H, d, J = 21.1 Hz, H-

14β), 2.11 (3H, s, 6-CH3), 1.92 (3H, s, 16-CH3), 1.88 (3H, dq, J = 7.6, 1.6 Hz, H3-27), 1.72 (3H, br s, 

NHCHCH3), 1.71 (3H, dq, J = 1.6, 1.5 Hz, H3-28), 1.64 (1H, dd, J = 15.2, 12.0 Hz, H-4β), 1.47 (9H, s, 

H9-tBu); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 186.1 (C, C-15), 182.8 (C, C-18), 171.6 (C, 5-OC=O), 167.1 (C, 

C-24), 155.2 (C, C-17), 155.0 (C, NC=O), 143.8 (C, C-7), 143.3 (C, C-8), 142.0 (C, C-20), 140.0 (CH, C-

26), 138.7 (C, C-5), 135.4 (C, C-19), 129.0 (C, C-16), 126.8 (C, C-25), 124.1 (C, C-10), 122.7 (C, C-6), 

117.5 (21-CN), 117.1 (C, C-9), 80.1 (C, tBu), 64.8 (CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.8 (CH3, 17-

OCH3), 59.7 (CH, C-21), 56.4 (CH, C-1), 55.4 (CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.8 (CH, C-11), 49.3 (CH2, 

NHCH2), 41.5 (CH3, 12-NCH3), 28.3 (CH3, tBu), 27.5 (CH2, C-4), 21.2 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 

18.7 (CH3, NHCHCH3), 15.8 (CH3, C-27), 10.1 (CH3, 6-CH3), 8.7 (CH3, 16-CH3); HRFABMS m/z 

749.3392 [M+H]+ (calcd for C39H49N4O11, 749.3398). 
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hydroquinone 5-O-(n-propanoyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7e: yield 59%; yellow amorphous powder; 

25][ Dα  +41.0 (c 0.400, CHCl3); ECD Δε nm (c 12.6 µM, 

MeOH, 26 ºC) 0 (233), −4.8 (235), 0 (236), +35.5 (264), 0 

(291), −44.1 (357), 0 (407); IR (KBr) νmax 3429, 2943, 2855,

1759, 1713, 1653, 1616, 1460, 1304, 1233, 1153 cm−1; 1H 

NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 6.00 (1H, qq, J = 7.4, 1.5 Hz, H-

26), 5.79 (1H, s, 8-OH), 4.50 (1H, br d, J = 10.8 Hz, H-22b), 4.32 (1H, ddd, J = 4.2, 3.2, 2.1 Hz, H-1), 

4.11 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-21), 4.04 (1H, dd, J = 10.8, 4.2 Hz, H-22a), 3.96 (1H, overlapped, H-11), 3.96 

(3H, s, 17-OCH3), 3.77 (3H, s, 7-OCH3), 3.36 (1H, ddd, J = 7.7, 2.5, 1.9 Hz, H-13), 3.20 (1H, ddd, J = 

12.1, 2.6, 2.3 Hz, H-3), 2.75 (1H, dd, J = 21.0, 7.7 Hz, H-14α), 2.62 (2H, q, J = 7.6 Hz, H3-1'), 2.52 (1H, 

br d, J = 14.9 Hz, H-4α), 2.28 (1H, d, J = 21.0 Hz, H-14β), 2.27 (3H, s, 12-NCH3), 2.08 (3H, s, 6-CH3), 

1.92 (3H, s, 16-CH3), 1.88 (3H, dq, J = 7.4, 1.6 Hz, H3-27), 1.70 (3H, dq, J = 1.6, 1.5 Hz, H3-28), 1.63 

(1H, ddd, J = 14.9, 12.1, 2.1 Hz, H-4β), 1.32 (3H, t, J = 7.6 Hz, H2-2'); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 

186.0 (C, C-15), 182.7 (C, C-18), 172.1 (C, 5-OC=O), 167.1 (C, C-24), 155.4 (C, C-17), 143.7 (C, C-7), 

143.0 (C, C-8), 141.8 (C, C-20), 140.0 (CH, C-26), 139.0 (C, C-5), 135.5 (C, C-19), 128.8 (C, C-16), 

126.8 (C, C-25), 124.3 (C, C-10), 122.3 (C, C-6), 117.6 (C, 21-CN), 117.1 (C, C-9), 64.6 (CH2, C-22), 

61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.7 (CH3, 17-OCH3), 59.6 (CH, C-21), 56.4 (CH, C-1), 55.3 (CH, C-3), 54.8 (CH, 

C-13), 54.7 (CH, C-11), 41.4 (CH3, 12-NCH3), 27.7 (CH2, C-4), 27.3 (CH2, C-1'), 21.1 (CH2, C-14), 20.6 

(CH3, C-28), 15.8 (CH3, C-27), 9.9 (CH3, 6-CH3), 9.4 (CH3, C-2'), 8.6 (CH3, 16-CH3); HREIMS m/z 

633.2688 [M]+ (calcd for C34H39N3O9, 633.2686).  
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hydroquinone 5-O-(n-butanoyl) ester analogue of renieramycin 

M, 7f: yield 53%; yellow amorphous powder; 25][ Dα  +233.0 (c 

0.500, CHCl3); ECD Δε nm (c 12.4 µM, MeOH, 27 ºC) 0.0 

(232), −0.5 (234), 0 (238), +2.5 sh (247), +4.0 (267), 0 (293), 

−4.5 (357), 0 (401); IR (KBr) νmax 3435, 2963, 2940, 1757, 

1715, 1653, 1616, 1460, 1304, 1233, 1153 cm−1; 1H- NMR 

(CDCl3, 500 MHz) δ 6.00 (1H, qq, J = 7.3, 1.5 Hz, H-26), 5.79 

(1H, s, 8-OH), 4.49 (1H, br d, J = 11.0 Hz, H-22b), 4.32 (1H, 

ddd, J = 5.0, 3.3, 2.5 Hz, H-1), 4.11 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-21), 4.04 (1H, dd, J = 11.0, 5.0 Hz, H-22a), 

3.96 (1H, overlapped, H-11), 3.96 (3H, s, 17-OCH3), 3.77 (3H, s, 7-OCH3), 3.36 (1H, ddd, J = 7.7, 2.5, 

1.4 Hz, H-13), 3.20 (1H, ddd, J = 12.4, 2.6, 2.3 Hz, H-3), 2.74 (1H, dd, J = 21.0, 7.7 Hz, H-14α), 2.57 

(2H, t, J = 7.5 Hz, H2-1'), 2.54 (1H, dd, J = 15.8, 1.5 Hz, H-4α), 2.28 (1H, d, J = 21.0 Hz, H-14β), 2.27 

(3H, s, 12-NCH3), 2.07 (3H, s, 6-CH3), 1.92 (3H, s, 16-CH3), 1.87 (3H, dq, J = 7.3, 1.6 Hz, H3-27), 1.81 

(2H, sext, J = 7.5 Hz, H2-2'), 1.70 (3H, dq, J = 1.6, 1.5 Hz, H3-28), 1.63 (1H, ddd, J = 15.8, 12.4, 2.5 Hz, 

H-4β), 1.10 (3H, t, J = 7.5 Hz, H3-3'); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 186.1 (C, C-15), 182.7 (C, C-18), 

171.4 (C, 5-OC=O), 167.1 (C, C-24), 155.3 (C, C-17), 143.7 (C, C-7), 143.0 (C, C-8), 141.8 (C, C-20), 

140.0 (CH, C-26), 139.0 (C, C-5), 135.5 (C, C-19), 128.8 (C, C-16), 126.8 (C, C-25), 124.3 (C, C-10), 

122.4 (C, C-6), 117.6 (C, 21-CN), 117.1 (C, C-9), 64.7 (CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.7 (CH3, 17-

OCH3), 59.6 (CH, C-21), 56.4 (CH, C-1), 55.4 (CH, C-3), 54.8 (CH, C-11), 54.7 (CH, C-13), 41.4 (CH3, 

12-NCH3), 35.8 (CH2, C-1'), 27.6 (CH2, C-4), 21.1 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 18.6 (CH2, C-2'), 15.8 

(CH3, C-27), 13.9 (CH3, C-3'), 10.0 (CH3, 6-CH3), 8.6 (CH3, 16-CH3); HREIMS m/z 647.2840 [M]+ 

(calcd for C35H41N3O9, 647.2843). 
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11 

hydroquinone 5-O-(n-pentanoyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7g: yield 74%; yellow amorphous powder; 

25][ Dα  +148.1 (c 0.600, CHCl3); ECD Δε nm (c 12.1 µM,

MeOH, 27 ºC) +31.6 (203), +3.8 sh (227), 0 (234), −0.4 

(236), 0 (241), +0.7 (265), 0 (281), −0.7 (286), −2.2 (359), 0 

(396); IR (KBr) νmax 3426, 2959, 2936, 1757, 1715, 1653, 

1616, 1462, 1306, 1233, 1152, 1109, 1059 cm−1; 1H NMR 

(CDCl3, 500 MHz) δ 6.00 (1H, qq, J = 7.4, 1.6 Hz, H-26),

5.80 (1H, s, 8-OH), 4.49 (1H, br d, J = 11.1 Hz, H-22b), 4.32 (1H, ddd, J = 5.0, 3.2, 2.9 Hz, H-1), 4.11 

(1H, d, J = 2.2 Hz, H-21), 4.04 (1H, dd, J = 11.1, 5.0 Hz, H-22a), 3.96 (1H, overlapped, H-11), 3.96 (3H, 

s, 17-OCH3), 3.77 (3H, s, 7-OCH3), 3.36 (1H, ddd, J = 7.6, 2.2, 1.7 Hz, H-13), 3.20 (1H, ddd, J = 12.4, 

2.9, 2.4 Hz, H-3), 2.74 (1H, dd, J = 21.0, 7.6 Hz, H-14α), 2.59 (2H, t, J = 7.7, 3.7 Hz, H2-1'), 2.53 (1H, m, 

H-4α), 2.28 (1H, d, J = 21.0 Hz, H-14β), 2.27 (3H, s, 12-NCH3), 2.07 (3H, s, 6-CH3), 1.92 (3H, s, 16-

CH3), 1.87 (3H, dq, J = 7.4, 1.5 Hz, H3-27), 1.78 (2H, quint, J = 7.7 Hz, H2-2'), 1.70 (3H, dq, J = 1.6, 1.5 

Hz, H3-28), 1.63 (1H, overlapped, H-4β), 1.50 (2H, sext, J = 7.6 Hz, H2-3'), 1.02 (3H, t, J = 7.5 Hz, H3-

4'); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 186.1 (C, C-15), 182.7 (C, C-18), 171.5 (C, 5-OC=O), 167.1 (C, C-

24), 155.3 (C, C-17), 143.7 (C, C-7), 143.0 (C, C-8), 141.8 (C, C-20), 139.9 (CH, C-26), 139.0 (C, C-5), 

135.5 (C, C-19), 128.8 (C, C-16), 126.8 (C, C-25), 124.3 (C, C-10), 122.4 (C, C-6), 117.6 (C, 21-CN), 

117.1 (C, C-9), 64.7 (CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.6 (CH3, 17-OCH3), 59.6 (CH, C-21), 56.4 (CH, 

C-1), 55.4 (CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.7 (CH, C-11), 41.4 (CH3, 12-NCH3), 33.7 (CH2, C-1'), 27.6 

(CH2, C-4), 27.2 (CH2, C-2'), 21.1 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 22.5 (CH2, C-3'), 15.8 (CH3, C-27), 

13.7 (CH3, C-4'), 10.0 (CH3, 6-CH3), 8.6 (CH3, 16-CH3); HRFABMS m/z 662.3072 [M+H]+ (calcd for 

C36H44N3O9, 662.3078).  
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12 

hydroquinone 5-O-(n-hexanoyl) ester analogue  of renieramycin 

M,  7h: yield 46%; yellow amorphous powder; 25][ Dα  +87.8 (c

0.300, CHCl3); ECD Δε nm (c 8.9 µM, MeOH, 27 ºC) +18.1 

(202), +2.6 sh (227), 0 (234), −0.1 (236), 0 (241), −0.3 (252), 0

(257), +1.0 (274), 0 (288), −1.1 (340), 0 (386); IR (KBr) νmax 

3429, 2934, 2859, 1757, 1717, 1653, 1616, 1460, 1304, 1233, 

1153, 1109, 1059 cm−1; 1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 6.00 

(1H, qq, J = 7.4, 1.7 Hz, H-26), 5.79 (1H, s, 8-OH), 4.49 (1H,

br d, J = 11.1 Hz, H-22b), 4.32 (1H, dd, J = 5.1, 3.2 Hz, H-1), 

4.11 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-21), 4.04 (1H, dd, J = 11.1, 5.1 Hz, H-22a), 3.96 (1H, overlapped, H-11), 3.96 

(3H, s, 17-OCH3), 3.77 (3H, s, 7-OCH3), 3.36 (1H, ddd, J = 7.5, 2.3, 1.4 Hz, H-13), 3.20 (1H, ddd, J = 

12.2, 2.7, 2.3 Hz, H-3), 2.74 (1H, dd, J = 21.0, 7.5 Hz, H-14α), 2.58 (2H, m, H2-1'), 2.52 (1H, br d, J = 

16.1 Hz, H-4α), 2.28 (1H, d, J = 21.0 Hz, H-14β), 2.27 (3H, s, 12-NCH3), 2.07 (3H, s, 6-CH3), 1.92 (3H, 

s, 16-CH3), 1.87 (3H, dq, J = 7.4, 1.4 Hz, H3-27), 1.79 (2H, m, H2-2'), 1.70 (3H, dq, J = 1.7, 1.4 Hz, H3-

28), 1.63 (1H, overlapped, H-4β), 1.44 (4H, m, H2-3' and H2-4'), 0.97 (3H, t, J = 7.2 Hz, H3-5'); 13C NMR 

(CDCl3, 125 MHz) δ 186.1 (C, C-15), 182.7 (C, C-18), 171.5 (C, 5-OC=O), 167.1 (C, C-24), 155.4 (C, C-

17), 143.7 (C, C-7), 143.0 (C, C-8), 141.7 (C, C-20), 140.0 (CH, C-26), 139.0 (C, C-5), 135.5 (C, C-19), 

128.8 (C, C-16), 126.8 (C, C-25), 124.3 (C, C-10), 122.3 (C, C-6), 117.6 (C, 21-CN), 117.1 (C, C-9), 64.7 

(CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.6 (CH3, 17-OCH3), 59.6 (CH, C-21), 56.4 (CH, C-1), 55.4 (CH, C-

3), 54.8 (CH, C-11), 54.7 (CH, C-13), 41.4 (CH3, 12-NCH3), 33.9 (CH2, C-1'), 31.5 (CH2, C-3'), 27.6 

(CH2, C-4), 24.8 (CH2, C-2'), 22.3 (CH2, C-4'), 21.1 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 15.8 (CH3, C-27), 

13.9 (CH3, C-5'), 10.0 (CH3, 6-CH3), 8.6 (CH3, 16-CH3); HRFABMS m/z 676.3240 [M+H]+ (calcd for 

C37H46N3O9, 676.3234).  
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13 

hydroquinone 5-O-(4-bromobenzoyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7i: yield 58%; yellow amorphous solid; 

25][ Dα  +7.5 (c 0.007, CHCl3); ECD Δε nm (c 5.3 µM, MeOH, 

25 ºC) +1.1 (425), 0.0 (401), −1.6 (380), −2.5 (357), −1.1 

(321), +0.6 (292), +5.4 (273), +9.9 (253), +6.0 (239), +0.3 

(226), −6.7 (211); IR (KBr) νmax 3433, 2957, 2918, 2849, 

1736, 1717, 1653, 1462, 1304, 1260, 1234, 1152, 1070, 1011, 

845, 800, 955 cm−1; 1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 8.02 (2H, 

d, J = 8.6 Hz, H-2′ and H-6′), 7.70 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-3′ 

and H-5′), 6.01 (1H, qq, J = 7.4, 1.4 Hz, H-26), 5.89 (1H, s, OH-8), 4.54 (1H, dd, J = 11.8, 2.9 Hz, H-

22b), 4.35 (1H, br t, J = 4.6 Hz, H-1), 4.13 (1H, d, J = 2.6 Hz, H-21), 4.08 (1H, dd, J = 11.8, 4.6 Hz, H-

22a), 3.92 (1H, br d, J = 2.0 Hz, H-11), 3.80 (3H, s, 17-OCH3), 3.80 (3H, s, 7-OCH3), 3.36 (1H, dt, J = 

7.5, 2.6 Hz, H-13), 3.22 (1H, br d, J = 12.0 Hz, H-3), 2.73 (1H, dd, J = 20.9, 7.5 Hz, H-14α), 2.56 (1H, 

dd, J = 15.5, 2.0 Hz, H-4α), 2.28 (1H, d, J = 20.9 Hz, H-14β), 2.23 (3H, s, 12-NCH3), 2.12 (3H, s, 6-

CH3), 1.89 (3H, dq, J = 7.4, 1.5 Hz, H3-27), 1.88 (3H, s, 16-CH3), 1.71 (3H, dq, J = 1.5, 1.4 Hz, H3-28), 

1.69 (1H, overlapped, H-4β); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 185.9 (C, C-15), 182.6 (C, C-18), 171.2 (C, 

5-OC=O), 167.1 (C, C-24), 163.7 (C, C-1′), 155.3 (C, C-17), 143.8 (C, C-7), 143.2 (C, C-8), 141.5 (C, C-

20), 140.1 (CH, C-26), 139.0 (C, C-5), 135.5 (C, C-19), 132.1 (CH, C-3′ and C-5′), 131.4 (CH, C-2′and 

C-6′), 129.1 (C, C-16), 127.7 (C, C-4′), 126.7 (C, C-25), 124.4 (C, C-10), 122.5 (C, C-6), 117.5 (C, 21-

CN), 117.3 (C, C-9), 64.5 (CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.4 (CH3, 17-OCH3), 59.4 (CH, C-21), 56.5 

(CH, C-1), 55.1 (CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.5 (CH, C-11), 41.4 (CH3, 12-NCH3), 27.8 (CH2, C-4), 

21.1 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 15.8 (CH3, C-27), 10.1 (CH3, 6-CH3), 8.5 (CH3, 16-CH3); 

HRFABMS m/z  760.1876 [M+H]+ (calcd for C38H39BrN3O9, 760.1870).  
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14 

hydroquinone 5-O-(4-phenylbenzoyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7j: yield 39%; yellow amorphous solid; 

25][ Dα  +67.2 (c 0.004, CHCl3); ECD Δε nm (c 6.0 µM,

MeOH, 25 ºC) +6.5 (429), +4.2 (409), 0.0 (384), −2.5 (367), 

−3.0 (352), −2.3 (334), +0.3 (310), +8.5 (294), +17.9 (279), 

+12.2 (269), +5.0 (259), −0.7 (237); IR (KBr) νmax 3374,

2957, 2918, 2851, 1734, 1717, 1653, 1609, 1558, 1462, 

1310, 1260, 1234, 1152, 1078, 800, 748, 698 cm−1; 1H NMR 

(CDCl3, 500 MHz) δ 8.15 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-2′ and H-

12′), 7.70 (2H, d, J = 8.6 Hz, H-3′ and H-11′), 7.61 (2H, dd, J 

= 8.6, 1.4 Hz, H-6′ and H-10′), 7.45 (2H, t, J = 7.5 Hz, H-7′ and H-9′), 7.37 (H, dt, J = 7.5, 1.2 Hz, H-8′), 

5.94 (1H, qq, J = 7.5, 1.4 Hz, H-26), 5.76 (1H, s, OH-8), 4.52 (1H, br d, J = 11.5 Hz, H-22b), 4.29 (1H, br 

t, J = 4.9 Hz, H-1), 4.08 (1H, br d, J = 2.0 Hz, H-21), 4.07 (1H, dd, J = 11.5, 4.9 Hz, H-22a), 3.89 (1H, br 

s, H-11), 3.74 (3H, s, 17-OCH3), 3.74 (3H, s, 7-OCH3), 3.30 (1H, dt, J = 7.5, 2.0 Hz, H-13), 3.17 (1H, d, J 

= 12.5 Hz, H-3), 2.67 (1H, dd, J = 20.9, 7.5 Hz, H-14α), 2.56 (1H, dd, J = 15.2, 1.8 Hz, H-4α), 2.22 (1H, 

d, J = 20.9 Hz, H-14β), 2.17 (3H, s, 12-NCH3), 2.08 (3H, s, 6-CH3), 1.83 (3H, dq, J = 7.5, 1.5 Hz, H3-27), 

1.81 (3H, s, 16-CH3), 1.66 (3H, dq, J = 1.5, 1.4 Hz, H3-28), 1.64 (1H, overlapped, H-4β); 13C NMR 

(CDCl3, 125 MHz) δ 185.9 (C, C-15), 182.5 (C, C-18), 167.1 (C, C-24), 164.3 (C, 5-OC=O), 155.4 (C, C-

17), 146.6 (C, C-4′), 143.8 (C, C-7), 143.1 (C, C-8), 141.4 (C, C-20), 140.1 (CH, C-26), 139.8 (C, C-5′), 

139.2 (C, C-5), 135.6 (C, C-19), 130.5 (CH, C-2′and C-12′), 129.0 (CH, C-7′ and C-9′), 128.4 (CH, C-8′), 

127.5 (C, C-16), 127.4 (CH, C-3′ and C-11′), 127.3 (CH, C-6′ and C-10′), 127.3 (C, C-1′), 126.8 (C, C-

25), 124.5 (C, C-10), 122.7 (C, C-6), 117.6 (C, 21-CN), 117.2 (C, C-9), 64.2 (CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-

OCH3), 60.4 (CH3, 17-OCH3), 59.4 (CH, C-21), 56.5 (CH, C-1), 55.2 (CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.5 

(CH, C-11), 41.4 (CH3, 12-NCH3), 27.9 (CH2, C-4), 21.0 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 15.9 (CH3, C-

27), 10.1 (CH3, CH3-6), 8.5 (CH3, CH3-16); HRFABMS m/z  758.3075 [M+H]+ (calcd for C44H44N3O9, 

758.3078). 
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hydroquinone 5-O-(2-pyridinecarbonyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7k: yield 48%; yellow amorphous solid; 

25][ Dα  +33.8 (c 0.001, CHCl3); ECD Δε nm (c 2.9 µM, MeOH, 

25 ºC) +1.5 (425), +0.5 (400), −0.7 (380), −1.6 (357), −0.9 

(325), −0.6 (311), −0.4 (299), 0.0 (290), +2.9 (277), +6.3 (255), 

+3.9 (239); IR (KBr) νmax 3429, 2957, 2918, 2849, 1736, 1717, 

1653, 1464, 1261, 1234, 1152, 1117, 1078, 802 cm−1; 1H NMR 

(CDCl3, 500 MHz) δ 8.88 (1H, d, J = 4.9 Hz, H-6′), 8.24 (1H,

d, J = 7.8 Hz, H-3′), 7.97  (1H, td, J = 7.8, 1.2 Hz, H-4′), 7.61 (1H, ddd, J = 6.0, 4.9, 1.2 Hz, H-5′), 6.00 

(1H, qq, J = 7.5, 1.5 Hz, H-26), 5.84 (1H, s, OH-8), 4.59 (1H, br d, J = 11.8 Hz, H-22b), 4.35 (1H, br t, J 

= 3.7 Hz, H-1), 4.13 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-21), 4.10 (1H, dd, J = 11.8, 3.7 Hz, H-22a), 3.93 (1H, br d, J = 

3.4 Hz, H-11), 3.81 (3H, s, 17-OCH3), 3.81 (3H, s, 7-OCH3), 3.36 (1H, ddd, J = 7.7, 2.5, 1.7 Hz, H-13), 

3.22 (1H, dd, J = 12.9, 3.4 Hz, H-3), 2.73 (1H, dd, J = 21.2, 7.7 Hz, H-14α), 2.63 (1H, d, J = 15.8 Hz, H-

4α), 2.29 (1H, dd, J = 21.2, 7.7 Hz, H-14β), 2.23 (3H, s, 12-NCH3), 2.16 (3H, s, 6-CH3), 1.90 (3H, dq, J = 

7.5, 1.6 Hz, H3-27), 1.88 (3H, s, 16-CH3), 1.71 (3H, dq, J  = 1.6, 1.5 Hz, H3-28), 1.68 (1H, overlapped, H-

4β); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 186.0 (C, C-15), 182.6 (C, C-18), 167.1 (C, C-24), 164.8 (C, 5-

OC=O), 155.4 (C, C-17), 150.3 (CH, C-6′), 146.9 (C, C-2′), 143.8 (C, C-7), 143.3 (C, C-8), 141.5 (C, C-

20), 140.2 (CH, C-26), 139.2 (C, C-5), 137.2 (CH, C-4′), 135.6 (C, C-19), 128.6 (C, C-16), 127.6 (CH, C-

5′), 126.7 (C, C-25), 125.6 (CH, C-3′), 124.2 (C, C-10), 122.5 (C, C-6), 117.6 (C, 21-CN), 117.3 (C, C-9), 

63.9 (CH2, C-22), 61.3 (CH3, 7-OCH3), 60.5 (CH3, 17-OCH3), 59.3 (CH, C-21), 56.6 (CH, C-1), 55.1 

(CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.5 (CH, C-11), 41.4 (CH3, 12-NCH3), 27.8 (CH2, C-4), 21.0 (CH2, C-14), 

20.7 (CH3, C-28), 15.9 (CH3, C-27), 10.2 (CH3, 6-CH3), 8.5 (CH3, 16-CH3); HREIMS m/z 682.2641 [M]+ 

(calcd for C37H38N4O9, 682.2639). 
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hydroquinone 5-O-(3-pyridinecarbonyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7l: yield 47%; yellow amorphous solid; 25][ Dα

+4.0 (c 0.003, CHCl3); ECD Δε nm (c 2.1 µM, MeOH, 25 ºC) 

+1.7 (421), 0.0 (388), −9.5 (373), −1.4 (352), −1.1 (337), −0.7 

(322), −0.5 sh (307), 0.0 (290), +2.3 (275), +3.5 (257), +2.5 

(247), +1.6 (235); IR (KBr) νmax 3422, 2957, 2918, 2849, 1742, 

1717, 1653, 1464, 1262, 1234, 1152, 1111, 1078, 1022, 800 

cm−1; 1H NMR (CDCl3, 500 MHz) δ 9.28 (1H, s, H-2′), 8.85 

(1H, dd, J = 4.9, 1.7 Hz, H-6′), 8.37 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-4′), 7.47 (1H, dd, J = 8.0, 4.9 Hz, H-5′), 5.95 

(1H, qq, J = 7.5, 1.2 Hz, H-26), 5.84 (1H, s, OH-8), 4.47 (1H, dd, J = 11.8, 2.9 Hz, H-22b), 4.29 (1H, br t, 

J = 4.3 Hz, H-1), 4.06 (1H, d, J = 2.6 Hz, H-21), 4.02 (1H, dd, J = 11.8, 4.3 Hz,  H-22a), 3.85 (1H, br d, J 

= 2.0 Hz, H-11), 3.74 (3H, s, 17-OCH3), 3.74 (3H, s, 7-OCH3), 3.29 (1H, dt, J = 7.5, 2.6 Hz, H-13), 3.16 

(1H, d, J = 12.0 Hz, H-3), 2.66 (1H, dd, J = 20.9, 7.5 Hz, H-14α), 2.47 (1H, dd, J = 15.5, 2.0 Hz, H-4α), 

2.20 (1H, d, J = 20.9 Hz, H-14β), 2.17 (3H, s, 12-NCH3), 2.07 (3H, s, CH3-6), 1.83 (3H, dq, J = 7.5, 1.4 

Hz, H3-27), 1.82 (3H, s, CH3-16), 1.65 (3H, dq, J = 1.4, 1.2 Hz, H3-28), 1.60 (1H, overlapped, H-4β); 13C 

NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 186.0 (C, C-15), 182.6 (C, C-18), 167.1 (C, C-24), 163.1 (C, 5-OC=O), 155.3 

(C, C-17), 154.1 (CH, C-6′), 151.2 (CH, C-2′), 143.9 (C, C-7), 143.4 (C, C-8), 141.6 (C, C-20), 140.2 

(CH, C-26), 138.8 (C, C-5), 137.5 (CH, C-4′), 135.4 (C, C-19), 128.6 (C, C-16), 126.7 (C, C-25), 124.7 

(C, C-3′), 124.4 (C, C-10), 123.7 (CH, C-5′), 122.5 (C, C-6), 117.5 (C, 21-CN), 117.3 (C, C-9), 64.2 

(CH2, C-22), 61.3 (CH3, 7-OCH3), 61.3 (CH3, 17-OCH3), 59.4 (CH, C-21), 56.5 (CH, C-1), 55.2 (CH, C-

3), 54.8 (CH, C-13), 54.6 (CH, C-11), 41.4 (CH3, 12-NCH3), 27.9 (CH2, C-4), 21.1 (CH2, C-14), 20.6 

(CH3, C-28), 15.8 (CH3, C-27), 10.1 (CH3, 6-CH3), 8.6 (CH3, 16-CH3); HRFABMS m/z 683.2723 [M+H]+ 

(calcd for C37H39N4O9, 683.2717). 
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hydroquinone 5-O-(4-pyridinecarbonyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7m: yield 51%; yellow amorphous solid; 

25][ Dα  +92.1 (c 0.004, CHCl3); ECD Δε nm (c 4.4 µM, MeOH, 

25 ºC) +1.0 (428), 0.0 (399), −0.9 (383), −1.7 (364), −1.0 

(331), −0.4 (306), −0.3 (293), 0.0 (288), +1.6 (277), +3.2 

(261), +1.0 (239); IR (KBr) νmax 3435, 2918, 2849, 1748, 

1715, 1653, 1616, 1462, 1252, 1234, 1152, 1113, 1061 cm−1; 

1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 8.92 (2H, dd, J = 4.5, 2.0 Hz,

H-2′ and H-6′), 7.98 (2H, dd,  J = 4.5, 1.2 Hz, H-3′ and H-5′), 6.01 (1H, qq, J = 7.2, 1.2 Hz, H-26), 5.95 

(1H, s, OH-8), 4.55 (1H, br d, J = 11.2 Hz, H-22b), 4.36 (1H, br t, J = 5.2 Hz, H-1), 4.13 (1H, d, J = 2.0 

Hz, H-21), 4.09 (1H, dd, J = 11.2, 5.2 Hz, H-22a), 3.91 (1H, br d, J = 2.4 Hz, H-11), 3.81 (3H, s, 17-

OCH3), 3.74 (3H, br s, 7-OCH3), 3.36 (1H, dt, J = 8.0, 2.0 Hz, H-13), 3.23 (1H, dt, J = 12.4, 2.0 Hz, H-3), 

2.73 (1H, dd, J = 21.2, 8.0 Hz, H-14α), 2.55 (1H, dd, J = 15.2, 2.4 Hz, H-4α), 2.28 (1H, d, J = 21.2 Hz, 

H-14β), 2.24 (3H, s, 12-NCH3), 2.14 (3H, s, 6-CH3), 1.89 (3H, dq, J = 7.2, 1.4 Hz, H3-27), 1.88 (3H, s, 

16-CH3), 1.71 (3H, dq, J = 1.4, 1.2 Hz, H3-28), 1.65 (1H, overlapped, H-4β); 13C NMR (CDCl3, 100 

MHz) δ 186.0 (C, C-15), 182.7 (C, C-18), 167.1 (C, C-24), 163.1 (C, 5-OC=O), 155.3 (C, C-17), 151.0 

(CH, C-2′ and C-6′), 143.9 (C, C-7), 143.6 (C, C-8), 141.7 (C, C-20), 140.2 (CH, C-26), 138.8 (C, C-5), 

136.2 (C, C-4′), 135.4 (C, C-19), 128.7 (C, C-16), 126.7 (C, C-25), 124.3 (C, C-10), 123.0 (CH, C-3′and 

C-5′), 122.4 (C, C-6), 117.5 (C, 21-CN), 117.5 (C, C-9), 64.4 (CH2, C-22), 61.3 (CH3, 7-OCH3), 60.4 

(CH3, 17-OCH3), 59.5 (CH, C-21), 56.5 (CH, C-1), 55.2 (CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.6 (CH, C-11), 

41.5 (CH3, 12-NCH3), 27.9 (CH2, C-4), 21.1 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 15.9 (CH3, C-27), 10.1 (CH3, 

6-CH3), 8.6 (CH3, 16-CH3); HREIMS m/z 682.2632 [M]+ (calcd for C37H38N4O9, 682.2639). 
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hydroquinone 5-O-(3-quinolinecarbonyl) ester  analogue of 

renieramycin M, 7n: yield 39%; yellow amorphous powder; 

25][ Dα  +64.9 (c 0.001, CHCl3); ECD Δε nm (c 9.6 µM, 

MeOH, 25 ºC) +0.4 (425), +0.2 (400), 0.0 (384), −0.3 (356), 

−0.2 (337), 0.0 sh (314), 0.0 sh (289), +0.4 (278), +0.9 

(269), +1.1 (259), +1.4 (247), +1.1 (241), +0.7 (236), 0.0 

(226); IR (KBr) νmax 3435, 2955, 2918, 2851, 1740, 1717,

1653, 1620, 1462, 1375, 1306, 1287, 1261, 1234, 1151, 

1090, 1111, 791, 778 cm−1; 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ

9.52 (1H, s, H-2′), 9.03 (1H, s, H-4′), 8.25 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-8′), 8.05 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-5′), 7.93 

(1H, t, J = 8.1 Hz, H-7′), 7.71 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-6′), 6.03 (1H, qq, J = 7.0, 1.2 Hz, H-26), 5.85 (1H, s, 

OH-8), 4.57 (1H, d, J = 10.5 Hz, H-22b), 4.37 (1H, br d, J = 4.2 Hz, H-1), 4.14 (1H, br s, H-21), 4.09 

(1H, dd, J = 10.5, 4.2 Hz, H-22a), 3.91 (1H, br s, H-11), 3.83 (3H, s, 17-OCH3), 3. 83 (3H, s, 7-OCH3), 

3.36 (1H, d, J = 7.2 Hz, H-13), 3.25 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-3), 2.73 (1H, dd, J = 20.7, 7.2 Hz, H-14α), 

2.63 (1H, d, J = 14.1 Hz, H-4α), 2.28 (1H, d, J = 20.7 Hz, H-14β), 2.22 (3H, s, 12-NCH3), 2.18 (3H, s, 6-

CH3), 1.92 (3H, qq, J = 7.2, 1.4 Hz, H3-27), 1.88 (3H, s, 16-CH3), 1.74 (3H, dq, J = 1.4, 1.2 Hz, H3-28), 

1.65 (1H, overlapped, H-4β); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 186.0 (C, C-15), 182.6 (C, C-18), 167.1 (C, 

C-24), 162.5 (C, 5-OC=O), 155.8 (C, C-17), 147.8 (CH, C-2′), 144.0 (C, C-7), 143.7 (C, C-8), 142.0 (C, 

C-9′), 141.3 (C, C-10′), 140.5 (C, C-20), 140.2 (CH, C-26), 138.7 (CH, C-4′), 137.9 (C, C-5), 135.7 (C, 

C-19), 134.2 (CH, C-7′), 129.5 (CH, C-5′ and C-8′), 128.6 (C, C-16), 127.5 (CH, C-6′), 126.7 (C, C-25), 

124.6 (C, C-10), 122.2 (C, C-6), 122.3 (C, C-3′), 117.6 (C, 21-CN), 117.4 (C, C-9), 64.5 (CH2, C-22), 

61.3 (CH3, 7-OCH3), 60.9 (CH3, 17-OCH3), 58.5 (CH, C-21), 56.5 (CH, C-1), 54.8 (CH, C-3), 54.6 (CH, 

C-13), 54.2 (CH, C-11), 41.5 (CH3, 12-NCH3), 27.9 (CH2, C-4), 21.0 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 15.8 

(CH3, C-27), 10.2 (CH3, 6-CH3), 8.5 (CH3, 16-CH3); HRFABMS m/z 733.2872 [M+H]+ (calcd for 

C41H41N4O9, 733.2874). 
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hydroquinone 5-O-(6-quinolinecarbonyl) ester analogue  of 

renieramycin M,  7o: yield 40%; yellow amorphous powder; 

25][ Dα   +10.6 (c 0.006, CHCl3); ECD Δε nm (c 9.6 µM,

MeOH, 25 ºC) +0.4 (425), 0.0 (394), −0.3 (375), −0.5 (355), 

−0.2 (325), −0.1 sh (312), 0.0 (292), +0.9 (279), +1.9 (267), 

+2.5 (255), +2.8 (247), +1.5 (234), 0.0 (223); IR (KBr) νmax 

3420, 2957, 2918, 2849, 1738, 1717, 1653, 1616, 1462, 

1263, 1232, 1177, 1152, 1090, 802 cm−1; 1H NMR (CDCl3, 

500 MHz) δ 9.09 (1H, dd, J = 4.3, 1.7 Hz, H-2′), 8.77 (1H, 

br d, J = 1.5 Hz, H-5′), 8.38 (1H, overlapped, H-4′), 8.38 (1H, dd, J = 8.9, 1.5 Hz, H-7′), 8.25 (1H, d, J = 

8.9 Hz, H-8′), 7.57 (1H, dd, J = 8.3, 4.3 Hz, H-3′), 6.04 (1H, qq, J = 7.2, 1.2 Hz, H-26), 5.87 (1H, s, OH-

8), 4.59 (1H, br d, J = 11.2 Hz, H-22b), 4.37 (1H, t, J = 4.8 Hz, H-1), 4.14 (1H, br d, J = 2.3 Hz, H-21), 

4.10 (1H, dd, J = 11.2, 4.8 Hz, H-22a), 3.92 (1H, br s, H-11), 3.82 (3H, s, 17-OCH3), 3.82 (3H, s, 7-

OCH3), 3.36 (1H, dt, J = 7.5, 2.3 Hz, H-13), 3.24 (1H, br d, J = 12.3 Hz, H-3), 2.72 (1H, dd, J = 20.9, 7.5 

Hz, H-14α), 2.64 (1H, dd, J = 15.5, 2.3 Hz, H-4α), 2.28 (1H, d, J = 20.9 Hz, H-14β), 2.22 (3H, s, 12-

NCH3), 2.17 (3H, s, 6-CH3), 1.90 (3H, dq, J = 7.2, 1.4 Hz, H3-27), 1.87 (3H, s, 16-CH3), 1.74 (3H, dq, J = 

1.4, 1.2 Hz, H3-28), 1.66 (1H, overlapped, H-4β); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 186.0 (C, C-15), 182.6 

(C, C-18), 167.1 (C, C-24), 164.0 (C, 5-OC=O), 155.3 (C, C-17), 153.0 (CH, C-2′), 150.4 (C, C-9′), 143.9 

(C, C-7), 143.3 (C, C-8), 141.4 (C, C-20), 140.2 (CH, C-26), 139.2 (C, C-5), 137.5 (CH, C-7′), 135.5 (C, 

C-19), 131.7 (CH, C-5'), 131.7 (C, C-6′), 130.3 (CH, C-8′), 129.0 (CH, C-4′), 127.6 (C, C-16), 126.7 (C, 

C-10′), 126.7 (C, C-25), 124.6 (C, C-10), 122.8 (C, C-6), 122.2 (CH, C-3′), 117.6 (C, CN), 117.3 (C, C-

9), 64.5 (CH2, C-22), 61.3 (CH3, 7-OCH3), 61.3 (CH3, 17-OCH3), 59.5 (CH, C-21), 56.5 (CH, C-1), 55.2 

(CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.5 (CH, C-11), 41.4 (CH3, 12-NCH3), 27.9 (CH2, C-4), 21.0 (CH2, C-14), 

20.6 (CH3, C-28), 15.9 (CH3, C-27), 10.2 (CH3, 6-CH3), 8.5 (CH3, 16-CH3); HRFABMS m/z 733.2879 

[M+H]+ (calcd for C41H41N4O9, 733.2874). 
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hydroquinone 5-O-(cinnamoyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7p: yield 43%; yellow amorphous solid; 

25][ Dα  +30.7 (c 0.001, CHCl3); ECD Δε nm (c 9.9 µM,

MeOH, 25 ºC) +0.5 (417), −0.2 (392), −1.1 (355), −0.5 

(325), +1.1 (302), +2.8 (278), +2.0 (260), +1.4 (248), +0.4 

(238), −0.8 (225); IR (KBr) νmax 3435, 2957, 2918, 2849, 

1717, 1653, 1616, 1462, 1308, 1261, 1234, 1150, 1057, 802, 

768 cm−1; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 7.81 (1H, d, J = 

16.0 Hz, CH=CHβ), 7.62 (2H, m, H-3′and H-5′), 7.46 (3H, 

m, H-2′, H-6′, and H-4′), 6.67 (1H, d, J = 16.0 Hz, CHα=CH), 6.01 (1H, qq, J = 7.4, 1.2 Hz, H-26), 5.79 

(1H, s, OH-8), 4.54 (1H, d, J = 11.2 Hz, H-22b), 4.34 (1H, br t, J = 4.0 Hz, H-1), 4.13 (1H, d, J = 2.0 Hz, 

H-21), 4.07 (1H, dd, J = 11.2, 4.0 Hz, H-22a), 3.99 (1H, br d, J = 3.6 Hz, H-11), 3.85 (3H, s, 17-OCH3), 

3.80 (3H, s, 7-OCH3), 3.36 (1H, dt, J = 7.2, 2.0 Hz, H-13), 3.22 (1H, d, J = 12.0 Hz, H-3), 2.74 (1H, dd, J 

= 20.8, 7.2 Hz, H-14α), 2.60 (1H, dd, J = 14.0, 2.0 Hz, H-4α), 2.29 (1H, d, J = 20.8 Hz, H-14β), 2.25 (3H, 

s, 12-NCH3), 2.12 (3H, s, 6-CH3), 1.89 (3H, dq, J = 7.2, 1.4 Hz, H3-27), 1.90 (3H, s, 16-CH3), 1.72 (3H, 

dq, J = 1.4, 1.2 Hz, H3-28), 1.66 (1H, overlapped, H-4β); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 186.0 (C, C-15), 

182.6 (C, C-18), 167.1 (C, C-24), 164.7 (C, 5-OC=O), 155.5 (C, C-17), 146.8 (CH, CH=CHβ), 143.8 (C, 

C-7), 143.1 (C, C-8), 141.5 (C, C-20), 140.0 (CH, C-26), 139.1 (C, C-5), 135.7 (C, C-19), 134.1 (C, C-

1′), 131.0 (CH, C-4′), 129.1 (CH, C-2′ and C-6′), 128.8 (C, C-16), 128.4 (CH, C-3′ and C-5′), 126.8 (C, 

C-25), 124.5 (C, C-10), 122.6 (C, C-6), 117.6 (C, 21-CN), 117.2 (C, C-9), 116.4 (CH, CHα=CH), 64.5 

(CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.6 (CH3, 17-OCH3), 59.5 (CH, C-21), 56.5 (CH, C-1), 55.3 (CH, C-

3), 54.9 (CH, C-13), 54.6 (CH, C-11), 41.5 (CH3, 12-NCH3), 27.8 (CH2, C-4), 21.1 (CH2, C-14), 20.6 

(CH3, C-28), 15.9 (CH3, C-27), 10.1 (CH3, 6-CH3), 8.6 (CH3, 16-CH3); HRFABMS m/z 708.2930 [M+H]+ 

(calcd for C40H42N3O9, 708.2921). 
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hydroquinone 5-O-(4-fluorocinnamoyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7q: yield 41%; yellow amorphous solid; 25][ Dα

−80.5 (c 0.003, CHCl3); ECD Δε nm (c 1.4 µM, MeOH, 25 ºC) 

−0.1 (404), −8.5 (386), −16.2 (359), −10.4 (336), +0.6 (320), 

+21.6 (306), +40.5 (293), +57.7 (285), +66.5 (277), +52.9 (271), 

+35.3 (266), +28.2 (252), +13.3 (242), −16.2 (228); IR (KBr) νmax 

3433, 2959, 2918, 2851, 1721, 1653, 1601, 1510, 1462, 1310, 

1261, 1233, 1144, 1059, 833, 800 cm−1; 1H NMR (CDCl3, 500 

MHz) δ 7.70 (1H, d, J = 16.0 Hz, CH=CHβ), 7.55 (2H, dd, J = 8.5, 5.5 Hz, H-2′ and H-6′), 7.08 (2H, d, J 

= 8.5 Hz, H-3′ and H-5′), 6.52 (1H, d, J = 16.0 Hz, CHα=CH), 5.94 (1H, qq, J = 7.2, 1.5 Hz, H-26), 5.72 

(1H, s, OH-8), 4.47 (1H, d, J = 11.8, 2.9 Hz, H-22b), 4.27 (1H, br t, J = 4.9 Hz, H-1), 4.06 (1H, d, J = 2.9 

Hz, H-21), 3.99 (1H, dd, J = 11.8, 4.9 Hz, H-22a), 3.91 (1H, br d, J = 3.2 Hz, H-11), 3.78 (3H, s, 17-

OCH3), 3.73 (3H, s, 7-OCH3), 3.29 (1H, dt, J = 7.5, 2.9 Hz, H-13), 3.15 (1H, d, J = 12.1 Hz, H-3), 2.67 

(1H, dd, J = 20.9, 7.5 Hz, H-14α), 2.53 (1H, dd, J = 15.5, 2.3 Hz, H-4α), 2.20 (1H, d, J = 20.9 Hz, H-

14β), 2.19 (3H, s, 12-NCH3), 2.05 (3H, s, 6-CH3), 1.83 (3H, s, 16-CH3), 1.82 (3H, dq, J = 7.2, 1.6 Hz, H3-

27), 1.65 (3H, dq, J = 1.6, 1.5 Hz, H3-28), 1.62 (1H, overlapped, H-4β); 13C NMR (CDCl3, 125 MHz) δ 

186.0 (C, C-15), 182.6 (C, C-18), 167.1 (C, C-24), 165.3 (C, 5-OC=O), 164.5 (C, C-4′), 155.4 (C, C-17), 

145.5 (CH, CH=CHβ), 143.8 (C, C-7), 143.1 (C, C-8), 141.6 (C, C-20), 140.1 (CH, C-26), 139.1 (C, C-5), 

135.6 (C, C-19), 130.3  (C, C-1′), 130.3 (CH, C-2′ and C-6′),  128.7 (C, C-16), 126.8 (C, C-25), 124.4 (C, 

C-10), 122.6 (C, C-6), 117.6 (C, 21-CN), 117.1 (C, C-9), 116.4 (CH, CHα=CH), 116.2 (CH, C-3′ and C-

5′), 64.5 (CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.5 (CH3, 17-OCH3), 59.5 (CH, C-21), 56.5 (CH, C-1), 55.3 

(CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.6 (CH, C-11), 41.4 (CH3, 12-NCH3), 27.7 (CH2, C-4), 21.1 (CH2, C-14), 

20.6 (CH3, C-28), 15.9 (CH3, C-27), 10.1 (CH3, 6-CH3), 8.6 (CH3, 16-CH3); HRFABMS m/z 726.2833 

[M+H]+ (calcd for C40H41FN3O9, 726.2827). 
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hydroquinone 5-O-(3-pyridineacryloyl) ester analogue of 

renieramycin M, 7r: yield 32%; yellow amorphous solid; 25][ Dα

+252.4 (c 0.001, CHCl3); ECD Δε nm (c 7.1 µM, MeOH, 25 ºC) 

+0.6 (425), +0.4 (406), +0.1 (386), −0.1 (367), −0.2 (350), −0.1 

(325), +0.5 (299), +1.5 (278), +1.9 (258), +0.8 (240), −1.0 (225); 

IR (KBr) νmax 3412, 2963, 2918, 2849, 1732, 1653, 1464, 1304,

1261, 1234, 1152, 1094, 1028, 802 cm−1; 1H NMR (CDCl3, 300 

MHz) δ 8.77 (1H, s, H-2′), 8.60 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-6′), 7.91 

(1H, br d, J = 8.4 Hz, H-4′), 7.74 (1H, d, J = 16.2 Hz, CH=CHβ), 7.35 (1H, dd, J = 8.4, 4.8 Hz, H-5′), 

6.68 (1H, dd, J = 16.2, 3.6 Hz, CHα=CH), 5.93 (1H, qq, J = 6.9, 1.5 Hz, H-26), 5.74 (1H, s, OH-8), 4.46 

(1H, d, J = 10.2 Hz, H-22b), 4.26 (1H, br s, H-1), 4.05 (1H, br s, H-21), 3.99 (1H, d, J = 10.2, H-22a), 

3.93 (1H, t, J = 3.9 Hz H-11), 3.78 (3H, s, 17-OCH3), 3.72 (3H, s, 7-OCH3), 3.28 (1H, d, J = 6.0 Hz, H-

13), 3.15 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-3), 2.67 (1H, dd, J = 20.2, 6.0 Hz, H-14α), 2.50 (1H, d, J = 15.3 Hz, H-

4α), 2.28 (1H, d, J = 20.2 Hz, H-14β), 2.17 (3H, s, 12-NCH3), 2.04 (3H, s, 6-CH3), 1.83 (3H, dq, J = 6.9, 

1.6 Hz, H3-27), 1.83 (3H, s, 16-CH3), 1.64 (3H, dq, J = 1.6, 1.5 Hz, H3-28), 1.62 (1H, overlapped, H-4β); 

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 186.1 (C, C-15), 182.7 (C, C-18), 167.1 (C, C-24), 164.2 (C, 5-OC=O), 

155.5 (C, C-17), 151.5 (CH, C-6′), 149.9 (CH, C-2′), 143.8 (C, C-7), 143.2 (C, C-8), 142.8 (CH, 

CH=CHβ), 141.7 (C, C-20), 140.1 (CH, C-26), 138.8 (C, C-5), 135.5 (C, C-19), 134.4 (CH, C-4′),129.9 

(C, C-3′), 128.9 (C, C-16), 126.8 (C, C-25), 124.4 (C, C-10), 123.9 (CH, C-5′), 123.7 (C, C-6), 118.7 

(CH, CHα=CH), 117.5 (C, 21-CN), 117.2 (C, C-9), 64.5 (CH2, C-22), 61.2 (CH3, 7-OCH3), 60.5 (CH3, 17-

OCH3), 59.5 (CH, C-21), 56.5 (CH, C-1), 55.3 (CH, C-3), 54.8 (CH, C-13), 54.7 (CH, C-11), 41.5 (CH3, 

12-NCH3), 27.7 (CH2, C-4), 21.1 (CH2, C-14), 20.6 (CH3, C-28), 15.8 (CH3, C-27), 10.1 (CH3, 6-CH3), 

8.6 (CH3, 16-CH3); HRFABMS m/z 709.2874 [M+H]+ (calcd for C39H41N4O9, 709.2874). 
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Figure S1. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7a in CDCl3 
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 Figure S2. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7a in CDCl3 
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Figure S3. COSY (500 MHz) spectrum of 7a in CDCl3 
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Figure S4. HMQC (500 MHz) spectrum of 7a in CDCl3 
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Figure S5. HMBC (500 MHz) spectrum of 7a in CDCl3
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Figure S6. NOESY (500 MHz) spectrum of 7a in CDCl3 
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Figure S7. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7b in CDCl3 
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Figure S8. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7b in CDCl3 
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Figure S9. 1H NMR (400 MHz) spectrum of 7c in CDCl3 
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Figure S10. 13C NMR (100 MHz) spectrum of 7c in CDCl3 
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Figure S11. 1H NMR (400 MHz) spectrum of 7d in CDCl3 
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Figure S12. 13C NMR (100 MHz) spectrum of 7d in CDCl3 
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Figure S13. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7e in CDCl3 
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Figure S14. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7e in CDCl3 
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Figure S15. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7f in CDCl3 
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Figure S16. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7f in CDCl3 
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Figure S17. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7g in CDCl3
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Figure S18. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7g in CDCl3
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Figure S19. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7h in CDCl3
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Figure S20. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7h in CDCl3
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Figure S21. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7i in CDCl3 
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Figure S22. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7i in CDCl3 
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Figure S23. COSY (500 MHz) spectrum of 7i in CDCl3
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Figure S24. HMQC (500 MHz) spectrum of 7i in CDCl3
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Figure S25. HMBC (500MHz) spectrum of 7i in CDCl3
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Figure S26. NOESY (500 MHz) spectrum of 7i in CDCl3 
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Figure S27. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7j in CDCl3 
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Figure S28. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7j in CDCl3 
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Figure S29. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7k in CDCl3 
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Figure S30. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7k in CDCl3 
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Figure S31. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7l in CDCl3  
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Figure S32. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7l in CDCl3  
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Figure S33. 1H NMR (400 MHz) spectrum of 7m in CDCl3 
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Figure S34. 13C NMR (100 MHz) spectrum of 7m in CDCl3
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Figure S35. 1H NMR (300 MHz) spectrum of 7n in CDCl3 

N
N

O

OH

Me

MeO

O

O

CN

H

O

O
Me

MeO
Me

5

1
21

Me

Me

O

1'

3'
18 15

14

22

4

11

28

27
25

N5'

7'

9'

10'

7n

8



58 
 

 

Figure S36. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7n in CDCl3 
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Figure S37. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7o in CDCl3 
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Figure S38. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7o in CDCl3 
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Figure S39. 1H NMR (400 MHz) spectrum of 7p in CDCl3 
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Figure S40. 13C NMR (100 MHz) spectrum of 7p in CDCl3 
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Figure S41. 1H NMR (500 MHz) spectrum of 7q in CDCl3 

N
N

O

OH

Me

MeO

O

O

CN

H

O

O
Me

MeO
Me

5

1
21

Me

Me

O

1'

18 15

14

22

4

11

28

27
25

2'

3'
4'

5'

6'

F

7q

β
α

8



64 
 

 

Figure S42. 13C NMR (125 MHz) spectrum of 7q in CDCl3 
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Figure S43. COSY (500 MHz) spectrum of 7q in CDCl3 
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Figure S44. HMQC (500 MHz) spectrum of 7q in CDCl3 
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Figure S45. HMBC (500 MHz) spectrum of 7q in CDCl3 
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Figure S46. NOESY (500 MHz) spectrum of 7q in CDCl3 
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Figure S47. 1H NMR (300 MHz) spectrum of 7r in CDCl3 
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Figure S48. 13C NMR (100 MHz) spectrum of 7r in CDCl3 
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