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1. Az értekezés el6zményei és célkitilizései

A ciklikus acetalok parcialis hidrogenolizise nagy jelentdséggel bir a
szénhidratkémiaban, ugyanis lehetévé teszi poliol rendszerek szelektiv védelmét. A
legelso és legismertebb példa a 4,6-O-benzilidén acetaloké, melyek egy elektrofilbol
és egy hidrid donorbdl allo reagenssel szelektiven nyithatok 4-O- ill. 6-O-benzil
étereket eredményez$ reakciokban. Kevés olyan cikk jelent meg mindeddig
azonban, mely a ciklikus acetalokon végzett parcialis hidrogenolizis kinetikajaval
foglalkozna, vagy az adott reakciokat elméleti szamitasokkal kisérelné meg leirni, s
a meglévé cikkek is nagyrészt a benzilidén-acetdlok boranos gytriinyitasara
korlatozodnak.

A 2,3-O-difenilmetilén-acetalok parcialis hidrogenolizisét Hajko és
munkatarsai LAH és AICl; 1 : 1 aranyu elegyével (vagyis kloralannal) hajtottak
végre éter/diklormetan 1 : 1 oldoszerben. Mig a 4-dezoxi és a 4-O-szubsztitualt
szarmazékokbdl 2-O- és 3-O-difenilmetil éterek is képzodnek, s az egyes reakciok
fotermékét utobbiak képezik, addig a szabad 4-es OH-val rendelkezé szarmazék
esetén kizarolag 2-O-difenilmetil éter keletkezik. Ez utobbi esetet magyarazando,
sziiletett ugyan egy mechanizmusvazlat, azonban ez nem adta meg az egyes elemi
Iépések sorrendjét, s minthogy a tobbi esetre nem volt Kkiterjeszthetd, azok
regioszelektivitasdt a szerzOk a 2-es és 3-as oxigén elektronsiirisége alapjan
igyekeztek értelmezni.

Elméleti szamitasokon és kinetikai méréseken alapuld vizsgalatokat
végezve szerettiink volna a 4-es helyzetben szabad OH-t tartalmazo szarmazék
reakciojara egy, a korabbiaknal pontosabb mechanizmust megadni, illetve vizsgalni
kivantuk, valoban magyarazhato-e foként elektronsiiriiségi alapon a kiilonbdzo

szarmazékoknal tapasztalt eltérd szelektivitas.

Az Ellervik altal a kozelmultban védécsoportként alkalmazott 9-
antraldehid-acetal a benzilidén- és a difenilmetilén-acetalhoz hasonldan szintén
szelektiven nyithatd, benzilidén acetalok melldl pedig szelektiven eltavolithato. Jol
kristalyosodo hajlama és erés UV-elnyelése okot adhat a véddcsoport szélesebb kori

hasznalatara.



Az 1930-as évek ota koztudott, hogy a 4,6-O-benzilidén-acetdlok
katalitikus hidrogénezés révén 4,6-diolokkd redukalhatok. Azonban 4,6-O-(9°-
antracenil)metilén-acetallal védett gliikoz szarmazékokat katalitikus
hidrogénezésnek alavetve meglepd modon nem a megfeleld diolok, hanem
dihidroantracenil szarmazékok keletkeztek, melyek hidrogén atmoszféraban és Pd
katalizator jelenlétében is igen stabilnak mutatkoztak.

A reakcioban keletkezd metil-4,6-0-(9°,10°-dihidro-9’-antracenil)metilén-
2,3-di-O-metil-a-D-gliikopiranozid szerkezetét nem csak NMR spektroszkopiaval és
rontgenkrisztallografiaval, hanem magas hOmérsékletli dinamikaval és DFT
optimalasokkal is vizsgaltuk annak érdekében, hogy megismerjiik az j véddcsoport

alacsony energiji konformacioit, és magyarazatot kapjunk a szokatlan stabilitasra.

A perikozinok az Aplysia kurodai bélrendszerében é16 Periconia byssoides
nevii gomba altal termelt antibiotikumok, melyek az elvégzett biologiai vizsgalatok
alapjan in vitro tumorellenes, a perikozin A pedig in vivo tumorellenes hatést is
mutat.

Metil-gallatbol kiindulva egy triciklusos perikozin-analdgot terveztiink
eldallitani, ahol a triciklus kialakitasat Diels-Alder cikloaddicioval kivantuk
megvaldsitani. A dién komplex volta (elektronkiildd és elektronszivd csoportot
egyszerre tartalmaz) és a reakcio nagyfoku regio- és diasztereo-szelektivitasa arra
0sztonzott minket, hogy a szintézis kulcslépését jelentd reakciot elméleti

modszerekkel is tanulmanyozzuk.

A polién makrolidok fontos szerepet jatszanak a gombas fertdzések
kettds kotések kovetkeztében a gyliri bot alakot vesz fel, ami feltételezhetden fontos
szerepet jatszik a szterinekhez vald kotédésben és a gombaellenes hatas kifejtésében.
Vizsgélatainkhoz két makrolid antibiotikumot, a flavofungint és a natamicint
keletkez6 adduktok konformaciovéltozasanak gombaellenes aktivitdsra gyakorolt

hatésat vizsgaltuk.



Az irodalomban csak néhany példat talalunk poliéneken végzett Diels-
Alder reakciokra. Ilyenkor az adott vegyiileteket gyakorlatilag szubsztitualt
diéneknek tekinthetjiik, ahol a regio- és sztereoszelektivitds a szubsztituensek
figgvénye. Az egyik legmegalapozottabb elméleti munkat Turner és munkatarsai
végezték, akik azt talaltak, hogy a dienofil mindig a polién sz¢lsé dién egységével
reagal. Nem talaltunk azonban olyan példat, ahol a vizsgalt polién egy gy(irii része
lenne.

Mind a natamicin, mind pedig a flavofungin a 4-fenil-1,2,4-triazolin-3,5-
dionnal végrehajtott cikloaddicids reakcioban egyetlen terméket eredményezett, a
keletkezett termékek Candida torzson mért antifungalis aktivitdsa pedig elmaradt a
kiindulasi vegyiiletekéhez képest, s ez a kiilonbség foként natamicin esetén volt
jelentds.

Molekuladinamikai és kvantumkémiai szamitasok segitségével szerettiink
volna magyarazatot kapni a kisérletek soran tapasztalt nagyfoku regioszelektivitasra,
¢és az antifungalis aktivitas elvesztésére. Tovabba a korabban mar leirt, a karbonil-
csoport poliének cikloaddicios reakcioi esetén tapasztalt iranyitd hatasat szofisztikalt

modszerekkel is szerettiik volna megvizsgalni.

2. Az alkalmazott vizsgalati modszerek

A kvantumkémiai szamitasok (optimalasok, TS- és IRC szamitasok) nagy
részét a Gaussian 03 programcsomaggal végeztik. A szemiempirikus szintl
optimalasok és atmeneti allapotok szamitasdhoz ezen kivil a MOPAC
programcsomagot is felhasznaltuk. Az éllandd, magas homérsékleten végzett
molekuladinamikai szamitasokhoz pedig az AMBER 10 programcsomagot

alkalmaztuk. A kinetikai mérések soran a Kkiindulasi anyag és a termék
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3. Az értekezés uij tudomanyos eredményei
3.1. Dioxolan tipusiu acetalok kloralanos gyiiriinyitasanak vizsgalata

A LAH/AICI; reagenssel végrehajtott gy(irlinyitds mechanizmusanak
tisztazasa érdekében végzett kvantumkémiai szamitasok eredményeként metil-2,3-
O-difenilmetilén-o-L-ramnopiranozid esetén egy, a korabbinal joval pontosabb
mechanizmus-javaslattal alltunk el6, mely megadja a parcialis hidrogenolizis elemi
lépéseinek sorrendjét. A szamitasok alapjan az aluminium spontan, egy szinte teljes
mértékben kialakult egyszeres kotést 1étrehozva koordinalodik a 3-as oxigénhez, ami
valdszintileg hard karakterének tudhaté be. Ez a koordinacié meggyengiti az O3-
Cacetalos KOtést. Az igy kialakult speciesz a reakci6 stabil intermedierjének tekinthetd
(1a). A C-O kotés hasadasa és a C-H kotés kialakuldsa egy erésen aszinkron
folyamat sordn megy végbe, melynek elsé felében a C-O kotés nyuldsa, a masodik

felében pedig a C-H kotés rovidiilése a dominans.
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1. abra A szamitasok alapjan valosziniisithetd mechanizmus, mely egyetlen, erdsen aszinkron, egy atmeneti

allapotot tartalmazo 1épésként értelmezi a gytrtifelnyilast és a hidrid donaciot

A reakcid aktivalasi energidja a DFT szamitasok alapjan 125-130 kJ/mol
koriil van, mig a HF, MP2 és ONIOM szinteken szamolt aktivalasi energidk ennél

valamivel nagyobbnak adddtak.
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2. abra A reakcié energiaprofilja B3LYP/6-311+G(d,p) szinten; rl = Cyeetios=O3 tavolsag, 12 = Caetalos-H

tavolsdg. Az energiak kJ/mol-ban, a tavolsagok pedig A-ben értendéek

A szamitasi eredmények alatdmasztasa érdekében kinetikai vizsgalatokat
is végeztiink, melyek soran kisérletesen is meghataroztuk a reakcio termodinamikai
paramétereit. A metil-2,3-O-difenilmetilén-a-L-ramnopiranozid, LAH és AICl;
kozott lejatszodo reakciot kiilonbdzé homérsékleteken tobbszor megismételtik. A
koncentraciovaltozasok alapjan elsérendii kinetikat feltételezve meghataroztuk a
sebességi allandokat és ebbdl az Eyring-Polanyi 0Osszefliggést felhasznalva az
aktivalasi szabadentalpia max. 100 kJ/mol koriili értéknek adodott.

Nem szabad elfelejteniink azonban, hogy a gyakorlatban az egyes
reakciolépéseket nem tudjuk kiilonvalasztani, igy a mért aktivalasi energia négy
reakcio Osszege, mely magaban foglalja az alkoxi-aluminium-hidrid AICls-dal
torténd reakciojat, a feleslegben maradt LAH és AICl; kozti tobbszords egyensulyi
reakciot, az altalunk szamitott reakciot és az acetdl gyiri teljes hidrolizisét, mely
metil-a-L-ramnopiranozidot eredményez.

A Kkisérleti és szamitott aktivalasi energidk kiilonbsége részben abbdl is

adodhat, hogy az elméleti szamitasoknal nem vettiik figyelembe az oldoszer hatasat,
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illetve hogy a reakcio erésen aszimmetrikus volta miatt az alaguthatas valdsziniileg
nem elhanyagolhaté mértéki.

A metil-2,3-O-difenilmetilén-o-L-ramnopiranozid szarmazékokon és a
kiilonb6z6 2,3-O-acetalokon végzett szamitasok arra engednek kovetkeztetni, hogy a
korabbi feltételezésekkel ellentétben az egyes oxigének parcidlis negativ toltése nem
meghatarozé jelent0ségii a dioxolan tipusii 2,3-O-acetdl rendszerek parcialis

hidrogenolizise soran a keletkezd termék szempontjabol.

3.2. Parcialisan hidrogénezett (9-antracenil)metilén-acetalok és (9-
antracenil)metil-éterek konformacios vizsgalata

A gliikdzszarmazék tanulméanyozasa eltt eldszor egy egyszerli aldehidet
(a 9,10-dihidro-9-antraldehidet, 3) valasztottunk modellvegyiiletnek, melyen
konstans hémérsékletii (1200 K) molekuladinamikai szamitasokat végeztiink. A
dinamika sordn vett mintdk mindegyikét GAFF-fal optimaltuk, majd az igy kapott
geometridkat energia és RMSD alapjan klasztereztiik, az egyes klaszterek
legalacsonyabb energiaju képviseldit pedig B3LYP/6-31G(d) szinten Gjraoptimaltuk.
Meglepetésiinkre az axialis aldehid-csoport energetikailag joval kedvezdobbnek

mutatkozott az ekvatorialishoz képest.

3. abra A 9,10-dihidro-9-antraldehid esetén talélt 3 stabil konformer

Ugyanezeket a szamitasokat elvégeztik metil-4,6-0O-(9°,10’-dihidro-9°’-
antracenil)metilén-2,3-di-O-metil-a-D-gliikkopiranozidon (4) is. Nem meglep6
modon a parcidlisan hidrogénezett antracenilmetilén csoport az ekvatorialis
helyzetet preferalja, azonban az acetalos szén a modell vegyiilethez hasonl6an
axialis helyzetben van a dihidroantracenil gyiirithoz képest. A vegyiilet szerkezetét

rontgendiffrakcioval is meghataroztuk, s kideriilt, hogy az szinte teljesen azonos a



GAFF altal legalacsonyabb energidjunak ad6do konformerrel (4a), s ez a konformer

DEFT energija alapjan is magasan populalt.

4. abra A rontgenszerkezet (4) és a szamitott szerkezet (4a) dsszehasonlitasa

A konformacio6s analizis kimutatta, hogy a véddcsoportnak tobb magasan
populalt axialis konformere 1étezik, s ezek joval alacsonyabb energiat képviselnek,
mint az ekvatoridlis konformerek. Bar a rontgenfelvétel alapjan szilard fazisban
egyetlen axialis konformer dominal, oldatban tobb axialis konformer is jelen lehet.
Az axialis orientacio és a védbécsoport tetdszerli alakja nagymértékben hozzajarulhat
a tapasztalt reaktivitis-csokkenéshez, ugyanis a sikalkat elvesztése miatt a

véddesoport nem illeszkedik megfelelden a katalizator feliiletéhez.

3.3. Egy, a Houk-szabalyt sérté Diels-Alder cikloaddiciés reakcio
tanulmanyozasa

A triciklus kialakitasara iranyulé Diels-Alder reakciokban a lehetséges
atmeneti allapotok in silico vizsgalata a kisérleti tapasztalatokkal egyez6 eredményt
szolgaltatott. Miutan a fenil- és benzil-csoportokat hidrogénre cserélve nyert
modelliink esetén is hasonl6é eredményeket kaptunk, feltételezhetd, hogy a reakciot

elsésorban elektronos hatdsok iranyitjak.



TS1 X :

Ea= 1715 kJ/mol o Ea=1704 kJ/mol
Ea= 187.7 kJ/mol Ea= 184.2 kJ/mol
Ea= 92.5 kJ/mol Q

TS2
Ea= 196.7 kJ/mol
Ea= 206.1 kJ/mol
Ea= 103.6 kJ/mol

TS3
Ea= 158.0 kJ/mol Ea= 1522 kJ/mol
Ea= 166.5 kJ/mol Ea= 160.9 kJ/mol
Ea=76.4 kJimol

2

TS4
Ea= 170.7 kJ/mol Ea=187.1 kJ/mol
Ea= 184.3 kJ/mol Ea= 197.7 kJ/mol

Ea= 80.2 kJimol

5. abra A modell és a teljes rendszer TS-ei esetén kapott geometridk és aktivalasi energiak (HF/6-31G,
HF/6-31G(d), HF/6-31G(d,p) és B3LYP/6-31G(d))

Az MO analizis alapjan a reakcid egy inverz elektronsziikségletii Diels-
Alder cikloaddici6. A gyakorlatban tapasztalt szelektivitds azonban a
palyakoefficiensek és a szimmetria alapjan nem értelmezhetd, azaz az altalunk
vizsgalt reakcido mind a teljes rendszer, mind pedig a modellvegyiilet esetén sérti a
Houk-szabalyt. A valdsagban képz3d6 és a TS szamitasok altal is josolt atmeneti
allapotot megvizsgalva egy nem elhanyagolhat6 erdsségli masodlagos kdlcsonhatast
talaltunk tobb HOMO palyaban, mely a -COOMe karbonil oxigénje és a benzil -
CH,- egyik hidrogénje kozott alakul ki. Ez a k6lcsonhatas stabilizalhatja a megfeleld
atmeneti allapotot. Az eredmények jol példazzak a masodlagos kolcsonhatasok

fontossagat és a HOMO-LUMO kélesonhatasok alkalmazhatosaganak korlatait.



3.4. Makrolid antibiotikum-szarmazékok cikloaddiciés reakciéjanak
vizsgalata

Magas hémérsékleti dinamikai szamitasokat, optimalasokat, TS
szamitasokat és MO analizist végeztiink a flavofunginon, polién karbonsavakon (a
flavofungin elméleti modelljein), a natamicin egy elméleti modelljén ¢és a natamicin-
PTAD addukton. A dinamikai szamitasok és az optimalasok kimutattak, hogy a
gyurik flexibilitasa lehet6vé teszi mindkét makrolid esetén valamennyi ciszoid
konformacié létrejottét. A TS szamitdsok alapjan a natamicin modell esetén
valamennyi alkalmazott moédszerrel a kisérleteknek megfelelé termékhez vezetd
atmeneti allapot energidja adodott a legalacsonyabbnak annak ellenére, hogy a nagy
térkitoltésti cukrot egy OMe csoporttal helyettesitettiik. Polién karbonsavak esetén
szintén a kisérletekkel egyezé eredményt kaptunk. Ezek alapjan mindkét esetben
foként elektronos természetlinek gondoljuk a tapasztalt regioszelektivitast. Ezzel
szemben a flavofungin esetén modszerfiiggést tapasztaltunk. Bar a molekula mérete,
flexibilitasa és az olddszer elhanyagolasa is kozrejatszhat a tapasztaltakban, a polién
rész legalabb HF szinten torténd szamitasa elégségesnek bizonyult ahhoz, hogy a

kisérletekkel azonos eredményre jussunk.
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. abra Az atmeneti allapot szerii terméken végzett dinamika soran végbemend energiavaltozasok és a 3

jellemzd geometria (natamicin addukt)



A natamicin-PTAD addukton végzett dinamikai szdmitasokbol kideriil,
hogy az atmeneti allapot-szer(i termék (a) feltételezhetéen rovid id6n beliil egy joval
kedvezébb energiaji konformaciot vesz fel (), melyet két hidrogén hid stabilizal.
Ez a konformacié pedig mar nem bot alaki, ami magyarazatot adhat a biologiai

hatas nagyfoku csokkenésére.

4. Osszefoglalas

A tézisekben bemutatott kutatobmunka négy tertiletet 6lel fel, melyek soran
szénhidratszarmazékok acetal tipusu véddcsoportjainak parcialis hidrogenolizisét és
konformacioit, illetve  antibiotikum-szarmazékok  cikoaddicidos  reakcidit
tanulmanyoztuk kvantumkémiai és molekuladinamikai modszerekkel.

Metil-2,3-O-difenilmetilén-o-L-ramnopiranozid esetén a szamitasi és
kinetikai eredmények alapjan a kloralannal végrehajtott parcidlis hidrogenolizis
magyarazatara a korabbinal joval pontosabb reakciomechanizmust sikeriilt
felirnunk. Tisztaztuk az egyes elemi 1épések sorrendjét, és valdsziniisitettiik, hogy a
sebesség-meghatarozo 1épés esetén reaktansként szerepld szerkezet mar szinte teljes
mértékben kialakult Al-O3 egyszeres kotéssel rendelkezik, és a teljes reakcid stabil
intermedierjének tekinthetd.

Parcialisan hidrogénezett antracenilmetilén szarmazékok konformacios
analizisével szokatlan, axidlis helyzetet preferalo szerkezetekre bukkantunk. A
védbesoport tetGszerii alakja magyarazza a katalitikus hidrogénezéssel szembeni
nagyfoku stabilitast.

Vizsgéltuk egy, a Houk-szabalyt sérté Diels-Alder reakcid nagyfoku
szelektivitasanak okat, és magyaraztuk a szabalytol valo eltérést.

Makrolid antibiotikumok nagyfoki regioszelektivitast mutat6 reakcidinak
elméleti tanulméanyozasaval a kisérletivel egyez6 eredményre jutottunk. Vizsgaltuk a
karbonil-csoport  poliénrendszerek esetén tapasztalhatdo iranyito hatasat és

magyaraztuk a natamicin addukt antifungalis aktivitasvesztését.
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1 Introduction

Partial hydrogenolysis of cyclic acetals is very important in synthetic
carbohydrate chemistry, facilitating selective protection of polyol systems. Good
examples are the 4,6-O-benzylidene acetals of hexopyranosides, which can be
opened selectively applying an electrophile and a hydride donor. Very few kinetic
experiments and theoretical work can be found in the literature, however, for the
ring opening of cyclic acetal derivatives, and these papers deal mainly with
benzylidene acetals and borane reagents.

Reductive  opening  of  methyl  2,3-O-diphenylmethylene-a-L-
rhamnopyranoside derivatives was studied by Hajko et al. applying LAH and AICl;
inal:1ratio (i.e. chloroalane) in Et,O/CH,Cl, 1 : 1. While at the 4-unsubstituted
derivative only the 2-O-diphenylmethyl product was formed, at the 4-OMe or the 4-
deoxy cases the reaction resulted in a mixture of 2-O- and 3-O-diphenylmethylene
ethers, where the latter ones were the major products. In the 4-unsubstituted case a
schematic reaction mechanism was proposed in which first a 4-O-chloroalane
derivative forms, followed by the opening of the dioxolane ring, and finally this
compound is hydrolyzed by addition of water.

Using theoretical and kinetic methods we attempted to refine the previous
assumption on the partial hydrogenolysis of methyl 2,3-O-diphenylmethylene-a-L-
rhamnopyranoside and investigate, whether regioselectivity is mainly driven by

electronic effects.

Recently the 9-anthraldehyde acetal as a new protecting group was
proposed by Ellervik reporting the synthesis of (9’-anthracenyl)methylene acetals in
an acetal exchange reaction. The anthraldehyde acetals can be cleaved under
reductive conditions to give 6-O-(9’-anthracenyl)methyl ethers, and can be
selectively removed in the presence of benzylidene acetals. Due to the good
crystalline properties and strong absorbance and fluorescence the (9°-
anthracenyl)methylene acetal and (9’-anthracenyl)methyl ether may become useful
as new protecting groups. These results prompted us to do further investigations on
this novel protecting group.
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It has been known since the 1930s that 4,6-O-benzylidene acetals of
glucose can be catalytically reduced into the corresponding 4,6-diols. However,
catalytic hydrogenation of a 4,6-O-(9’-anthracenyl)methylene acetal derivative of
glucose surprisingly did not affect the acetalic center, but affected the anthracenyl
ring resulting in a 4,6-0-(9’,10’-dihydro-9’-anthracenyl)methylene residue which
was stable under hydrogen atmosphere in the presence of Pd catalyst for as long as
five days.

The structure of the forming methyl 4,6-O-(9°,10’-dihydro-9’-
anthracenyl)methylene-2,3-di-O-methyl-o-D-glucopyranoside was determined not
only with NMR spectroscopy and X-ray crystallography, but also with high
temperature molecular dynamics and DFT optimizations in order to investigate the
low energy conformations of the new protecting group and interpret the unusual
stability.

Pericosines A-E are natural compounds isolated from the fungus Periconia
byssoides found in the gastrointestinal tract of the sea hare Aplysia kurodai.
Pericosines display in vitro antitumor activity, and pericosine A was shown to have
in vivo antitumor activity, as well.

Starting from methyl gallate a tricyclic pericosine analogue was planned to
synthesize, where the key step was a highly regio- and diastereoselective Diels-
Alder reaction. Our dienophile has an electron releasing substituent, therefore an
inverse electron demand Diels-Alder reaction could be suspected, but the presence
of both electron releasing and electron withdrawing substituents of the diene

prompted us for a theoretical study of this reaction.

Polyene macrolide antibiotics are important therapeutics for the treatment
of fungal infections. Their structure consists of four to eight conjugated carbon-
carbon double bonds with (E)-configuration. This structural unit results in the rod-
shaped form of these molecules. This conformation probably plays an important role
in binding to fungal sterol molecules resulting in the antifungal action of these

antibiotics. Two representatives of the polyene macrolide antibiotic family,
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natamycin and flavofungin, were chosen to study a Diels-Alder reaction on their
polyenic moiety, as well as the influence of the newly formed pyridazine ring
annelation on the conformation of the macrocycle and on the antifungal activity.

Only a few examples have been published on Diels-Alder reactions where
the reacting diene is part of a polyene. In these cases the polyene can be regarded as
a substituted diene for which the regio- and/or stereoselectivity is determined by its
substituents (e.g., the remainder of the polyene). A detailed experimental and
theoretical analysis of DA reactions of this type was reported by Turner et al. They
found that the dienophile always reacts with the outermost diene unit of the polyene,
and the theoretical calculations carried out for a model compound supported their
findings. They also found that a simple model based on the frontier molecular orbital
coefficients for the prediction of regioselectivity of DA reactions was not always
applicable for such systems. No examples have been found, however, in the
literature where geometrical constraints exist for the polyene, for example, when a
linear polyene is assembled in a cyclic compound as in the case of polyene
macrolide antibiotics.

Diels-Alder reaction of both natamycin and flavofungin with 4-phenyl-
1,2,4-triazoline-3,5-dione led to a single product, respectively, and these products
showed highly decreased antifungal activity against Candida strains, especially in
the case of natamycin.

We aimed to interpret the highly selective nature of these reactions and the
loss of antiviral activity using molecular dynamics and quantum chemical
calculations. We also attempted to describe the former observations on the directing
effect of carbonyl groups in the case of cycloaddition reactions of polyenes at a

sophisticated level.

2 Applied methods
The quantum chemical calculations (optimizations, TS and IRC
calculations) were carried out using mainly the Gaussian 03 package. For

semiempirical optimizations and TS calculations also MOPAC suite was
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applied. The AMBER software package was used for constant high-
temperature molecular dynamic calculations. During Kinetic experiments
the concentration of reactant and product was determined using HPLC

measurements.

3 Results
3.1 Investigations on the chloroalane induced partial hydrogenolysis of
dioxolane-type acetals

Based on the quantum chemical calculations, a modified reaction
mechanism was proposed for the dioxolane ring opening. We found that the
aluminium spontaneously coordinates to the O3 atom forming a strong, almost fully
developed single bond, which leads to weakening of the O3-C,etaic bond. There
follows a single step reaction which is, however, rather asynchronous. First the C-O
bond practically vanishes, and only then begins the C-H bond formation.
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Figure 1. Mechanism of the rate determining step of the partial hydrogenolysis reaction according to the
computational results

Zero point corrected activation energies were found to be around 125-130
kJ/mol with DFT methods, consistently, while HF, MP2 and ONIOM calculations
resulted in somewhat higher transition state energies.
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Figure 2. Reaction profile at B3LYP/6-311+G(d,p) level; rl is the Cycetaic-O distance while r2 is the Cicetalic-
H; energies and distances are given in kJ/mol and A, respectively

In order to further support the theoretical results, we have performed
kinetic measurements to determine the activation energy of the reaction
experimentally. The reaction between methyl 2,3-O-diphenylmethylene-a-L-
rhamnopyranoside, LAH and AICIl; was carried out at different temperatures. Rate
constants and activation free energy have been determined supposing first order
kinetics. The latter was found to be not greater than ca. 100 kJ/mol.

In this experiment, however, the reaction steps from the full reaction can
not be separated, i.e. it includes the reaction of alkoxy-aluminium hydride with
AIClj3, the multiple equilibrium reaction between the excess of LAH and AIClI;, the
theoretically calculated reaction and the hydrolysis of the acetal ring resulting in the
unprotected methyl a-L-rhamnopyranoside.

Nevertheless, one of the main reasons of the discrepancy probably resides
in the fact that no solvent molecules were included in the theoretical calculations. In
solvent phase the polar solvent molecules with non-bonding electron pairs can

solvate more effectively the transition state than the reactant due to the increased
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hard character of aluminium at transition state geometry compared to the reactant
geometry. This more prevalent solvation effect results in both decreased activation
energy and loss of entropy at transition state compared to the hypothetical gas phase
reaction. Another important reason can be that the previously calculated rate limiting
reaction is strongly asynchronous, since the C-O bond breaking precedes the C-H
bond formation and the transition state corresponds dominantly to a hydride anion
transfer. For such systems the contribution of tunneling effect is usually non
negligible.

Further  calculations on  methyl  2,3-O-diphenylmethylene-o-L-
rhamnopyranoside derivatives and other 2,3-O-acetal derivatives have shown, that
previously proposed electronic effects may play little role in the regioselectivity of
partial hydrogenolysis of dioxolane type 2,3-O-acetal systems.

3.2 Conformational analysis of partially hydrogenated (9-
anthacenyl)methylene acetals and (9- anthacenyl)methyl ethers

Before starting with the glucose derivative, first, a simple aldehyde was
chosen as a model compound for the computational studies. Constant temperature
molecular dynamics simulation has been carried out at 1200 K on the partially
hydrogenated 9,10-dihydro-9-anthraldehyde (3) in order to explore the low energy
regions of the conformational energy (hyper) surface. Every snapshot taken during
the dynamics was minimized applying the GAFF empirical force field. Geometries
obtained this way were clustered upon energy and RMSD, and the lowest energy
member of each cluster was further optimized at DFT level. We found, that the axial
position of the aldehyde group is substantially more preferable than the equatorial

one.

% i ° T 3; g : i !i O
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Figure 3. The 3 stable conformers found in the case of 9,10-dihydro-9-anthraldehyde
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Same computational protocol was applied for the methyl 4,6-0-(9°,10°-
dihydro-9’-anthracenyl)methylene-2,3-di-O-methyl-a-D-glucopyranoside  (4). Not
surprisingly, the partially hydrogenated anthracenylmethylene group favors the
equatorial position to the sugar ring. On the other hand, acetalic C became axial to
C-9’ as it was expected, based on the conformational analysis of the model
compound. The structure of 4,6-0-(9°,10’-dihydro-9’-anthracenyl)methylene
derivative determined by X-ray measurements corresponds perfectly to one of the
computed structures (4a), which is predicted as the most stable structure by GAFF
and showed one of the considerably populated one suggested by B3LYP/6-31G(d)
method.

Figure 4. Correlation of X-ray structure of 4 and DFT optimized 4a structure

The computational studies showed that more than one local energy
minimum with non-negligible population exist which correspond to axial acetalic
orientations and they are substantially more stable than the equatorial ones. It means
that although the X-ray experiment shows the global minimum in a solid phase, in
solution the existence of other axial conformation also might have contribution to
the observed properties. Another consequence of the axial acetal conformation and
the roof-type shape of the hydrogenated anthracenyl group is the loss of tight fit to

the surface of catalysator and this way the loss of full hydrogenation.
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3.3 Investigations on a Houk’s rule violating Diels-Alder cycloaddition

reaction

Upon examination of the possible transition states we found that the lowest

energy belongs to the TS leading to the only product isolated from the Diels-Alder
reaction. Using model reactants (i.e., replacing the phenyl and benzyl groups by
hydrogen atoms, this way distinguishing between the steric and electronic effects)

gave the same result. It suggests a strong electronic contribution to the observed

selectivity.
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Figure 5. Transition state structures and activation energies for the full and the model systems (HF/6-31G,
HF/6-31G(d), HF/6-31G(d,p) and B3LYP/6-31G(d))

The HOMO and LUMO orbital energies, orbital shapes, and the
coefficients of the atomic orbital contributions to the HOMO and LUMO at the

diene and dienophile were calculated. The cycloaddition turned out to be an inverse

22



electron demand reaction. Regarding the coefficients of the atomic orbitals, the
computationally predicted and experimentally observed products do not match, so
the reaction violates the Houk rule. Examining the TS geometry, a non-negligible
secondary interaction was obtained between the carbonyl oxygen of -COOMe and a
H atom of the benzyl -CH,- group, which stabilizes the TS and it becomes the most
favorable one even if it violates the Houk rule. These facts clearly show the
qualitative-only features of the HOMO-LUMO interactions and the importance of

the secondary interactions.

3.4 Investigations on cycloaddition reactions of macrolide antibiotics
High-temperature molecular dynamics, optimizations, TS calculations and
FMO analysis were carried out on flavofungin, polyenoic acids (theoretical models
of flavofungin), a theoretical model of natamycin and its adduct at different levels of
theory. Dynamics and optimizations demonstrated that despite the cyclic structures
of flavofungin and natamycin, the flexibility of these molecules allows the presence
of the cisoid conformation at any position of the polyene unit of the macrocycles. In
the case of the natamycin theoretical model, all the applied quantum chemical
methods supported the same regioselectivity preference in perfect agreement with
the experimental findings despite the missing bulky sugar group. The applied
semiempirical and ab initio quantum chemical calculations on polyenoic acids also
predict a product in agreement with the experiments. From these facts we favor a
mainly electronic nature of the observed DA regioselectivity. In contrast, carrying
out theoretical calculations on flavofungin itself shows a somewhat different picture
since in this case the predicted regioselectivity showed method dependency.
However, applying the ab initio HF/6-31G method as an ‘intermediate’ level of
theory for the polyenoic acid part in ONIOM calculations was sufficient to predict
the experimentally observed regioselectivity. In the case of natamycin the theoretical
calculations demonstrated that the rod-shaped conformation of the antibiotic was
deformed as a consequence of the DA reaction, leading to a more compact

geometry. The elongated shape is probably necessary for a sterol complex
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formation, which might explain the loss of the antifungal activity of natamycin

adduct compared to the parent compound.
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Figure 6. Total energy of the natamycin Diels-Alder adduct model during 10 ns molecular dynamics

simulation for one of the representative trajectories leading to the most frequently found conformation

4. Summary

The scientific work described above includes four main research fields: we
have investigated the partial hydrogenolysis and conformations of acetal type
protecting groups of carbohydrate derivatives, such as cycloaddition reactions of
antibiotic derivatives using quantum chemical and molecular dynamic methods.

For the chloroalane induced partial hydrogenolysis of methyl 2,3-O-
diphenylmethylene-a-L-rhamnopyranoside we have proposed a more detailed
mechanism, defined the sequence of the elementary steps and suggested that the
reactant of the rate-determining step containing an almost fully formed Al-O3 single
bond can be considered as stable intermediate of the full reaction upon theoretical
and kinetic results.

Conformational analysis of partially hydrogenated anthracenylmethylene
derivatives led to unusual conformers preferring the axial positions. Roof-type shape
of the newly formed protecting group is thought to be responsible for the high
stability against catalytic hydrogenation.
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We have investigated a Houk’s rule violating highly selective Diels-Alder
reaction, and explained selectivity such as the reason of violation.

Theoretical investigations on highly regioselective cycloaddition reactions
of macrolide antibiotics led to results being in agreement with the experimental
findings. Directing effect of carbonyl groups such as antifungal activity loss of

natamycin Diels-Alder adduct were also investigated.

5. List of Publications

For publications see pp. 11-14.
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