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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra organické a bioorganické chemie
Autor: Jana Kobosilova

Skolitel: PharmDr. Karel Palat, CSc.

Nazev bakaldrské prace: Studium substituovanych arylguanidinl jako potencialnich
[éCiv XIV.

Vzhledem ke vzrUstajicim poctidm onemocnéni zplUsobenymi fungalnimi patogeny
a vzhledem ke zvySené rezistenci téchto patogent na jiz dostupné antifungalni latky, je
tfeba hledat novou strukturu inhibujici rist téchto patogena.

V oblasti latek odvozenych od guanidin( probiha celosvétovy vyzkum, jehoz se ucastni
také Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové.

V rdmci mé bakaldrské prace bylo nasyntetizovano pét dosud v literature nepopsanych
latek:

hexadecyl(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid
2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilin
2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilinium-chlorid
2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]guanidinum-nitrat

2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]-1,1-dimethylguanidin



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Organic and Bioorganic Chemistry
Author: Jana Kobosilova

Supervisor: PharmDr. Karel Palat, CSc.

Title of bachelor thesis: Study of substitued arylguanidines as potencial drugs XIV.

In view of the increasing number of fungal pathogens and the increased resistance of
these pathogens to already available antifungal agents, a new structure inhibiting the
growth of these pathogens must be sought.

In the area of guanidine-derived substances, a worldwide research is taking place,
which is also attended by the Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové.

As part of my bachelor thesis, five previously unpublished substances have been
synthesized:

hexadecyl (4-methyl-2-nitrophenyl) sulfide

2- (hexadecylsulfanyl) -5-methylaniline

2- (hexadecylsulfanyl) -5-methylanilinium chloride

2- [2- (hexadecylsulfanyl) -5-methylphenyl] guanidinium nitrate

2- [2- (Hexadecylsulfanyl) -5-methylphenyl] -1,1-dimethylguanidine



1. UVOD A CiL BAKALARSKE PRACE

Mezi ¢asté onemocnéni patfi infekce kdZe a sliznic' vyvolané parazitickymi
houbami, nejéastéji to jsou dermatofytdzy, onychomykozy a vulvovagindlni kandiddzy.
Lécba zavisi na etiologickém agens, rozsahu poskozeni a celkovém stavu pacienta.

Na lokdlni infekce se pouZivaji zejména antifungalni latky' ze skupiny azolovych
antimykotik. Pfi rozsdhlej$ich systémovych mykozach? se pouZivaji systémova
antimykotika. Tézké systémové mykdzy zahrnuji kandiddézu, aspergilézu, kryptokokdzu
a mukormykdzu. Dosavadni systémova antimykotika zahrnuji polyeny, antimetabolity,
azoly, echinometabolity a ostatni skupiny.

Skupina polyen( zahrnuje hlavné amfotericin B (1), jehoz molekula je vazana na tukovy
nosic. Hlavnimi predstavitely azoll jsou flukonazol (ll), itrakonazol, ketokonazol a dalsi.
Mechanismus ucinku téchto dvou skupin spociva v poSkozeni bunééné membrany
mikromycet. Echinokandiny a pneumokandiny inhibuji syntézu bunééné stény.
Flucytosin® (lll) je pFedstavitelem skupiny antimetabolitd a mechanismus uGc&inku
spociva v blokadé proteosyntézy v mykotické burice.
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Vzhedem ke zvysujicimu se vyskytu systémovych mykdéz a ke vzniku novych
rezistentnich hub na antifungalni léky, je potfeba hledat nové ucinné antifungalni
struktury®. Intenzita téchto onemocnéni ze zvy$uje uimunokompromitovanych
pacientl, u pacientl po transplantaci organd, u rakoviny nebo pacientl s ziskanou
imunodeficienci (HIV).

Guanidinové derivaty vykazuji rGznou biologickou aktivitu®. Mimo jiné také
antifungalni a antibakteridlni aktivity. Mezi guanidinové derivaty s antifungalni
aktivitou, jiz dfive popsané,patfi molekuly guazitinu® (1V) & dodinu® (V). Tyto dvé latky
poskytuji ucinou a Sirokospektrou kontrolu mikroorganismu v prlimyslovych systémech
a v zemeédélstvi.
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Soucasti bakalarské prace byla reer$e v chemické databaze Scifinder. Ukolem reerse
bylo zjistit vyzkum antifungalnich latek v obdobi od rokd 2013-2018. Klicovymi slovnimi
spojenimi byly ,,antifungal guanidine”. Na toto spojeni byly nalezeny dvé reference. Na
dalsi klicovy termin ,antimycobacterial guanidine” byly nalezeny tfi reference.

Scytoscarol (VI, str.9)”® je pfFirodni sesterterpen nesouci guanidinovou skupinu.
Scytoscarol ma prokdzané antimikrobidlnimi acinky vaci Bacillus anthracis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans a Mycobacterium
tuberculosis s hodnotami MIC v rozmezi od 2 do 110 uM. Tato latka byla izolovana
z kultivované cyanobakterie Scytonema sp.



Mezi dalsi latky zkoumané kvali svym rlznym biologickym aktivitdm,mezi néz patfi
mimo jiné iantibakteridlni a antifungdlni aktivity, jsou chalkony na bdazi kumarinu®
ajejich derivaty. Chalkony s navazanym pyrimidinovym jadrem v molekule (VII)
obsahuji guanidinovou skupinu. Mimo jiné i tyto latky byly testovany na antibakteridlni
a antifungalni aktivitu proti gram pozitivnim, gram negativnim bakteriim a rdznym
druhim patogenich hub. Pyrimidinova sloucenina Vlla vykazovala dobrou aktivitu vici
Staphylococcus aureus. Slouceniny Vllb, Vlic vykazuji vynikajici uéinnost proti Klebsiella
pneumoniae a Proteus vulgaris. Antifungdlni aktivity byly testovany proti Aspergillus
niger, Aspergillus fugamitus, Aspergillus clavatus a Candida albicans. Jako standardni
léCivo byl ve studii pouzit ketokonazol. Sloucenina Vila dobfe inhibuje Aspergillus
clavatus. Zjistilo se,ze sloucenina Vlla je ztestovanych latek nejucinéjsi proti
Aspergillus niger a Candida albicans. Sloucenina VIld vykazovala dobrou ucinnost proti

Aspergillus fumigatus.
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Ar (a-c) — Aromatické aldehydy

Vil a :
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Jednou zdalSich Ilatek testovanych na antimykotickou aktivitu a obsahujici
guanidinovou skupinu je polyhexamethylenguanidin hydrochlorid® (dale jen PHMGH).
Antifungdlni aktivita PHMGH byla zkoumana proti Candida albicans, Candida
parapsilosis, Malassezia furfur, Trichosporon beigelii a Trichophyton rubrum. Vysledky
byly porovnavany s aktivitou jiz pouzivaného léc¢iva amfotericinu B. PHMGH byl ucinéjsi
nez amfotericin B proti druhim Candida. Proto se pro studii antifungalniho
mechanismu ucinku zvolil jako modelovy organismus Candida albicans. Test na
mechanismus ucinku ukazal, Ze PHMGH vytvarii péry v plazmatické membrané. Velikost
pora je 2,3-3,3 nm a zpUsobuje ztratu iontl. Dochazi ke smrstovani bunék a nakonec
i k jejich zaniku.

V jiné studii se syntetizovaly a testovaly latky kationtovych xantonovych amfifilik jako
antifungalnich &inidel z pfirodniho a-mangostinu® (VIII). V této studii se optimalizovaly
analogy a-mangostinu s cilem zvysit jejich antifungalni Gcinnost. Mezi vybrané ucinné
latky patfi isloucenina IX, ktera vykazovala antifungalni ucinnost proti Sirokému
spektru houbovych patogent, véetné odolnym kmendm Candida albicans, Aspergillus
a Fusarium. Tato latka pfimo narusuje bunécné membrany houbovych patogen( a tim
zabranuji rozvoji rezistence na lécivo.
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Cilem této bakaldiské prace bylo pfipravit nové, dosud nesyntetizované molekuly
obsahujici guanidinovou skupinu a doplnujici sérii jiz pripravenych sloucenin obecného
vzorce (X). Tyto latky byly testovany na antifungdlni a antimykrobakteridlni aktivitu.
Tato prace navazuje na predchozi bakalarské a diplomové prace, zabyvajici se také
studiem substituovanych arylguanidininG jako potencialnich 1éCiv.

CHj;
R 1
\S R\
N\(N\R‘I
NH,
1

R =H,CHg
X
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2. TEORETICKA CAST

V experimentdlni ¢asti této bakaldrské prace bylo cilem nasyntetizovat 2-[2-
(alkylsulfanyl)-5-methylfenyl]guanidinum-nitrat  a 2-[2-(alkylsulfanyl)-5-methylfenyl]-
1,1-dimethylguanidin.

2.1. Priprava sulfida

V prvnim kroku nasi syntézy bylo tfeba nasyntetizovat pfrislusny alkyl(4-methyl-2-
nitrofenyl)sulfid. Sulfidy jsou chemickou obdobou etherd. Obsahuji misto atomu
kysliku atom siry (R'-S-R?). Slabé& bdzicky charakter davaji témto latkdm dva volné
elektronové pary na atomu siry. Sulfidy lze pfipravit nékolika zplsoby. Jednim z nich je
Wiliamsonova syntéza'?, kde reaguje thiol s bazi a vznika thiolatovy anion (RS’). Tento
thioladtovy ion reaguje s alkylhalogenidem za vzniku sulfidu. Thioldtovy ion je silné
nukleofilni a vytézky téchto syntéz byvaji vysoké. Symetrické diarylsulfidy lze ziskat
Friedel-Craftsovou arylaci®® chloridu sirného aromatickymi uhlovodiky, za pouZiti
katalyzatoru chloridu hlinitého.

Schema Friedel-Craftsovy arylace:

s
AICI,
2HCI + S
JIOLE S CR T,

V prabéhu experimentalni ¢asti této bakalarské prace byl sulfid pfipraven reakci
alkanthiold s 4-chlor-3-nitrotoulenem®  vsuchém N,N-dimethylformamidu za
pritomnosti bezvodého uhlicitanu sodného a aktivni médi pouzité jako katalyzator.

Schema reakce:

CHj

+ RSH — R

- HCI S

Cl

NO, NO,
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2.2. Redukce nitrosloucenin

Redukce nitrosluéenin® je duleZitou reakci pro syntézu amind, kdy dochdazi k ndhradé
dvou atoml kysliku za atomy vodiku. Reakce zavisi na pH prostredi. V kyselém
prostfedi probiha reakce pres hydroxyaminoskupinu za nasledného vzniku aminu
(schema a). Valkalickém prostfedi vznikd amin kondenzaci nitroskupiny
s hydroxylaminem, ktery vznika pres azoxy- a hydrazoslouceniny. Po okyseleni vznika
koneény produkt amin. (schema b).

S

a)

NHOH NH,

b)

0]
’L+
NS
© E; x ©/ SN
+ — —
NO

NHOH
/H
/
H

+
H
—_—
NH,

Alkyl(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid ziskany v predeslé reakci byl preveden plsobenim
chloridu cinatého v prostiedi ethanolu®® na 2-(alkylsulfanyl)-5-methylanilin. Reakce
probihala v neutralnim prostredi pod dusikovou atmosférou.
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Schema reakce:

CHs CHs
snCl,

NO> NH,

2.3. Priprava 2-(alkylsulfanyl)-5-methylanilinium-chloridu

Ptiprava 2-(alkylsulfanyl)-5-methylanilinium-chloridu probéhla reakci v predchozim
kroku pFipraveného arylaminu s plynnym chlorovodikem® v suchém diethyletheru.
Produkt anilinium-chlorid byl bez dalSiho ¢isténi pouzit do nasledujici reakce.

Schema reakce:

CH3 CH3
HCI

NH, NH;' CI°

2.4. PFiprava arylguanidin(i

Novym zplsobem syntézy substituovanych arylguanidind je kyselé S$tépeni®® 2-
(arylamino)-4,6-dimethoxypyrimidinG,které byly pfipraveny spojenim arylbromida.

14



Mezi dal$i metody pfipravy arylguanidint patfi aminolyza 2-alkylisothiomoc&ovin®® Pfi
této reakci reaguje amin a 2-alkylisothiouroniova sul, vznika alkanthiol a odpovidajici
guanidin.

Metoda, ktera byla pouZita v experimentalni ¢asti byla reakce amoniové soli
(amoniaku) s kyanamidem?®®?*. Reakce probiha v roztoku, pfipadné v taveniné. Kyselé
prostfedi ve smési usnadniuje vznik guanidin(.

Schéma reakce:

CHj; CHj3
NCNR 'R’
R — R
s s R
. |
NH; Cl Nﬁ/N\ ,
R
H,N
1 2
R =H,CH,; R°=H,CH,
2.5. Celkové schéma syntézy
CH CH
CH, * sncl, ’
+ RSH —> R — R
-Hel s s
cl
NO, NO, NH,
CH, CH,
Hel NCAR 'R
—— R . R
s s R
NH;' CI N

1 2
R= CH3(CH2)15; R =H,CH3; R =H,CH3
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Pfi experimentdlni casti byly pouZity chemikdlie (hexandekanthiol, 4-chlor-3-
nitrotoluen, kyanamid a dimethylkyanamid) od firmy Sigma-Aldrich a rozpoustédla od
firmy Penta.

Na meéreni teplot byl pouZit mikrovyhifevny stolek Nagema Boétius. InfraCervena
spektra (dale IC) byla méfena na spektrofotometrech Nicolet Impact 400 a Nicolet
6700 FT-IR. Spektra nukledrni magnetické rezonance (dale NMR) byla méfena na NMR
spektrometru Varian VNMR S500v laboratofi VNMR NET na katedfe organické
a bioorganické  chemie. Jako rozpoustédla pro NMR byla pouiZita
deuteochloroform(CDCl;) a dimethylsulfoxid (DMSO). Hmotnostni spektra latek (dale
LRMS) byla méfrena na spektrometru AGILENT Technologies 500 lonTrap v ESI médu.

Jako staciondrni faze v tenkovrstvé chromatografii byly pouzity desky SILUFOL UV
254/336. jako mobilni faze byla pouZita soustava hexan:ethanol:triethylamin (8 : 1 :
0,5). Detekce probihala pod UV lampou pfi vinové délce 254 nm.

16



3.1. Priprava aktivni médi
Molarni hmotnost: 65,55 g/mol

Zn + CuSO,; = ZnSO, + Cu

NavaZzenych 60,00 g (0,240 mol) pentahydratu siranu meédnatého bylo rozpusténo
v240 ml horké vody. K ochlazenému roztoku bylo postupné pfidavano 18,00 g
(0,275 mol) praskového zinku. Po dvou hodinach byla smés dekantovana trikrat horkou
vodou a nékolikrat zfredénou kysenou chlorovodikovou, do té doby, nez ustal vyvoj

vvvvv

trikrat ethanolem. Méd’ byla po odfiltrovani a vysuseni pouzita do dalsi reakce.

17



3.2. Priprava hexadecyl(4-methyl-2nitrofenyl)sulfidu

Molarni hmotnost: 393,63 g/mol

CH;
CH;

15 - HCI 15

Cl NO,

NO,

K15,00g (0,087 mol) 4-chlor-3-nitrotoulenu bylo pfiddno 130 ml suchého
N,N - dimethylformamidu. Do smési bylo dale pridano 22,60 g (0,213 mol) bezvodého
uhli¢itanu sodného a 3,30 (0,501 mol) aktivhi médi adale 26,88 g (0,104 mol)
hexadekanthiolu. Reakéni smés byla zahtivana na olejové lazni pti teploté 155° C po
dobu 15 hodin pod ochranou atmosférou dusiku. Prlibéh reakce byl kontrolovan
pomoci tenkovrstvé chromatografie. Po skonceni reakce byla smés zfiltrovdna a po
ochlazeni byla k filtratu pfiddna voda. Surovy produkt byl ponechan v chladu
krystalovat. Produkt byl opakované cistén ze smési ethanol-voda.

Vytézek reakce: 27,74 g (80%)
Teplota tani produktu: 58,2 - 61,5 °C

Byla naméiena IC a NMR spektra: IC JK 1, NMR JK 1a, NMR JK 1b

18



hexadecyl(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid

IC spektrum JK -1
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'H NMR spektrum JK 1a: hexadecyl(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid
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hexadecyl(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid

3C NMR spektrum JK 1b
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3.3. Priprava 2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilinu

Molarni hmotnost: 363,65 g/mol

CHj, CH;
SnCl,

—_—
H30+CH2>‘S H3C+CH2>7S

15
NO, 15 NH,

K 10,00 g (0,025 mol) hexadecyl(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfidu bylo pfidano 28,65 g
(0,127 mol) dihydratu chloridu cinatého a 101 ml ethanolu. Reakcni smés byla
zahfivana pfi teploté 70° C po dobu 4 hodin pod ochranou atmosférou dusiku. Pribéh
reakce byl kontrolovan tenkovrstvou chromatografii. Po ochlazeni byla reakéni smés
zalkalizovana 10% roztokem hydroxidu sodného. Nasledné byla smés trikrat vytfepana
do ethyl-acetatu. Organické faze byly vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Po
prefiltrovani bylo rozpoustédlo oddestilovano a produkt byl pfecistén z ethanolu.

Vytézek reakce: 9,24 g (87%)

Teplota tani produktu: 32,0 -32,5°C

Byla namétena IC a NMR spektra: IC JK 2, NMR JK 2a, NMR JK 2b

22



n

LEL

Bls

2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanil

{}-tua) s1aguinu

oog 000k oozk 0orl 003k oogl 000z 0oge
e ——

009¢ ooez 0oog ooze oore 009 0ose ooy
L i e i B

62

9162

arez

394

S T ¥
=1

- 96

(00°0+LND) £10Z €4 1251 61 2aQ anL ~ FOL
3N ‘20IE2A 13PRIH A Jvd |

gt A i, ]

B9-dLY-ZM - 901

IC spektrum JK -2

v

23

ERIERENEISES




'H NMR spektrum JK 2a: 2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilin
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13C NMR spektrum JK 2b: 2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilin

wdd QF o€ ov 0s 09 oL 08 06 00T OTT O0ZT OE€ET OFT OST
,____,_g,_"‘_‘_,_” _,_m ____,_ ,_,__,__,7_,__m_,,__,_,,_,,__k,__,__f_,.,”_m,_.
| _ 7_ i ! [l ﬁ
_ _ W
| | | I
]
7 hi
| [ J -
| o
| _ i PR .
1 W W w
] | o ks o @ @
W e 11 L &y
~ w EER i
..LRHRS.Q_ uv./.
Sl R A o
© oo g e w
- B
o |
1 y/
| Ll
| s |
_ o P2
| i W
1 G B o
S
, o
| O
| o8
S 22
| M/ Lo
[ 3] g
w o
o :
=i nal = 3
SRt
Shiebmese ™ 8w
A hy U g RO ggn | BE e
e e 0B TGS ol i
Bl Wy e 0w g
= e w
L -
]

qd opo uru
£ q3
LS sSA
0 os
08T o
1014
o art
8°BET— ax
6°686% a3
S'pZ89 3%
9" PPS6T an
9°'668 das
AWT4SIaQ
pesn jou uz
06°T at
DNISSHEDONA
. sy
£ ap
u uat
u TF
SOV
000 0T vFTE
00E"TT ogmd
8000 asy
0z utds
[ 1 nn.mﬁm
0°szT dure g
IYIDE4S
u Jen
u spomjes
NOTIVINLYSHENE

€LTTT Fup
o amdp
m sawmOep
KXK wp
o Fop
TH up
WATINODIA
059°§ md
SS amds
6 ET6T Fo3
SOL"SZTT bxzs
£€T2 uy
HELLIHSNVHL
SPE 2
00s 3u
000°T ™
3 = sq
000LT qz
2€£659 du
6v0°T aw
0°0SETE e
NOILISINODW
dxs STT3
osup queatos
LTOZ LT TINLC a3ep
TIGHYS

Nogwvo pedxe

zar

25



3.4. Priprava 2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilinium-chloridu

Molarni hmotnost: 400,103 g/mol

CHj3
CHj,

HCl
— = HsC——CH,—}-S

NH. CI
15 3

NH,

5,00g (0,014 mol) 2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilinu bylo rozpusténo v 60 ml
suchého diethyletheru za chlazeni v ledové |azni, nasledné byla smés sycena plynnym
chlorovodikem. Smés byla nechdna v chladu krystalovat. Vznikly produkt byl vakuové
odfiltrovan a pouzit do dalsi reakce.

Vytések: 5,27 g (96%)

Bylo naméreno IC spektrum: IC JK 3
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3.5. Priprava 2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]guanidinum-nitratu

Molarni hmotnost: 468,61 g/mol

CH CHs
CHs 3 _
NH,CN HNO NO;4
—= Lc cH)—s — H3C+CH2)—S
HyC CH2>—S 3 2 15 +
¢ 15

15 NH, \(NH2

NH, NH,

0,14 g (3,5.10”* mol) 2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilinium-chloridu bylo smichano
50,0175 g (4,22.10* mol) kyanamidu pfi laboratorni teploté. Smés byla poté zahfivana
po dobu 45 minut pri teploté 120°C. Prlibéh reakce byl kontrolovan tenkovrstvou
chromatografii. Po ochlazeni byla tavenina rozpusténa v teplé vodé. Nasledné byla
okyselena kyselinou dusi¢nou do kyselé reakce a byla ponechana v chladu krystalovat.
Krystaly byly vakuové odfiltrovany a opakované cistény ze smési ethanol-voda.

Vytézek: 0,07 g (44%)
Teplota tani: 56,4 — 59,5°C

Byla zmé&tena IC, NMR a hmotnostni spektra: 1€ JK P1, NMR JK P1a, NMR JK P1b,LRMS
JKP1

LRMS(ESI) m/z 406,4 [M+H]"
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'H NMR spektrum JK Pla: 2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]guanidinum-nitrat
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2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]guanidinum-nitrat

3C NMR spektrum JK P1b
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LRMS JK P1: 2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]guanidinum-nitrat
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3.6. Priprava 2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]-1,1-
dimethylguanidinu

Molarni hmotnost: 433,68 g/mol

CHj3

CH;
HsC%CHZ%S H3C%CH29»S CHs
15 - 15 l

NH;' ClI AN
\r CHs

HoN

2,03 g (0,005 mol) 2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilinium-chloridu bylo smichano
s0,61 ml (0,0057 mol) dimethylkyanamidu pti laboratorni teploté. Smés byla ddle
zahfivana po dobu 45 minut pfi teploté 120°C. Prlibéh reakce byl kontrolovdn
tenkovrstvou chromatografii. Po ochlazeni byla vznikla hmota rozpusténa ve vodé
a zalkalizovana 10% roztokem hydroxidu sodného. Smés byla pétkrat vytfepana do
ethyl-acetdtu. Spojené organické faze byly vysuseny bezvodym siranem sodnym
a vakuové oddestilovany. Surovy produkt byl opakované ¢istén krystalizaci z hexanu.

Vytézek: 1,06 g (42%)
Teplota tani: 58,8 — 59,1°C

Byla zméfena IC a NMR a hmotnostni spektra: 1€ JK P2, NMR JK P2a, NMR JK P2b,
LRMS JK P2

LRMS (ESI) m/z 434,7 [M+H]*
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'H NMR spektrum JK P2a: 2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]-1,1-dimethylguanidin
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2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]-1,1-dimethylguanidin

3C NMR spektrum JK P2b

wdd 0€E oy 0S 09 oL 08 00T OTT O0ZT OE£T OFT OST
s B B S e 6 I B T T | I N I S I ,,IEV‘” ,L. _L’_“ x_|_’ L|>|_ S LL’ 1 [r , L ._|.|__
Y 3k ! * z ﬁ_ ﬁ T==E
| yd opo umx
_ I T3
_ = 2 0 oL9 sS4
o bl
7 - uo w ﬂ 8 o
| o= gt om
i H LoTa
& Al B e 0 at
RN = “ sators =
S N W m I z°8L96 dzz
@ m a w Te £°I8PTIT 133
o8 % 4 e @ £°0TT8T an
L S B2 6°SBZT ds
//// Dy AVTIdsTa
~ . o .

- 3 i pesn jou ug
| o s 2 4 0s'T qt
| AR ONISSEDONA

v o & uu sq
N W w0
- X dp
u ut
u 4
] sovTa
7 000°0T eITE
= D0E"TT 06Md
RO < e
s e g 80070 asyg
hd o
- b (] & “ i 0z urds
@ % & 0g ureb
&
e 0°sz durs
2 TYIOmAs
u 30M
u spourjes
NOIIVNALYSTIE

ELTTT Jup
ov amdp
" @aeMOSD
AAK wp
o Jop
TH up
¥ETAN0DET
0§9°5 md
€S xmdy
6"ET6T Fo3
SO0L"SET bi3s
€12 u3
WALLIWSNYEL
wLE EE
00s Ju
000°T P
T sq
000LT a3
9€5S9 du
6%0°T ae
070SZTE ms
NOILISINDDY
) STT3
£1opP2 JTSATOS
LTOZ €T 320 a3ep
ATINYS

NOHYVYD g6dxe

e

36



2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]-1,1-dimethylguanidin

LRMS JK P2
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4. DISKUSE

Prvnim krokem syntézy byla reakce hexandekanthiolu s 4-chlor-3-nitrotoluenem.
Vznikly hexadecyl(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid byl nasyntetizovan ve vytézku 80%.
Produkt byl nékolikrat ¢istén krystalizaci ze smési ethanol-voda. Cistota byla
kontrolovana pomoci tenkovrstvé chromatografie a teplotou tani.

Druhym krokem byla redukce nitroskupiny na aminoskupinu. Reakce probihala bez
potizi ve vytézcich kolem 86%.

Dalsim krokem byl pfevod aminu na amoniovou sll. Reakce byla provddéna sycenim
plynnym chlorovodikem za chlazeni v ledové |azni. Vytézky reakce byly vysoké-96%.

Poslednim krokem syntézy byla reakce amoniové soli s kyanamidem nebo
dimethylkyanamidem. Vytézky reakci byly nizsi kolem 43%. PrUbéh reakci byl
kontrolovan tenkovrstvou chromatografii. Problémy u nemethylovanych guanidin(
nastaly pfi rekrystalizaci, kde jsme potfebovali najit vhodné rozpoustédlo. Vysledny
nemethylovany guanidin byl rozpustén ve smési ethanol-voda a okyselen nékolika
kapkami kyseliny dusi¢né. Nizsi vytézky mohly byt zplsobené téZz opakovanou
krystalizaci. Dimethylovany guanidin byl isolovan odliSnym zplsobem. Surovy produkt
dispergovany ve vodé byl zalkalizovan roztokem hydroxidu sodného a ndsledné byl
nékolikrat vytfepan do ethyl-acetatu. Po vysuseni roztoku a odpareni rozpoustédla na
vakuové odparce byly ziskany krystaly, které byly opakované precistény krystalizaci
z hexanu. Tento postup mohl zpUsobit nizsi vytézek.

Latka 2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]-1,1-dimethylguanidin byla na katedre
biologickych a lékafskych véd na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové testovana na
antifungalni a antimikrobialni aktivitu. Bylo zjisténo, Ze tato latka ma antimikrobni
ucinek proti Staphylococcus aureus (MIC/ICys za 24h = 15,62 umol/l; za 48h = 62,5
umol/l), Staphylococcus epidermidis (MIC/ICos za 24h = 31,25 umol/l; za 48h = 125
umol/I) a Enterococcus faecalis (MIC/ICys za 24h = 31,25 umol/l; za 48h = 125 pmol/I).
Antifungalni aktivita proti testovanym kmenlm Candida spp., Aspergillus spp., Absidia
corimbifera a Trichophyton interdigitale se neprokazala. Latka 2-[2-(hexadecylsulfanyl)-
5-methylfenyl]guanidinum-nitrat byla taktéZz poslana na testovani na antifungalni
a antimikrobidlni aktivitu. Tato latku se vsSak nepodafilo rozpustit v DMSO, proto
testovani neprobéhlo.
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5. ZAVER

Vramci této bakaldrské prace bylo nasyntetizovdno pét dosud v literature
nepopsanych latek:

hexadecyl(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid
2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilin
2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilinium-chlorid
2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]guanidinum-nitrat

2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]-1,1-dimethylguanidin

39



6. POUZITA LITERATURA

10.

11.

12.

Buchta, V.; Slezdk, R.; Spacek, J.; Kostilova, M.: Souc¢asné moznosti lécby
koZznich a slizni¢nich mykdz, Klin. Farmakol. Farm. 2008, 22(2), 72-80.

Hanu$ Rozsypal: Systémova antimykotika, Klin. Farmakol. Farm. 2008, 22(1),
40-44.

Braunerovd, G.; Buchta, V.; Silva, L.; Kunes, J.; Paldt, K.: Synthesis and in vitro
antifungal activity of 4-substitued phenylguanidinium salts, Farmaco, 2004, 59
(6), 443-450.

Saczewski, F.; Balewski, L.: Biological activities of guanidine compounds, 2008 —
2012 update, Expert Opin. Ther. Patents, 2013, 23(8), 965-995.

Manetti, F.; Castagnolo, D.; Raffi, F.; Zizzari, A. T.; Rajamaki, S.; D’arezzo, S.:
Synthesis of new linear guanidines and macrocyclic amidinourea derivatives
endowed with hight antifungal activity against Candida spp. And Aspergillus
spp., J. Med. Chem., 2009, 52(53), 7376-7379.

Lamb, G.: Dodecylguanidine salts as fruit-tree fungicides, US Pat. 2867562.

Mo, S., Krunic, A.; Pegan, S. D.; Franzblau, S.G.; Orjala, J.; D’arrezo, S.; Visca, P.:
An antimicrobial guanidine-bearing sesterpene from the cultured
cyanobacterium Scytonema sp., J. Nat. Prod., 2009,72 (11),2043-2045.

Espinoza-Moraga M.; Njuguna, N. M.; Mugumbate, G.; Caballero, J.; Chibale,
K.; D’arezzo, S.: In silico comparison of antimycobacterial natural products with
known antituberculosis drugs., J. Chem. Inf. Model., 2013, 53 (3), 649-660.

Patel D., Kumari P., Patel N.B.: In vitro antimicrobial and antimycobacterial
activity of some chalcones and their derivatives.,Med. Chem. Res., 2013, 22,
726-744.

Choi H., Kim K. J., Lee D. G.: Antifungal activity of the cationic antimicrobial
polymer-polyhexamethylene guanidine hydrochloride and its mode of action.,
Fungal Biol., 2017, 121, 53-60.

Shuimu Lin,Wan Ling Wendy Sin,Jun-Jie Koh,Fanghui Lim,Lin Wang,Derong Cao,
Roger W. Beuerman,Li Ren,Shouping Liu: Semisynthesis and Biological
Evaluation of Xanthone Amphiphilics as Selective, Highly Potent Antifungal
Agents to Combat Fungal Resistance.,). Med. Chem., 2017,60, 10135-10150.

McMurry J.: Organicka chemie, Vutium, Brno 2004, s.655.

40



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Cervinka O., Dédek V., Ferles M.: Organicka chemie. SNTL, Praha 1980, s5.384.

M. Uher, K. Antos, P. Kristian, L. Drobnica: Izotiokyanaty (XVIII)Syntéza a
infraCervené spektra (p-izotiokyanatofenyl)-alkylsulfidov a (p-
izotiokyanatofenyl)alkylsulfénov, Chem. Zvesti 1967, 21, 44-56.

H. Becker a kol.: Organicka synthesa (Organikum). Academia, Praha 1971,
s.546.

Bellamy, F. D.; Ou, K.: Selective reduction of aromatic nitro compounds with
stannous chloride in non acidic and non aqueous medium, Tetrahedron Lett.,
1984, 25(8), 839.

Paldt K., Jedina V., Dudek V., Vrba C.: Studies on local anestetics. XXV. Basic
esters of diphenylcarbamic acids, Il, Ceskoslov. Farm., 1959, 8, 569.

Shaw, Julian W.; Grayson, David H.; Rozas, Isabel ,:Cleavage of 2-(Arylamino)-
4,6-dimethoxypyrimidines To Yield Arylguanidines, Eur. J. Org. Chem., 2014,
3565—-3569.

Kiselev, L. A.; Shvetsova-Shilovskaya, K. D.; Khanina, L. N.; Melnikov, N. N.:
Organic insectofungicides. Il. Derivatives of guanidine., Zh. Org. Khim., 1968,
4(3), 469.

R.H. McKee: On the oxygen ethers of urea, Am. Chem. J., 1901, 26, 209-264.

Goldin, Stanley M.; Fischer, James B.; Knapp, Andrew Gannett; Reddy, N.
Laxma; Berlove, David; Durant, Graham J.; Katragadda, Subbarao; Hu, Lain-yen;
Magar, Sharad; Fan, Wenhong; et al.: Therapeutic guanidines,
U.S. (2001), US 6288123.

41



	ABSTRAKT
	ABSTRACT
	1. ÚVOD A CÍL BAKALÁŘSKÉ PRÁCE
	2. TEORETICKÁ ČÁST
	2.1. Příprava sulfidů
	2.2. Redukce nitrosloučenin
	2.3. Příprava 2-(alkylsulfanyl)-5-methylanilinium-chloridu
	2.4. Příprava arylguanidinů
	2.5. Celkové schéma syntézy

	3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
	3.1. Příprava aktivní mědi
	3.2. Příprava hexadecyl(4-methyl-2nitrofenyl)sulfidu
	3.3. Příprava 2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilinu
	3.4. Příprava 2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylanilinium-chloridu
	3.5. Příprava 2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]guanidinum-nitratu
	3.6. Příprava 2-[2-(hexadecylsulfanyl)-5-methylfenyl]-1,1-dimethylguanidinu

	4. DISKUSE
	5. ZÁVĚR
	6. POUŽITÁ LITERATURA

