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ABSTRACT 

The thesis titled “Total synthesis of (−)-hygrophorone A12, 4-epi-2,3-dihydrohygrophorone 

H12 and discovering potent quorum sensing inhibitors through in silico studies” presents 

the work carried out on the total synthesis (−)-hygrophorone A12, 4-epi-2,3-

dihydrohygrophorone H12 and using in silico tools to discover potent quorum sensing inhibitors 

 

Chapter 1 describes the stereoselective total synthesis of anti-fungal cyclopentenone (−)-

hygrophorone A12 and cyclopentanone 4-epi-2,3-dihydrohygrophorone H12 in high overall 

yields from D-ribose. The key step of this syntheses is an aqueous KOH mediated 

diastereoselective intramolecular aldol reaction to form β-hydroxy ketone with three 

contiguous chiral centres, which was further elaborated to (−)-hygrophorone A12 and (+)-

hygrophorone B12. 

Chapter 2 This chapter consists of three subsections discussing three classes of molecules 

namely, hygrophorones, pentenomycins, and crown ethers to be potential inhibitors for the 

LasR protein in the QS pathway of P. aeuriginosa bacteria. In the hygrophorone class, we 

found 8 molecules from a pool of 64 different molecules, while from the crown ethers only 5 

out of 54 molecules have shown promising results. Hygrophorones seem to be the structural 

analog of autoinducer AHL (natural ligand for LasR). Most of the top scored molecules of 

hygrophorone series reflect higher binding energy than the rest of the molecules of different 

classes. On the contrary, the pentenomycin class molecules have poor binding efficiency due 

to their small size and the lack of the alkyl chain. However, previous literature reports and our 

simulations results confirm that the addition of an alkyl chain to the pentenomycin molecules 

will enhance their interaction with the LasR active site residues (coherence with in vitro studies 

reported). 
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 Crown ethers seem to be the intermediate candidate for LasR inhibition. C5-5, C5-10, and C5-

11 are some of the best candidates among 54 chosen ligands. This macrocyclic crown moiety 

of the crown ethers gets stabilized in the polar pocket of the LasR protein, while the aromatic 

or alkyl chain gets stabilised in the non-polar pocket of LasR. In summary, comparable, and 

higher binding energies of the lead compounds obtained from our study from that of naturally 

occurring autoinducer AHL reflect these molecules to be potential candidates as inhibitors for 

the LasR target. We hope our work will spur further experimental studies that would lead to 

the discovery of new antibiotics for P. aeruginosa infections. 

Chapter 3 This chapter unravels the molecular level insights and the binding mechanism for 

pentenomycin to behave as a broad range antibiotic. In our computational study, we found that 

pentenomycin binds with the LuxP protein and can even bind with the LuxP homologue, LsrB.  

Based on molecular docking, molecular dynamics simulations, and MMPBSA calculations, it 

was observed that pentenomycin induces conformational changes of LsrB/LuxP   from its 

closed to open state. Pentenomycin ligand prevents domain closure (as seen in the cases of 

1TJY, 3EJW, 3T95) thereby blocking PBP signals and ultimately shutting down the QS 

cascade and virulence factors. For other proteins, it was observed that pentenomycin occupies 

the active binding site without causing much of the structural change in protein and preventing 

binding with AI-2, hence again shutting QS cascade (as seen in the cases of 5BQ3, 5BRA, 

5GTA, 6DSP). Through these computational studies, we predict that pentenomycin would 

prove to be a better antibiotic in the case of bacteria having periplasmic binding proteins (such 

as LuxP or LsrB). Because PBPs share a common architecture and hinge motion upon opening 

and closing and we anticipate that pentenomycin takes the exact binding site and prevents 

domain closure in some while in others it may occupy active site thereby preventing the binding 

of AI-2.  
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सार 

थीसिि शीर्षक "(-)-हाइग्रोफोरोन ए12, 4-एपी-2,3-डायहाइड्रोहाइग्रोफोरोन एच12 और इनसससिको स्टडीज 

के माध्यम से शक्तिशािी कोरम सेंससिंग इनहहबिटर की खोज" कुल िंश्लेर्ण (-)-हाइग्रोफोरोन ए12 पर 

ककए गए कार्ष को प्रस्तुत करता है। , 4-एपी-2,3-डायहाइड्रोहाइग्रोफोरोन और शक्ततशाली कोरम िेंसिगं 

इनहहबिटर की खोज के सलए इनसिसलको टूल्ि का उपर्ोग करना।  

अध्याय 1 डी-राइिोज िे उच्च िमग्र पैदावार में एंटी-फंगल िाइतलोपेंटेनोन (-)-हाइग्रोफोरोन ए12 और 

िाइतलोपेंटेनोन 4-एपी-2,3-डार्हाइड्रोहाइग्रोफोरोन एच12 के स्टीररर्ोिेलेक्तटव कुल िंश्लेर्ण का वणषन 

करता है। इि िंश्लेर्ण का मुख्र् चरण एक जलीर् KOH मध्र्स्थता डार्स्टेररर्ोिेलेक्तटव इंट्रामोल्रु्लर 

एल्डोल प्रततकिर्ा है जो तीन िक्ननहहत चचरल कें द्रों के िाथ β-हाइड्रॉतिी कीटोन िनाता है, क्जि ेआगे 

(-)-हाइग्रोफोरोन ए12 और (+)-हाइग्रोफोरोन िी12 के सलए ववस्ततृ ककर्ा गर्ा था।  

अध्याय 2 इि अध्र्ार् में तीन उपखंड हैं क्जनमें तीन वगों के अणुओं पर चचाष की गई है, जैिे कक 

हाइग्रोफोरोन, पेंटेनोमाइककनि, और िाउन ईथर, पी. एरू्ररचगनोिा िैतटीररर्ा के तरू्एि मागष में एलएिआर 

प्रोटीन के िंभाववत अवरोधक होने के सलए। हाइग्रोफोरोन वगष में, हमने 64 ववसभनन अणुओं के एक पूल 

िे 8 अणु पाए, जिकक िाउन ईथर िे 54 में िे केवल 5 अणुओं ने आशाजनक पररणाम हदखाए हैं। 

हाइग्रोफोरोन ऑटोइंड्रू्िर AHL (LasR के सलए प्राकृततक सलगैंड) का िंरचनात्मक एनालॉग प्रतीत होता 

है। हाइग्रोफोरोन श्ृंखला के अचधकांश शीर्ष अणु ववसभनन वगों के िाकी अणओंु की तुलना में उच्च 

िाध्र्कारी ऊजाष को दशाषत ेहैं। इिके ववपरीत, पेंटेनोमाइसिन वगष के अणुओं में उनके छोटे आकार और 
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अल्काइल श्ृंखला की कमी के कारण खराि िाध्र्कारी दक्षता होती है। हालााँकक, वपछले िाहहत्र् ररपोटष 

और हमारे सिमुलेशन पररणाम इि िात की पुक्टट करते हैं कक पेंटेनोमाइसिन अणुओं के सलए एक 

एल्काइल श्ृंखला के अलावा लािआर िकिर् िाइट अवशेर्ों (इन-ववट्रो अध्र्र्नों के िाथ िुिंगतता) के 

िाथ उनकी िातचीत में वदृ्चध होगी। िाउन ईथर LasR तनरे्ध के सलए मध्र्वती उम्मीदवार प्रतीत होत े

हैं। C5-5, C5-10, और C5-11 54 चुने हुए सलगेंड में िे कुछ िवषशे्टठ उम्मीदवार हैं। िाउन ईथर का 

र्ह मैिोिाइक्तलक िाउन मोइववटी LasR प्रोटीन के ध्रवुीर् पॉकेट में क्स्थर हो जाता है, जिकक िुगंचधत 

र्ा एल्काइल श्ृंखला LasR के गैर-ध्रुवीर् पॉकेट में क्स्थर हो जाती है। िंक्षेप में, प्राकृततक रूप िे पाए 

जाने वाले ऑटोइंड्रू्िर एएचएल िे हमारे अध्र्र्न िे प्राप्त प्रमुख र्ौचगकों की तुलनीर् और उच्च 

िाध्र्कारी ऊजाष इन अणुओं को लािआर लक्ष्र् के अवरोधक के रूप में िंभाववत उम्मीदवारों के रूप में 

दशाषती है। हमें उम्मीद है कक हमारा काम आगे के प्रार्ोचगक अध्र्र्नों को िढावा देगा क्जििे पी. 

एरुचगनोिा िंिमण के सलए नई एंटीिार्ोहटक दवाओं की खोज हो िकेगी।  

अध्याय 3 र्ह अध्र्ार् आणववक स्तर की अंतर्दषक्टट और पेंटेनोमाइसिन के सलए एक व्र्ापक शे्णी के 

एंटीिार्ोहटक के रूप में व्र्वहार करने के सलए िाध्र्कारी तंत्र को उजागर करता है। हमारे कम्प्रू्टेशनल 

अध्र्र्न में, हमने पार्ा कक पेंटेनोमाइसिन लतिपी एजंाइम के िाथ िांधता है और र्हां तक कक लतिपी 

होमोलॉग, एलएिआरिी के िाथ भी जुड़ िकता है। आणववक डॉककंग, आणववक गततकी सिमुलेशन और 

एमएमपीिीएिए गणनाओं के आधार पर, र्ह देखा गर्ा कक पेंटेनोमाइसिन एलएिआरिी/लतिपी के िंद 

िे खुले राज्र् में गठनात्मक पररवतषनों को पे्रररत करता है। पेंटेनोमाइसिन सलगैंड डोमेन को िंद होने िे 

रोकता है (जैिा कक 1TJY, 3EJW, 3T95 के मामलों में देखा गर्ा है) क्जििे PBP सिग्नल अवरुद्ध 
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हो जाते हैं और अंततः QS कैस्केड और पौरुर् कारकों को िंद कर देते हैं। अनर् प्रोटीनों के सलए, र्ह 

देखा गर्ा कक पेंटेनोमाइसिन प्रोटीन में अचधक िंरचनात्मक पररवतषन ककए बिना िकिर् िाध्र्कारी 

िाइट पर कब्जा कर लेता है और एआई-2 के िाथ िंधन को रोक िकता है, इिसलए कफर िे तरू्एि 

कैस्केड िंद कर देता है (जिैा कक 5BQ3, 5BRA, 5GTA के मामलों में देखा गर्ा है) , 6DSP)। इन 

कम्प्रू्टेशनल अध्र्र्नों के माध्र्म िे, हम अनुमान लगाते हैं कक पेररप्लाक्स्मक िाइंडडगं प्रोटीन (जिेै 

लतिपी र्ा एलएिआरिी) वाले िैतटीररर्ा के मामल ेमें पेंटेनोमाइसिन एक िेहतर एंटीिार्ोहटक िाबित 

होगा। तर्ोंकक पीिीपी खोलने और िंद होने पर एक िामानर् वास्तुकला और काज गतत िाझा करते हैं 

और हम अनुमान लगाते हैं कक पेंटेनोमाइसिन िटीक िाध्र्कारी िाइट लेता है और कुछ में डोमेन िंद 

होने िे रोकता है जिकक अनर् में र्ह िकिर् िाइट पर कब्जा कर िकता है क्जििे एआई-2 के िधंन 

को रोका जा िकता है। 
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GENERAL EXPERIMENTAL CONSIDERATIONS 

All solvents employed were purified by standard procedures. Anhydrous solvents were dried 

over sodium wire (THF, diethyl ether, benzene) or molecular sieves (CH2Cl2, CHCl3, DMF). 

Nitrogen or Argon gas used for creating an inert atmosphere was freed from oxygen prior to 

entry into the reaction vessel. 

Commercially sourced TLC plates were used, and the spots were visualized by exposure to 

iodine or by dipping in KMnO4. Column chromatography was carried out on silica gel (230–

400 mesh) using hexane and ethyl acetate mixtures as eluent unless otherwise mentioned. 

Optical rotations were recorded on an Autopol V (Rudolph Research Flanders, NJ) 

instrument. All the rotations were measured at 589 nm (sodium D-line). 

All melting points reported in this thesis are uncorrected and were taken on an electric melting 

point apparatus (Ambassador, India). 

IR spectra were taken within the range 4000–600 cm-1 either as KBr pellets or neat on a Nicolet 

(Madison, USA) FT-IR spectrophotometer (Model Protégé 460). 

1H-NMR spectra were recorded on 300 MHz or 400 MHz, or 500 MHz Bruker Spectrospin 

DPX FT-NMR instruments. The solvents employed were CDCl3 or CD3OD with Me4Si as 

the internal standard. The multiplicities are denoted as s-singlet, brs-broad singlet, d-doublet, 

brm-broad multiplet, t-triplet, q-quartet, dt-doublet triplet and m-multiplet. 13C-NMR spectra 

were recorded at 75 MHz or 100 MHz, or  125 MHz instruments. The chemical shifts are 

reported in δ values (parts per million, ppm) relative to the internal standard Me4Si. 

High-resolution mass spectra were recorded with a Q-TOF Bruker instrument, using 

electrospray ionization (ESI) as the ionization method. 
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SOFTWARE  

For chapter 2 and 3, structures were drawn in ChemDraw and saved in SDF file format. The 

molecules were minimized using the Steepest Descent algorithm with the Universal Force Field 

(uff) as implemented in the PyRx software. The coordinates of the proteins were downloaded 

from the RCSB protein data bank. Hydrogen atoms were added, and structure optimization was 

done using the clean geometry module of discovery studio (Accelerys San Diego, CA, USA). 

In the docking technique, all water molecules were removed. Subsequently, hydrogen atoms 

were added to the protein residues, and Kollman atomic charges were assigned to the protein 

atoms using AutoDock MGL Tools 1.5.6. 

All simulations were carried out using the GROMACS 5.1.4 software provided by HPC IIT 

Delhi. The force field used is GROMOS96 43a1. Ligand topology files were created with the 

help of the PRODRG server. The long-range electrostatic interactions were described by the 

Particle Ewald Mesh method. Using the LINCS algorithm, all bonds involving hydrogen atoms 

were restrained. The system’s temperature is controlled at 300 K using the Berendsen 

thermostat while the pressure is maintained at 1 bar using the Parrinello-Rahman barostat. The 

GROMACS g_mmpbsa module was used to calculate the binding free energies. The 

configurations collected every 100 ps of the last 10 ns of the MD simulations were used for 

these analyses.  
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