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Abstrakt

Disertacni prace se zabyva syntézou a hodnocenim kvartérnich amoniovych soli.
V teoretické Casti popisuje chemickou strukturu téchto latek, jejich fyzikalné-chemické

vlastnosti a dekontaminacni schopnosti.

Experimentalni ¢ast se zabyva pfedevs§im syntézou novych kvartérnich amoniovych
soli, ale 1 rozSifenim spektra o latky na bazi bézn¢ pouzivanych latek (soli benzoxonia).

V préci je zahrnuta ptiprava mono-kvartérnich i bis-kvartérnich derivatu.

Dalsi ¢ast experimentalni prace se zaméfuje na dekontaminacni schopnosti KAS,
stanoveni kritick¢é micelarni koncentrace jako zdkladni fyzikalné chemické vlastnosti
téchto tenzidi a stanoveni cytotoxicity jako jejich zdkladni biologické vlastnosti. Jako
charakteristiky potenciadlné¢ dekontaminacnich vlastnosti biologického charakteru byly
dale zafazeny metody pro stanoveni minimalni inhibi¢ni a baktericidni koncentrace na
vybranych planktonnich forméach bakterii a stanoveni minimalni biofilm eradikujici
koncentrace na dvou bakteridlnich biofilmech. Okrajové se tato prace zabyva takeé
hodnocenim antivirové u¢innosti na mySim cytomegaloviru a novém typu koronaviru.
Vyse zminéné stanoveni kritické miceldrni koncentrace je nezbytné pro stanoveni
hydrolytické t¢innosti vybranych KAS na modelové organofosforové latce fenitrothion

a slouzi tedy k charakterizaci dekontaminac¢nich vlastnosti chemického charakteru.

Piipravené latky maji urcité strukturni rysy, které jsou nezbytné pro jejich
antimikrobidlni a hydrolytickou u¢innost. Jedna se pfedevs§im o pfitomnost kvartérniho
dusiku, hydroxyethylovych skupin a dlouhého alkylového fetézce (v pripadé mono-
kvartérnich derivata Ci2-Cie, v ptipadé bis-kvartérnich derivata Cs-Ci2). Latky s nejvyssi
ucinnosti jsou nejvhodnéjsimi kandidaty pro pfipravu dekontaminacnich smési proti

biologickym i chemickym Cinitelm.

Kli¢ova slova

Syntéza; kvarterni amoniové soli; dezinfekce; dekontaminace; antimikrobidlni

pusobeni; biofilmy; hydrolyza



Abstract

The thesis deals with the synthesis and evaluation of quaternary ammonium salts. The
theoretical part describes the chemical structure of these substances, their physico-

chemical properties and decontamination capabilities.

The experimental part deals mainly with the synthesis of new quaternary ammonium
salts, but also with the extension of the spectrum of commonly used substances
(benzoxonium salts). The research work includes the preparation of mono-quaternary and

bis-quaternary derivatives.

The following part of the experimental work focuses on the decontamination capabilities
of CAS, the determination of the critical micellar concentration as a fundamental
characteristic of these surfactants and the determination of cytotoxicity as their
fundamental biological characteristic. Methods for determining the minimum inhibitory
and bactericidal concentration on selected planktonic forms of bacteria and determining
the minimum biofilm eradicating concentration on two bacterial biofilms were also
included as characteristics of potentially decontaminating properties of a biological
nature. This work also deals with the evaluation of antiviral activity on murine
cytomegalovirus and new type of coronavirus . The above-mentioned determination of
the critical micellar concentration is necessary to determine the hydrolytic activity of

selected CAS on the model organophosphorus substance fenitrothion.

The prepared substances have certain structural characteristics that are necessary for
their antimicrobial and hydrolytic activity. This is mainly the presence of quaternary
nitrogen, hydroxyethyl groups and a long alkyl chain (in the case of mono-quaternary
derivatives Ci12-Cig, in the case of bis-quaternary derivatives Cg-Ci2). The most effective
substances are the most suitable candidates for the preparation of decontamination

mixtures against biological and chemical agents.
Keywords

Synthesis, quaternary ammonium salts, disinfection, decontamination, antimicrobial

effect, biofilms
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Seznam pouzitych zkratek
ACN — acetonitril
ATB — antibiotikum
B-agens — biologické agens
CFU - jednotky tvortici kolonie (z angl. colony forming units)
CMC — kriticka micelarni koncentrace
DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMF — dimethylformamid
DNA - deoxyribonukleova kyselina
EPS — extracelularni polymerni substance

ESBLs — beta-laktamazy s rozSifeny spektrem (z angl. extended spectrum beta-

lactamases)

EtOH — ethanol

HRMS — hmotnostni spektrometrie (z angl. high resolution mass spektrometry)
CHO-K1 — ovarialni bunky kiecka ¢inského (z angl. Chinese hamster ovary-subtyp)
KAS — kvartérni amoniova stl

LVS — Zivy vakcina¢ni kmen (z angl. live vaccine strain)

MBEC — minimélni biofilm eradikujici koncentrace

MCMYV — mysi cytomegalovirus

MeOH — methanol

MHB — Mueller Hinton bujon

MIC — minimdlni inhibi¢ni koncentrace

MK — micelarni katalyza

NMR — nukledrni magnetické resonance

OD - opticka denzita

PAL — povrchové¢ aktivni latka



PBS — fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)
SARS-CoV-2 — severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
TBABTr — tetrabutylamonium-bromid

TBACI — tetrabutylamonium-chlorid

TCID50 — 50% infekéni davka pro tkanové kultury (z angl. median tissue culture

infectious dose)
TLC — tenkovrstva chromatografie (z angl. thin layer chromatography)

VL — vychozi latka
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1 UVOD

Synteticky ptipravené antimikrobialni latky jsou zndmy z ptelomu 19. a 20. stoleti.
Do té doby bylo k oSetfeni ran, dezinfekci a 16¢bé mikrobidlnich onemocnéni pouzivano
predevsim latek ptirodniho ptivodu (ktra z chinovniku na 1é€bu malarie, vrbova kiira na

1é¢bu horecky, stfibro na dezinfekci vody apod.) !,

Mezi prvni chemické dezinfekce se tadi chlor v plynném stavu, pouzivany
k vykufovani nemocnic, chlorovy bélici roztok a chlorové vapno. Vyznamnou latkou
tohoto obdobi byl fenol, objeven F. F. Rungem, ktery ho ziskal z uhelného dehtu, avSak
jeho dezinfekéni ucinky byly publikovany az roku 1867 J. Listerem v ¢asopise Lancet.
Dale bychom mohli zminit tzv. Lugoliv roztok, pfipraveny roku 1829 J. Lugolem
smisenim jodu a jodidu draselné¢ho ve vodé. Pozdéji vznika i ethanolovy roztok jodu a
jodidu draselného znamy jako jodova tinktura. Mezi dalsi vyznamné latky tohoto obdobi
patii bezesporu alkohol, peroxid vodiki, ozon, formaldehyd aj. 3. Zasadnim objevem
moderni mikrobiologie je bezesporu penicilin (objeven roku 1928 A. Flamingem, poprvé
podan pacientovi roku 1940), z hlediska chemie je vSak prvni chemicky pfipravenou

latkou Salvarsan (1910 P. Ehrlich) u¢inny na syfilis 7.

Se vznikem novych
antimikrobialnich latek souvisi 1 vznik mikrobidlni rezistence, ktera byla poprvé
zaznamenana roku 1941, coz je pouhy rok od podéani penicilinu prvnimu pacientovi. Od
t¢ doby bylo pfipraveno obrovské mnozstvi antimikrobialnich latek s rozdilnou

strukturou i aktivitou ®.

Problém mikrobidlni rezistence vSak stidle pretrvavd. Souvisi predevsim
s naduzivanim antibiotik (ATB), zvySujicim se pouzitim antibiotik v potravinaiském
pramyslu a piedepisovanim Sirokospektrych antibiotik tam, kde sta¢i ATB tuzkospektra.
Pro zvySeni kvality pouzivani antimikrobialnich latek jiz mnoho stati zavedlo tzv.
antibiotickou politiku. Ta si klade za cil, aby byla lécba U€innd, bezpecna a nakladove

efektivni s minimalnim vzestupem rezistence *'°.

Mezi latky s vysokou antimikrobidlni uc¢innosti a relativné nizkym rizikem vzniku
rezistence spocivajici v moznosti pouziti vysoce u¢inné struktury latek ve velmi nizkych
koncentracich patii kvarterni amoniové soli (KAS), jejichz antimikrobialni uc¢inek byl
popsan uz v roce 1935 némeckym lé¢katem G. Domagkem. Vzhledem k mechanismu
ucinku KAS, tedy pisobeni na membranu patogennich mikroorganismli, mohou tyto
latky zasahnout nejen bakterie, ale i strukturu obalenych virti a vétSiny hub, maji tedy

Gi¢innost antibakterialni, antivirovou a antifungalni '''2. V posledni dobé byla u t&chto
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latek zaznamenéna také schopnost rozkladat nékteré toxické chemické latky. Diky
své struktuie jsou schopny pusobit jako tzv. micelarni katalyzatory a usnadiiovat napf.

13-16

hydrolyzu organofosforovych sloucenin Latky tak predstavuji potencialné

komplexni dekontaminacni ¢inidlo.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 KVARTERNI AMONIOVE SOLI (KAS)

Kvartérni amoniové soli obsahujici ve své molekule alesponi jeden lipofilni alkylovy
fetézec se fadi mezi kationické povrchové aktivni latky (PAL), neboli kationické tenzidy.
Z anglického surface active agents se rovnéz pouziva nazev surfaktanty. Pro své
rozmanité vlastnosti nachazi dlouhodob¢ uplatnéni v riiznych priimyslovych odvétvich
(farmaceuticky, chemicky, potravinafsky, textilni) '7-1°.

2.1.1 CHEMICKA STRUKTURA

KAS jsou latky amfifilni povahy, coz znamend, ze ve své struktufe obsahuji
hydrofilni i hydrofobni ¢ast a vykazuji velky dipolovy moment. Struktura KAS je
charakterizovana pfitomnosti kladn€ nabitého hydrofilniho dusikového jadra. Kvartérni
dusik mtiZe stat jako samostatny heteroatom se ¢tyfmi riznymi substituenty (obr. €. 1.1),
nebo muze byt soucasti heterocyklu a nést dalsi dva rGzné substituenty (obr. ¢. 1.2).
Hydrofobni ¢ast molekuly zastupuje vzdy dlouhy alkylovy fetézec. VySe popsana
struktura KAS je nezbytna pro jejich povrchovou aktivitu a antimikrobidlni ucinky (viz
dale). Z praxe je znamo, ze nejvyssi antimikrobidlni u¢innost maji fetézce se sudym
poc¢tem uhlikl a délkou 10, 12, 14, 16 a 18. Ackoliv toto plati i pro fetézce s lichym
dominuji fetézce se sudym poctem uhlikti. Dal§imi substituenty na dusiku jsou nejcastéji

methyl, hydroxymethyl, ethyl, hydroxyethyl apod **%.

Existuji vSak 1 slouceniny se dvéma kvartérnimi dusiky spojenymi jednim dlouhym
alkylovym fetézcem (obr. ¢. 1.3), v této praci oznafené jako bis-kvartérni KAS,
slouceniny se dvéma dlouhymi alkylovymi fetézci na jednom dusiku (obr. ¢. 1.4), nebo
se dvéma dlouhymi alkylovymi fetézci na kazdém dusiku spojeny kratkym ¢i dlouhym
linkerem (obr. ¢. 1.5). Posledni popsané latky jsou oznacovany jako tzv. gemini
surfactants a Casto maji lepsi smaceci a povrchové aktivni vlastnosti a biologickou
odbouratelnost nez jejich mono-kvartérni ekvivalenty. Piipravou gemini surfactants a
bis-kvartérnich derivati se vyznamné snizi koncentrace potiebnd pro snizeni

povrchového napéti a tim dochdzi i ke zvyseni jejich antimikrobialnich vlastnosti 242
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HO

Cl-

Obrazek ¢. 1.1

Obrazek ¢. 1.2

Obrazek ¢. 1.3

Obrazek ¢. 1.4

2Br-

HO
Obrazek ¢. 1.5

Obrazek €. 1: Typy kvartérnich amoniovych soli. Obrazky ¢. 1.1, 1.2, 1.3 a 1.4 zobrazuji
strukturni typy latek ptipravenych v rdmeci této disertacni préace, latka na obrazku €. 1.5 je
pouze modelovou strukturou. U vSech latek je vyznacena hydrofilni ¢ast molekuly tzv.
,hlava® (modrd) a hydrofobni ¢ast molekuly tzv. ,,ocas® (zlutd). Vytvofeno pomoci

BioRender.com
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2.1.2 FYZIKALNE-CHEMICKE VLASTNOSTI KAS

Chemicka struktura KAS zasadné ovlivituje fyzikalné-chemické vlastnosti, a tedy
naslednou praktickou vyuzitelnost téchto latek. Jedna se napt. o povrchovou aktivitu,
rozpustnost ¢i  hydrofilné-lipofilni rovnovdhu zavisejici nejcastéji na délce
uhlovodikového fetézce. Tyto vlastnosti potom zdsadné ovliviiuji schopnost tvofit

micely, které jsou zakladnim pfedpokladem komplexni dekontamina¢ni ti¢innosti KAS.

2.1.2.1 POVRCHOVE NAPETI

Jde o typ mezifazového napéti v systému kapalina/plyn, nejcastéji voda/vzduch.
Povrchové napéti je definovano jako sila piisobici na jednotku plochy, oznacuje se
symbolem y s jednotkami N.m™! dle SI. Diivodem vzniku povrchového napéti je snaha

cvwvr

Z vngjsich faktorGt mé vyznamny vliv na povrchové napéti pouze teplota. S rostouci

teplotou povrchové napéti klesa a pii dosazeni kritické teploty se rovna nule 2628,

KAS jsou latky schopné povrchové napéti snizovat. Tento vztah je definovan pomoci
Szyszkowského rovnice, ktera popisuje zavislost mezi koncentraci tenzidu a
povrchovym napétim. Rovnice udéava, ze s rostouci koncentraci tenzidu povrchové napéti

klesa:

v — povrchové napéti roztoku

Yo — povrchové napéti ¢istého rozpoustédla

¢ — koncentrace rozpusténé latky

A — konstanta, stoupajici s rostoucim poctem uhlikovych atomt v fetézci

B — konstanta, stejna hodnota pro danou homologickou fadu 2%

Usporadanim hydrofilnich a hydrofobnich ¢asti molekuly na rozhrani fazi dojde ke
snizeni povrchového napéti. Toto snizeni je vysvétleno narusenim struktury vody
hydrofobni ¢asti molekuly a vylouc¢eni zménou orientace nékterych casti molekuly na
rozhrani fazi. V roztoku vznikne tzv. monomeolekularni vrstva, kdy hydrofilni ¢asti drzi

molekulu ve vodném roztoku a hydrofobni ¢4sti sméfuji ven 2031,

Vztah mezi délkou uhlovodikového fetézce a povrchovou aktivitou dané latky
popisuje tvz. Traubeho pravidlo, které definoval v 80. letech 19. stoleti némecky chemik

Isidor Traube 2. Traubeho pravidlo ik, Ze s rostouci délkou uhlovodikového fetézce
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dochdzi ke zvySeni povrchové aktivity. Traube dale zjistil, Ze molarni koncentrace
homologické fady PAL, kterd je potfebnd ke sniZzeni povrchového napéti vody, klesa
zhruba ttikrat s kazdou dalsi ptidanou CH» skupinou v dlouhém alkylovém ftetézci. To
znamend, ze potifebujeme zhruba tfikrat nizSi koncentraci latky s delSim alkylovym
fetézcem, abychom snizili povrchové napéti na stejnou hodnotu jako latka ze stejné
homologické fady, kterd je o jednu CH> skupinu kratsi. 333,

2.1.3 MICELY

Dalsi vyznamnou vlastnosti PAL je schopnost tvofit micely. Micely nachézi Siroké
uplatnéni v oboru organické chemie, biochemie, biologie nebo farmaceutické
technologie. Diky specifické struktuie plsobi jako katalyzatory nékterych organickych
reakci, jsou schopné simulovat biologické membrany ¢i globularni proteiny, nebo se

vyuzivaji jako nosice 1é¢iv pro cilenou distribuci v organismu >°.

2.1.3.1 KRITICKA MICELARN{ KONCENTRACE

Pro vznik micel je nezbytné dosdhnout tzv. kritické miceldrni koncentrace (CMC).
Pod touto koncentraci jsou v roztoku molekuly PAL pfitomny jako monomery. Pfi
piekroceni CMC dochézi ke shlukovani jednotlivych monomer a vznikaji koloidni

soustavy nazyvané micely 3738,

Pocet monomerii tvoticich jednu micelu je definovan pomoci agregaéniho ¢isla.
Agregaéni Cislo zavisi na struktufe micely, roste s rostouci délkou uhlovodikového
fetézce a klesa se zvétSujici se plochou poldrni ¢asti monomeru PAL tvoticiho micelu. U
neionickych PAL se toto Cislo pohybuje v fadu tisicli, zatimco micely z ionickych PAL

jsou tvoreny desitkami &i stovkami monomeri %37,

Hodnotu CMC ovliviiyje struktura PAL, kdy s rostouci hydrofobicitou latky dochazi
ke snizeni CMC ve vodnych roztocich. Tento vztah struktury a CMC popsal Klevens,
ktery ftika, ze logaritmus CMC se linearné snizuje s rostouci hydrofobicitou

uhlovodikového fetézce:
log(CMC) = A—Bn

n — pocet uhlikll v uhlovodikovém fetézci

A, B — konstanty pro konkrétni homologickou fadu a teplotu 4042

Hodnoty CMC se také lisi u PAL s riznou hydrofilni ¢asti. lonické PAL maji vyssi

hodnoty CMC nez neionické PAL se stejnou délkou uhlovodikového fetézce *°.
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CMC také zvySuje rozvétveni fetézce, piitomnost dvojnych vazeb nebo pfitomnost
poléarni skupiny v fetézci 4.

cvwvr

tvofi micely, se nazyva Krafftova teplota. Pod hodnotou Krafftovy teploty jsou
monomery latky nedostate¢né rozpustné a vznikd nasyceny roztok s koncentraci nizsi,
nez je CMC. S rostouci teplotou vSak rozpustnost latky roste a v okamziku dosazeni
Krafftovy teploty dojde k piekroceni CMC a vzniku micel. Toto pravidlo plati pro PAL

ionické, v ptipadé neionickych PAL se CMC s rostouci teplotou snizuje *>*7.

vlastnost

povrchové

napéti
f‘”ﬂf- ,’. I.
ny
Vet
Oy Osy

koncentrace

Obrazek €. 2: Zmény jednotlivych velicin pii dosazeni CMC. Hustota, osmoticky
tlak, viskozita a turbidita se po ptekroceni CMC a vytvoieni micel v roztoku zvysi.
Naopak molarni vodivost a povrchové napéti se snizi. Zména molarni vodivosti nebo

povrchového napéti se asto vyuziva ke stanoveni CMC. Pfevzato z Sojdrova *8

2.1.3.2 VZNIK A STRUKTURA MICEL

Se zvySujici se koncentraci PAL ve vodném roztoku dochazi k jejimu hromadéni na
rozhrani fazi. Pfi nasyceni povrchu kapaliny (pfekroceni CMC) nastava
spontanni agregace monomeru PAL a vytvofi se micely. Vznik micel je podminén
pritomnosti hydrofobni ¢asti molekuly. Okolo dlouhého uhlovodikového fetézce PAL
dochdazi k uspotfadani molekul vody, coz mé za nasledek sniZeni entropie. Pii agregaci
monomerid PAL do micely sméfuji dlouhé uhlovodikové tetézce dovnitt micely a
hydrofilni hlavy se orientuji do vodného prostfedi, tim dojde ke zpétnému snizeni
uspotfadani molekul vody okolo hydrofobniho fetézce, ktery pro ni jiz neni piistupny,

vysledkem je opétovny nartst entropie. Ionické PAL v roztoku disociuji na povrchové
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aktivni anionty nebo kationty, zatimco neionické PAL obsahuji ve svych fetézcich polarni

neionogenni skupiny umoziujici rozpustnost téchto slou¢enin %,

Micely jsou dynamické systémy, u nichz neustale dochazi k vyméné monomert PAL
mezi micelou a prostiedim. Strukturu micely mtizeme spiSe odhadovat nez piesné urcit.
Navic vysledna velikost a tvar zavisi na né¢kolika faktorech, témi nejvyznamnéjSimi jsou

struktura PAL, koncentrace, teplota a mezimolekularni sily 4!,

Zjednodusen¢ muzeme fici, ze s rostouci koncentraci PAL v roztoku dochazi nejprve
ke vzniku monomolekularni vrstvy (obr. ¢. 3.1) na rozhrani fazi voda/vzduch, pfi
piekroceni CMC dochézi ke vzniku sférickych micel (obr ¢. 3.2), malych kulovitych
agregatl. Tyto micely byvaji oznacovany jako tzv. Hartleyovy micely, podle G. S.
Hartley, ktery v roce 1936 navrhl jejich strukturu. Popsal je jako kulovité agregaty, jejichz
polomér je priblizné roven délce uhlovodikového fetézce. Tento popis a schéma, ackoli
se dnes stale pouziva pro znadzornéni struktury micely, v§ak neni zcela pfesny. Mnohem
pravdépodobnéjsi je, ze se uhlovodikové fetézce monomert v micele prekryvaji a polarni
¢asti nejsou v tak pravidelném kruhovém uspotadani, tudiz urcita ¢ast vody castecné

pronika do micely 23,

Pti narGstajici koncentraci PAL se polarni ¢asti i uhlovodikové fetézce zac¢inaji rovnat
do vodorovné tfady a vytvari tak valcovité micely, které se po dosazeni jeSté vyssi
koncentrace mohou seskupovat do tzv. hexagonalnich micel (obr. ¢. 3.3), jejichz
struktura vychazi z nematického kapalného krystalu, kdy jednotlivé valce micel jsou

paraleln& rovnobé&zné, avsak nejsou usporadany ve vrstvach 3%,

Po ptidani jesté vétSiho mnozstvi PAL vzniknou lamelarni micely (obr €. 3.4), které
vytvaii dvé rovnobézné vrstvy s hydrofobnimi uhlovodikovymi fetézci smétujicimi
dovniti a hydrofilnimi ¢astmi vytvafejicimi svrchni plochu lamely. Tyto lamely

s hydrofilni vn&jsi vrstvou se na sebe mohou rovnobézné skladat >°.
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1. monomolekularni vrstva

2. sféricka micela

3D lamelarni micely

3. hexagonalni micely

4. lemalarni micely

Obrazek ¢. 3: Tvary micel vznikajici pti zvySujici se koncentraci (¢1) tenzidu ve vodném
prostiedi. Hydrofilni ¢asti PAL jsou zndzornény modre, uhlovodikové fetézce oranzove.

Vytvotfeno pomoci BioRender.com

Pokud zvySujeme koncentraci PAL v nepolarnim prostfedi, dochdzi ke vzniku tzv.
reverznich micel, kdy hydrofilni ¢asti smétuji dovniti micely a uhlovodikové fetézce ven

do nepolarniho prostiedi °’.

Reverzni micela

Obrazek ¢. 4: Reverzni micela v nepolarnim nebo velmi slabé polarnim prostiedi.
Hydrofilni skupiny jsou orientovany k sob¢ a vytvari tak polarni prostfedi, hydrofobni
uhlovodikové fetézce jsou orientovany do nepoldrniho prostiedi. Vytvoieno pomoci

BioRender.com
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2.1.3.2.1 MIKROSTRUKTURA MICELY

Micely tvofené ionickymi PAL vykazuji urcité elektrické vlastnosti koloidu.
V roztoku dochdzi k tomu, Zze hydrofilni kladn¢ nabitd jadra tvofici vnitini vrstvu a
zaporné nabité protiionty tvorici vnéjsi vrstvu vytvari elektrickou dvojvrstvu. Tato
kompenzace elektrickych naboji byla popsana modely podle Helmholtze, Gouye-

Chapmana a Sterna, jehoz model nejvice odpovida skutecnosti 3%,

Podle Sternova modelu mizeme mikroprostiedi micely rozd€lit na dvé vrstvy. Prvni
se oznacuje jako Sternova vrstva, ktera je tvofena ionty tésn¢ priléhajicimi k vnitini
vrstveé adsorpcnimi silami o plosné hustoté ndboje. Tato hustota je nizs§i nez ploSny naboj
vnitini vrstvy. Druhd, difiizni vrstva nebo také Gouyova-Chapmanova vrstva, je tvofena
ionty vazanymi elektrostatickymi silami k vnitini vrstvé. Tato vrstva neutralizuje zbytek
plosného naboje vnitini vrstvy. Difazni vrstva ma dale dvé oblasti, pii pohybu micely
prostiedim, ionty ve vnitini oblasti putuji spolu s micelou a ionty umisténé na zcela
vn&j$im okraji diftizni vrstvy s micelou neputuji. Potencidl vznikly na této hranici pohybu
se nazyva zeta potencial . Mimo  potencidlu je na hydrofilnich ¢astech micely ptitomen

i povrchovy potencidl a na vn&j$im okraji Sternovy vrstvy Sterniiv potencial %063

|—‘_' Elektricka dvojvrstva

Sternova vrstva

Diftizni vrstva

S U S Povrchovy potencidl
........... Sterniiv potencidl

-

mV

Zeta potencial

Vzdélenost od povrchu micely

Obrazek ¢. 5: Sterntiv model mikroprostiedi micely. Vytvofeno pomoci

BioRender.com a upraveno podle
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2.1.3.3 METODY STANOVENI{ KRITICKE MICELARNT KONCENTRACE
Stanoveni CMC vychdzi ze zmén vlastnosti daného prosttedi, kde vznikaji micely
z monomernich jednotek PAL. Pro stanoveni CMC tak existuje fada odliSnych metod.

Tyto metody miizeme rozd¢lit na pfimé a nepiimé.

Pfimé metody pozoruji urCitou zménu vlastnosti roztoku, ve kterém stoupa
koncentrace PAL a vznikaji micely. Zména zéavislosti dané vlastnosti na koncentraci
(nejcasteji zmena sklonu piimky) ur¢uje hodnotu CMC. Mezi piimé metody stanoveni
CMC patti méefeni povrchového napéti, osmotického tlaku, refraktivniho indexu,

viskozity a velmi ¢asto pouzivanou metodou stanoveni CMC je méfeni konduktivity %,

Nepiimé metody pozoruji zménu vlastnosti jiné latky (sondy) pfitomné v roztoku, ve
kterém stoupa koncentrace PAL a vznikaji micely. Mezi nepiimé metody se tadi
spektroskopie. Vzhledem ke své vysoké citlivosti je pro stanoveni CMC vhodna také

metoda fluorescenéni polarizace 6.

2.1.4 ANTIMIKROBIALNI VLASTNOSTI

Pro svou nizkou toxicitu a vysokou ucinnost se dnes KAS bézné pouzivaji
v domacnostech, v potravindiském a zdravotnickém odvétvi k ¢iSténi a dezinfekci
povrchi. Dostupné je i fada dezinfekCnich smési, kde se KAS vyskytuji jako hlavni

antimikrobialni slozky 7%,

KAS maji Siroké antimikrobialni spektrum. Vykazuji ucinnost piedevSim na
Grampozitivni bakterie (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis, Listeria monocytogenes), Gramnegativni bakterie jsou diky své vngjsi
membrané vice odolné vici KAS, mezi citlivé kmeny vSak patti Escherichia coli nebo
Pseudomonas aeruginosa, KAS také vykazuji antimikrobialni aktivitu vici nékterym
druhtim Mycobacterium. Plsobi 1 na obalené viry, houby (Candida, Aspergillus) ¢i

prvoky (Trypanosoma, Trichomonas, Plasmodium) 3771,

2.1.4.1 MECHANISMUS UCINKU

0d 50. let minulého stoleti bylo popsano nékolik teorii mozného mechanismu t¢inku
KAS. Dnes uz vime, Ze mechanismus ucinku spociva piedevs§im v interakci s bakteridlni
membranou. To je divodem, pro¢ vykazuji vyssi aktivitu vic¢i Grampozitivnim nez
Gramnegativnim bakteriim. Gramnegativni bakterie maji totiz navic vnéj§i membranu,

ktera je chrani pted okolnimi vlivy. Disledkem toho je, Ze KAS musi nejprve narusit
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vnéj$i membranu Gramnegativni bakterie, teprve poté se dostava k vnitini membrané

vedouci k jeji destrukei®7>73.

Zakladni podminkou pro navazani KAS na bakteridlni membrénu je piitomnost
kvartérniho dusiku. Nejvyssi acinnost vi¢i Grampozitivnim bakteriim byla prokazana u
jednotetézcovych mono-kvartérnich KAS s délkou uhlovodikového fetézce Ci2-Cia,
zatimco na Gramnegativni bakterie plsobi 1épe latky s délkou uhlovodikového fetézce
C14-Ci6. Mono-kvartérni KAS s délkou uhlovodikového tetézce kratS$i nez Cio nemaji
dostateCnou délku pro tvorbu dimerl, které vyrazné zvysSuji interakci s bakteridlni
membranou a vedou k jejimu naruseni, zatimco KAS s délkou alkylového fetézce veétsi

nez Cig jsou natolik lipofilni, Ze jejich G¢innd koncentrace je az za hranici jejich

rozpustnosti 7477°,
Grampozitivni bakterie Gramnegativni bakterie
Kyselina lipoteichoova Kyselina Leichoova Lipopolysacharid —»
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fasas ooqo
5880086 boonodbomodo 60.‘&‘3

framiogn) - g i

-80nm

20

Lipoprotein
g 3 u&npnuoo”qpqnqnnnnﬂ
b \ \‘ 1 | \\ \
) 8\membra""’ /‘oobuudodouuuuou““udbu
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Obrazek ¢. 6: Rozdilna struktura membrany Grampozitivnich a Gramnegativnich

bakterii. Vytvoteno pomoci BioRender.com

KAS obsahuji ve své struktufe pozitivné nabity kvartérni dusik N'. Bakterialni
membrana je stabilizovana dvoumocnymi vapenatymi Ca”* a hofe¢natymi Mg?* kationty.
Pti ptisobeni KAS tak dochdzi k vymeéné vapenatych a hotecnatych kationtli za amoniovy
kation, ktery umoziuje pfistup celé¢ molekuly k negativné nabitym slozkam obsazenym v
bakterialni sténé (tvotené peptidoglykanem), jako je kyselina teichoovd a kyselina
lipoteichoova, a k negativné nabitym slozkam v bakterialni membrané, kterymi jsou
ptedevsim fosfolipidy. Diky dlouhému alkylovému fetézci dochazi k penetraci KAS do
bakteridlni membrany, vazbé na membranové lipidy a proteiny a nasledné destabilizaci

bakterialni membrany (obr. &. 7). Vysledkem je lyza bakterialni buriky a jeji smrt 7477,
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Obrazek ¢ 7: Mechanismus uU¢inku KAS na bakteridlni cytoplazmatickou

membranu. Upraveno podle Dolezal a kol. ™

I kdyz je za hlavni mechanismus ufinku KAS povaZovdna disrupce bakteridlni
membrany, existuje fada studii potvrzujicich piisobeni KAS na intracelularni rovni, kde

by mohlo dochazet k degradaci n&kterych proteint a nukleovych kyselin %7

2.1.4.2 ANTIMIKROBIALNI REZISTENCE VUCI KAS

Mikrobialni rezistenci, jak obecné, tak vici KAS, mizeme rozd€lit na vrozenou a
ziskanou. Vrozend rezistence je pfirozend vlastnost mikroorganismi, kterd vede ke
snizeni citlivosti vii¢i antimikrobialni latce. Miize to byt naptiklad jiz zminovana vnéjsi
vrstva Gramnegativnich bakterii, ktera znacné zvysSuje minimalni inhibi¢ni koncentraci
(MIC) KAS. Ziskanad rezistence vznikd nejcastéji pfi dlouhodobém ptlisobeni

podprahovych davek KAS na mikroorganismus. Dochazi pfi ni k mutaci genil
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mikroorganismu vlastnich, pfijetim cizich genti odpovédnych za rezistenci (u bakterii

nejcastéji pomoci plazmidii a transpozonii) nebo kombinaci obou mechanismi 7.

Rezistence bakterii viici KAS je nejcastéji spojovana s tzv. efluxnimi pumpami,
které¢ aktivné pumpuji KAS z vnitiniho prostifedi membrany ven a snizuji tak jeho
pusobeni na bakterialni membranu. Tyto pumpy mohou pracovat samostatné¢ nebo
v souladu se sniZzenou expresi snadno propustnych porinti. V piipadé¢ potieby je bakterie
schopna indukovat nadprodukci téchto pump a stat se tak dostate¢né rezistentni vici
plisobeni vngjsich vlivii 7%, Navic se u bakterii objevuji tzv. geny gac (qacA-H/J/Z),
pro Grampozitivni bakterie je typicka pfitomnost gacA/B, zatimco u Gramnegativnich
bakterii se objevuje gen gacE a jeho homolog gacEA1. Tyto geny jsou zodpovédné za
produkci protony pohanénych efluxnich pump specifickych ke KAS, ¢imz selektivné
zvySuji rezistence vici témto latkam 3!,

Kvartérni
amoniova sul

Bakterialni ﬁ
3]
(=)

membréana

00000, | . 000000

H+

Obrazek ¢. 8: Efluxni pumpa gacA pohanéna protony znemoziiuje prostup KAS

bakterialni membranou. Vytvotfeno pomoci BioRender.com

U obalenych virG je rezistence nejpravdépodobnéji zplsobena znemoznénim
prostupu KAS s dlouhym hydrofobnim fetézcem do hydrofilni kapsidy viru 2. Na

neobalené viry nejsou KAS obecné tcinné.

2.1.5 ANTIBIOFILMOVA AKTIVITA KAS

Doposud byly v této praci bakterie a dal$i mikroorganismy chapany jako planktonni
samostatné se vyskytujici organismy. Byla vysvétlena obecnd struktura bakterialni
membrany a antimikrobidlni pisobeni KAS vici planktonni formé. Nicméné vétSina

mikroorganismtl v nasem prostiedi existuje ve forme tzv. biofilmi.
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Biofilmy jsou jednou z nejrozsifenéjSich forem Zivota na Zemi vyskytujici se ve
vode, v pide i pod zemskym povrchem. VSechny vyssi organismy jsou kolonizované
mikroorganismy tvoficimi biofilm. Biofilmy maji negativni dopad na ¢lovéka ve vice
ohledech. Naptiklad zdravotnické zatfizeni, implantaty, katetry nebo zubni nahrady byvaji
casto infikovany biofilmem a zpiisobuji obtizné¢ 1éCitelné chronické infekce. Biofilm
muze vznikat pfimo na lidském povrchu, ¢asto byva napaden chrup zubnim plakem, kiize
nebo mocovy systém. Ve vysoké mife jsou biofilmy rovnéz zodpovédné za biologické

znedisténi a kontaminaci vody 5384,

2.1.5.1 STRUKTURA A VZNIK BIOFILMU

Biofilmy jsou definovany jako spolecenstvi mikroorganismt produkujici vlastni
matrix nazyvanou extraceluldirni polymerni substance (EPS), slozenou
z polysacharida, proteini, lipidi a extracelularni DNA (eDNA), kterd jim umoznuje
prisedat k riznym povrchiim a udrzovat biofilm pohromad¢. Vznik biofilmu je
dynamicky, casto energeticky ndro¢ny proces zavisly na pfisunu Zivin, syntéze
extracelularni matrix a povaze mikroorganismi. Ty jsou v biofilmu schopné diferenciace,
exprimuji razné geny a produkuji rozdilné proteiny, diky kterym vznika heterogenni

systém 887,

Formace biofilmu probiha v nékolika krocich (obr. €. 9), jedna se o slozity proces
zahrnujici ptisednuti, adhezi, fdze riistu, zrani a ndsledné disperzi. Ve stru¢nosti mizeme

cely proces popsat nasledovné:

I. Prvnim krokem je vzdy pfisednuti mikroorganismu k povrchu, kdy je
mikroorganismus nejdiive poutdn pouze reverzibilnimi van der Waalsovymi
silami, poté dochdzi k aktivaci genii a expresi povrchovych struktur (biciky,
fimbrie) umoznujicich ireverzibilni pfisednuti.

2. Ve druhém kroku dochazi k adhezi mikroorganismu k povrchu a vzniké tzv.
mikrokolonie, pfisedl¢ bunky produkuji EPS, eDNA, rhamnolipidy a dalsi latky
pottebné k udrzeni biofilmu.

3. Po vytvofeni dostate¢né inicialni vrstvy dochdzi ke kumulaci zivin a vzniku
ran¢ho biofilmu.

4. Rany biofilm dale zraje a vytvaii zraly biofilm, tvofeny makrokoloniemi

protkanymi vodnimi kandly umoziujicimi rozvod Zivin a signalnich molekul.
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5. Pfi nasyceni systému dochazi k uvolnéni bunék nebo jejich shlukii obalenych

v EPS do okoli a jejich dalimu $iteni %392,

Planktonni forma

- zraly hiofilm
- mnohobunéény
- quorum sensing

- pohyblivost

- rychly rust

- vysoka virulence 1. piisednuti

Obrizek ¢&. 9: Proces formovani biofilmu. Upraveno podle Pirrone a kol. %3

Pro spravnou funkc¢nost takto heterogenniho systému je potieba, aby spolu bunky
navzajem komunikovaly. Tato komunikace se oznacuje jako quorum sensing. Buiky
ptitomné v biofilmu dokazi pomoci molekul zvanych autoinduktory vnimat pfitomnost
okolnich buné¢k a na zakladé toho ménit genovou expresi. Pomoci quorum sensing dokazi

buiiky biofilmu napiiklad regulovat riist a udrzovat optimalni hustotu populace 6%,

2.1.5.2 REZISTENCE BIOFILMU A AKTIVITA KAS

Aktivita antimikrobialnich latek vii¢i biofilmu se zna¢né 1i$i od jejich ucinku na
planktonni formy mikroorganismu. V prvni fazi vzniku biofilmu dochdzi k adhezi
planktonnich forem k ur¢itému povrchu. Po pfisednuti za¢nou mikroorganismy
produkovat EPS, kterd vytvari velmi rezistentni Stit chranici vznikajici biofilm vici
ptusobeni vnéjSich vlivii. Navic se uvnitt zralého biofilmu vyskytuji mikroorganismy

s nizkou metabolickou aktivitou, které jsou vysoce odolné vii€i piisobeni vnéjsich vlivii.
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Mikroorganismy v biofilmu vykazuji 10-1000x vyS§i rezistenci viaci pusobeni

antimikrobidlnich latek ne planktonni formy %%

Castym problémem je vznik biofilmu na zdravotnickych prostiedcich, jako jsou
kloubni néhrady, implantaty nebo katetry. V soucasné dob¢ se jako nejlepsi feSeni jevi
prevence pfisednuti mikroorganismu k povrchu a znemoznéni vzniku biofilmu. Jednou
zmoznosti je aplikace antimikrobialni latky na povrch, ktery mulze byt potencialné
kontaminovan. Nejcastéji se pouziva tzv. coeating, coz je obaleni povrchu polymerem, na
kterém je navazana antimikrobialni latka. Casto se jedna pravé o KAS, které diky své
struktufe dokazi pomoci uhlovodikovych fetézcii vytvafet interakce s polymerem a
zdrovenn exponovat hydrofilni amoniovou ¢ast napovrch. Maji tedy ucinek
antimikrobiadlni a zaroven vytvaii fyzickou bariéru proti proniknuti mikroorganismu
k povrchu a jeho dal§imu $ifeni 2. Bylo prokdzano, Ze povrch obaleny KAS na
polymerovém nosici, vyznamné snizuje pfisednuti nékterych druht bakterii a hub.
Ptikladem mohou byt gemini surfactants alaninu a glycinu na polystyrenu snizujici
prisednuti S. epidermidis a C. albicans, nebo kvaternizovany chitosan snizujici piisednuti

predevsim S. epidermidis, v mensi mite pak P. aeruginosa '°.
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2.2 DEKONTAMINACE BIOLOGICKYCH A CHEMICKYCH AGENS

Vzhledem k vySe popsanym vlastnostem KAS, jako je povrchova aktivita umoziujici
vazbu na membranu patogennich mikroorganismi (bakterie, houby, obalené viry) nebo
tvorba micel umoziujici rozklad chemickych latek, mizeme tyto latky vyuzit i pro tcely
tzv. dekontaminace. Pojem dekontaminace muze byt chépan jako soubor postupl a
prosttedkit  vedouci k odstranéni kontaminant®i z prostfedi. Uplné odstranéni
kontaminantt (nej¢astéji chemickych ¢i biologickych) zpravidla nebyva mozné, proto
muzeme pojem dekontaminace definovat jako proces, pii kterém se snizi Skodlivy ucinek
kontaminace na bezpe¢nou uroven. Podle metody odstranéni kontaminanty rozliSujeme
dekontaminaci mechanickou (vytfepani, vysati, drhnuti), fyzikalni (smyvani, sorpce) a

chemickou (rozloZeni kontaminantéi pomoci vhodného dekontaminaéniho ¢inidla) %%,

Nejcastéji je pojem dekontaminace spojovan s tzv. CBRN(E) (chemical, biological,
radiological, nuclear, explosive) terorismem, ktery je v soucasnosti jednou
pripravit. Mimo biologicka a chemicka agens, kterd se zneuzivaji k teroristickym ttoktim
a budou diskutovdna nize, zahrnuje CBRN terorismus navic radiologické a jaderné

vybusné zbrang %°.

2.2.1 BIOLOGICKA AGENS

Biologicka agens (B-agens) zahrnuji pfedevSim viry, bakterie a houby v pfirodnim
nebo modifikovaném stavu, ve formé izolované zivé kultury nebo substratu obsahujiciho
zivy materidl, ktery byl zdmérné naockovan nebo nakazen touto kulturou. Z hlediska
zneuziti, jsou B-agens vice nebezpecnd nez chemicka agens. Produkuji heterogenni
skupinu toxinu, chemickych latek produkovanych metabolickymi pochody organismti,
nebo synteticky piipravenych analogti ', jejichz letalni davky dosahuji mnohem nizsich
hodnot nez davky chemickych agens. Jejich hlavni nebezpeci spoc¢iva v tom, Ze jsou ¢asto
bez zépachu a chuti, daji se snadno a levné ziskat z nakazenych zvifat, lidi nebo z pidy a
pro zneuziti Casto staci velmi malé mnozstvi. B-agens dokézi kontaminovat dané misto
na nékolik hodin, néktera jsou vSak schopna ptezivat i nékolik tydna. Inkubacni doba
mikrobidlnich patogent se pohybuje mezi 24 hodinami a 6 tydny do projeveni nakazy a
vyskytu prvnich ptiznakl, coz mize limitovat jejich pouziti. AvSak patogeny s dlouhou
inkubaéni dobou mohou mit vyznamny dopad mnoho tydnli po pivodnim utoku.
Biologicky utok miize byt proveden tak, aniz by ho nékdo zaznamenal a pozdni projevy

mohou byt spojovany s piirozenym vypuknutim choroby %7193,
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Preziti B-agens je podminéno vnéjSim prostiedim (teplota, vlhkost, podnebi),
z hlediska utoku tak mutze dojit ke kontaminaci prostiedi nevhodného pro B-agens.
Kromé¢ toho zéalezi na brané¢ vstupu ndkazy, pro dostatecnou davku vyvolavajici
onemocnéni je potieba B-agens vdechnout (inhalace) nebo pozfit (ingesce), dale je mozny
prostup naruSenou kizi (inokulace) nebo vstiebanim ptes neporusenou kizi (povrchova
kontaminace). AZ na vyjimky (spory antraxu a nékteré toxiny), se B-agens pomérné

rychle rozkladaji a ztraci svou patogenitu, proto jsou naroéné na piepravu a uchovani ',

V Ceské republice existuje zdkon ¢ 281/2002 Sb., o nékterych opatienich
souvisejicich se zakazem bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a o zmeéné
Zivnostenského zdakona doplnény vyhlaskou ¢. 474/2002 Sb., kterou se provadi zakon €.
281/2002 Sb.,. Tato vyhlaska definuje tzv. seznam VRAT (seznam vysoce rizikovych
biologickych agens a toxini) a RAT (seznam rizikovych biologickych agens a toxinl)
zahrnujicich lidské a zivocisné bakterie a viry, dale rostlinné viry a houby, toxiny a jejich

podjednotky a také genetické elementy a geneticky modifikované organismy !3-105-107,

Dekontaminace B-agens se rozdéluje podle stupné ucinnosti na:

Sanitaci (mechanickou ocistu), zahrnujici odstranéni necistot a sniZzeni poctu

mikroorganismi '%.

Dezinfekci, kterda zneSkodnuje vegetativni formy mikroorganismt tak, aby se
prerusila cesta ndkazy od zdroje k vnimavému jedinci. Dezinfekce zahrnuje postupy
fyzikélni, chemické nebo kombinované. Pro usmrceni bakterii, nékterych méné odolnych
bakteridlnich spor, vird a makroskopickych hub byl vyvinut tzv. vyssi stupen dezinfekce.
Jedna se prakticky o sterilizaci za studena, kterd je provedena chemickou cestou.

Nejcastéji se pouziva pro endoskopy vstupujici do sterilnich systéma 19119,

Nejucinnéj$im zpisobem dekontaminace je sterilizace, pfi niz dochazi k usmrceni
vSech forem patogennich 1 nepatogennich mikroorganismli, vcetné¢ odolnych

bakterialnich spor, virii, protozoi, helmintli a jejich vajicek .

NizZe je vyjmenovany strucny vycet nejcastéji zminovanych B-agens ze seznamu

VRAT 111,112:
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VIRY

— Viry hemoragickych horecek (Dengue, Ebola, Lassa, Marburg, Machupo)
— Virus ptaci chiipky

— Virus moru (afrického, klasického, malych ptezvykavci, ...)

— Virus zluté zimnice

— Virus vztekliny

— Virus slintavky a kulhavky

— Virus pravych nestovic

— Koronavirus zpiisobujici tézky akutni respira¢ni syndrom (kor. podobny SARS)

BAKTERIE
— Bacillus anthracis (antrax) — Francisella tularensis (tularemie)
— Brucella sp. (bruceldza) —  Rickettsia prowazekii (skvrnity tyfus)
—  Chlamydia psittaci (psitakdza) — Salmonella typhi (gastroenteritidy)
—  Clostridium botulinum (botulismus) — Shigella dysenteriae (gastroenteritidy)
— Escherichia coli - kmeny produkujici — Vibrio cholerae (gastroenteritidy)
shiga toxin — Yersinia pestis (mor)
TOXINY
— Aflatoxiny — Saxitoxin
— Botulinové toxiny — Shiga toxin
— Choleratoxin — Enterotoxiny
— Ricin — Viscumin

2.2.2 CHEMICKA AGENS

Podle Organizace pro zékaz chemickych zbrani (OPCW, Organisation for the
Prohibition of chemical weapons) jsou za chemické zbran€ povazovany vSechny toxické
chemikalie a jejich prekurzory, s vyjimkou téch, které jsou uréeny pro tcely povolené
Umluvou o chemickych zbranich (CWC, Chemical Weapons Convention) v mnozstvi
odpovidajicim tomuto ucelu. Dale se za chemickou zbran poklada munice nebo zatizeni
specidlné ur¢ené na poskozeni nebo usmrceni pomoci toxické chemické latky, a veskeré

vybaveni uréené k pouZiti munice a zatizeni oznatenych jako chemické zbrang '3,
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Podle bojového urceni délime otravné latky (OL) na:
SMRTICI OL

— Nervové-paralytické latky (sarin, soman, tabun, VX, IVA)
— Zpuchytujici latky (yperit dusikaty a sulfidicky, lewisit)

— VSeobecné jedovaté latky (kyanovodik, chlorkyan)

— Dusivé latky (fosgen, difosgen, chlorpikrin)

ZNESCHOPNUJICI OL

— Fyzicky zneschopnvjici latky (aziridiny, tremorogenni latky)

— Psychicky zneschopiijici latky (BZ latka, LSD-25, Psilocyn, Psilocybin)

— Drazdiveé latky (lakrimatory — BBC latka, CS latka, CR latka, CN latka,
sternity — DA latka, DC latka, DM latka 98,114-116

2.2.2.1 MICELARNI KATALYZA (MK)

Micely jsou schopné vytvaret specifické prostiedi pro pribeh nekterych chemickych
reakci. Tato vlastnost je dana jejich mikrostrukturou, ktera je popsana vyse. MK je
obdobou enzymatické katalyzy s tim rozdilem, Ze MK probiha v dynamickém systému,
kde micely neustéle vznikaji a zanikaji a zaroven neni substratove specifickd. Ve vodném
prostiedi dochazi ke vzniku ,,normalnich® micel s hydrofilnimi ¢astmi PAL smétujicimi
do polarniho prostfedi vody a hydrofobnimi ¢astmi PAL smétujicimi dovnitt micely.
Polarni latky rozpusténé v takovém prostiedi jsou pomoci specifickych interakci poutany
k povrchu micely, zatimco latky lipofilni, v zavislosti na jejich lipofilité, se hromadi na

rozhrani fazi micela/voda nebo prostupuji pfimo do micely 7113,

Napt. podstatou detoxikace latek typu estert je Casto hydrolyza jejich esterové vazby
urychlend solubilizaci této latky v prostiedi micely a zarovenl zvySeni koncentrace

hydroxidovych ionti (pfipadné jinych nukleofiléi) na povrchu kladné nabité micely ''°.
Zrychleni rozkladu toxické latky pak ovliviiuji tyto podminky:

e Koncentrace reagujicich latek v micelarnim prostiedi v disledku solubilizace
a elektrostatickych interakci.

e Sorpce na povrch micely v diisledku povrchového néboje a zména reakénich
vlastnosti latek pii pfechodu z vodného prostiedi do micely.

e Lipofilita hydrolyzované latky. Vysoce hydrofobni latky snadno ptechdzeji

120

do micelarniho prostiedi
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Tvorba micel a schopnost urychlovat chemické reakce mtize byt v ptipadé KAS
s povrchovou aktivitou vyuzita k urychleni rozkladu chemickych toxickych latek. Byla
popsana schopnost KAS rozkladat nékteré toxické organofosforové slouceniny, pticemz
bylo prokazano, Ze srostouci délkou uhlovodikového fetézce, rychlost rozkladu

organofosfatu stoupd 21122,
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3 CIiL PRACE

1.

V teoretické ¢asti popsat zdkladni vlastnosti surfaktanti se zaméfenim na
kvartérni amoniové soli (KAS). Popis jejich chemické struktury, fyzikalné-
chemickych vlastnosti a schopnosti tvofit micely. Stru¢ny prehled vyuziti KAS
se zameienim na chemicka a biologicka agens.

Na zaklad¢ ziskanych dat navrhnout a pfipravit ptiblizné 50 latek s definovanou
strukturou. Ptiprava KAS s kvartérnim dusikem v cyklu (nasycené i nenasycené
heterocykly) 1 mimo néj, kde tyto zakladni struktury mohou zahrnovat jeden
(mono-kvartérni derivaty) ¢i dva kvartérni (bis-kvartérni derivaty) dusiky a dale
jeden nebo dva dlouhé uhlovodikové fetézce. Potvrzeni totoznosti latek pomoci
NMR a HRMS analyzy.

U vybranych latek stanovit kritické micelarni koncentrace (CMC) pomoci
konduktometrické metody.

Postoupeni vybranych latek pro hodnoceni dekontaminacnich vlastnosti in-vitro

metodami.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 SYNTEZA

4.1.1 POUZITE CHEMIKALIE

Vychozi latky a rozpoustédla pro syntézu byly zakoupeny od firem Sigma-Aldrich,
Fluka, a Merck (Darmstadt, Némecko), VWR international (Radnor, Pensylvanie, USA)
a Penta (Praha, Ceska republika) v &istoté p.a.

4.1.2 TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

Pro monitorovani pribéhu reakci a ovéteni Cistoty vzniklych produkti byla pouzita
tenkovrstvd chromatografie (TLC). Chromatogramy byly vyvijeny ve sklenénych
komorach na hlinikovych foliich typu TLC Silica gel 60 Fas4 zakoupenych od firmy
Sigma-Aldrich, Fluka, a Merck (Darmstadt, Némecko). Jako mobilni faze slouzila smés
methanol/ethylacetat/vodny roztok amoniaku v poméru 3:1:0,1 a vysledné TLC bylo

detekovano pomoci Dragendorffova ¢inidla schopného zachytit kvartérni dusik.

4.1.3 METODA KRYSTALIZACE
Pro cisténi latek byla pouzita metoda krystalizace. V zéavislosti na struktute latky,
byla tato nejprve rozpusténa v malém mnozstvi methanolu a nasledné fizenou krystalizaci

vysrazena z roztoku pomoci ethylacetatu nebo etheru za snizené teploty.

4.1.4 PRISTROJOVE VYBAVENI

— Teplota tani byla méfena na bodotavku M-565 firmy BUCHI Laboratechnik
AG (Flawil, Svycarsko).

— Totoznost pfipravenych latek byla ovéfena vyuzitim analyzy 'H NMR a '3C
NMR (nuklearni magnetickd resonance) na pfistrojich Varian Mercury Vx
BB 300 a VNMR S 500 (Los Altos, Kalifornie, USA) zméfené doc. PharmDr.
Jitim KuneSem CSc. na Katedfe anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy a dale na pfistroji Bruker Avance
Neo 500MHz (Billerica, Massachusetts, USA) zméiené Ing. Janou
Svobodovou na Ptirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Spektra
byla zpracovéana programem MestReNova 12.0.0.

— Pro hmotnostni spektrometrii byl pouzit vysokoucinny kapalinovy

chromatograf Dionex Ultimate 3000 RS skladajici se z nizkotlaké kvartérni
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4.1.5

pumpy, kolonového termostatu, autosampleru a detektoru s diodovym polem,
celé ovladané programem Chromeleon (verze 7.2.9 build 11323, Thermo
Fisher Scientific, Germering, Némecko) spojeného s hmotnostnim
spektrometrem typu Orbitrap Q Exactive Plus ovlddanym programem
Thermo Xcalibur (version 3.1.66.10., Thermo Fisher Scientific, Brémy,
Némecko). Spektra byla zméfena v Centru biomedicinského vyzkumu

Fakulni nemocnice Hradec Kralové PharmDr. Lukasem Prchalem, Ph.D.

SYNTEZA  DERIVATU (1-BENZYL-1H-IMIDAZOL-5-

YL)METHANOLU
Vychozi latka (1-benzyl-1H-imidazol-5-yl)methanol (1a) v mnozstvi 1 mmol byla

rozpusténa

veca 30 ml DMF (dimethylformamid). K roztoku bylo pfiddno 8 mmol

prislusného alkylbromidu (2a-e). Reakce probihala pii teploté 120 °C v inertni atmosféte

(N2) 48 hodin. Reakce byla monitorovana pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla smés

odpaiena do konstantni hmotnosti a nasledné nékolikrat ¢isténa fizenou krystalizaci.

Reakéni schéma €. 1:

Tabulka produkti €. 1:

Oznaceni
3a
3b
3c
3d
3e

. Br

N/\\N + R_B DMF/N, N%\N_R

— —Br o5ec a2 —
H H

1a 2a-e 3a-e

R Struktura Mr vytézek (%)
CioHas Br 409,40 90
C12Has O/\ N //AJF\N—R 437,46 92
C14Hao — 465,51 94
CieHs 493,56 97
CisH37 H 521,62 94

Pozn: 2a: 1-bromodekan, 2b: 1-bromododekan, 2c: 1-bromotetradekan, 2d: 1-bromohexadekan, 2e: 1-

bromooktadekan
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Analyza NMR a HRMS:

1-benzyl-3-decyl-5-hydroxymethyl-1H-imidazol-3-ium-bromid (3a). Bila krystalicka
latka, t. t. 133,8-134,7 °C, (0,40 g, 90 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 9.17 (d,
J=1.9 Hz, 1H), 7.45 (d, J= 1.7 Hz, 1H), 7.44 — 7.36 (m, 5H), 5.63 (s, 2H), 4.66 (d, J =
5.0 Hz, 2H), 4.23 — 4.17 (m, 2H), 1.92 — 1.84 (m, 2H), 1.36 — 1.20 (m, 14H), 0.86 (t, J =
6.8 Hz, 3H); '*C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 135.74, 135.42, 132.79, 129.55,
129.41, 128.51, 120.74, 53.13, 51.51, 50.33, 34.85, 31.90, 30.05, 29.60, 29.49, 28.95,
26.30, 22.67, 14.13; HRMS: m/z 329.2588 [M]" (calc. for [C21H33N>0]" 329.2587)

1-benzyl-3-dodecyl-5-hydroxymethyl-1H-imidazol-3-ium-bromid ~ (3b).  Hnéda
krystalicka latka, t. t. 88,5-89,1 °C, (0,43 g, 92 %); 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) &
9.18 (d,J=1.8 Hz, 1H), 7.46 (d, /= 1.7 Hz, 1H), 7.44 — 7.36 (m, 5H), 5.62 (s, 2H), 4.65
(d, J=5.0 Hz, 2H), 4.23 —4.17 (m, 2H), 1.92 — 1.84 (m, 2H), 1.36 — 1.20 (m, 18H), 0.88
(t,J=6.9 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 135.78, 135.43, 132.81, 129.54,
129.41, 128.57, 120.75, 53.13, 51.52, 50.34, 34.84, 31.90, 30.05, 29.60, 29.49, 29.38,
29.33, 28.95, 26.30, 22.68, 14.13; HRMS: m/z 357.2894 [M]" (calc. for [C23H37N20]"
357.2900).

1-benzyl-5-hydroxymethyl-3-tetradecyl- 1 H-imidazol-3-ium-bromid ~ (3¢).  Bila
krystalicka latka, t. t. 133,6-134,6 °C, (0,46 g, 94 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-
d)59.16 (d,J=1.9 Hz, 1H), 7.48 (d, /= 1.8 Hz, 1H), 7.46 — 7.36 (m, 5H), 5.64 (s, 2H),
4.67 (m, 2H), 4.26 — 4.16 (m, 2H), 1.95 — 1.83 (m, 2H), 1.42 — 1.18 (m, 22H), 0.88 (t, J
= 6.8 Hz, 3H); 1°C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 135.73, 135.44, 132.76, 129.55,
129.42, 128.57, 120.76, 53.14, 51.58, 50.36, 34.86, 31.91, 30.06, 29.67, 29.64, 29.59,
29.49, 29.38, 29.34, 28.95, 26.30, 22.68, 14.12; HRMS: m/z 385.3211 [M]" (calc. for
[C2sH4iN20]" 385.3213).

1-benzyl-3-hexadecyl-5-hydroxymethyl-1 H-imidazol-3-ium-bromid (3d).Bila
krystalicka latka, t. t. 98,1-99,0 °C, (0,50 g, 97 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) §
9.46 (d,J=1.9 Hz, 1H), 7.47 — 7.34 (m, 6H), 5.60 (s, 2H), 4.61 (d, /= 5.5 Hz, 2H), 4.22
—4.14 (m, 2H), 1.93 — 1.81 (m, 2H), 1.41 — 1.18 (m, 26H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H); 1*C
NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 136.03, 135.48, 132.96, 129.47, 129.32, 128.56,
120.58, 52.94, 51.29, 50.24, 34.73,31.93, 30.08, 29.70, 29.66, 29.62, 29.51, 29.40, 29.36,
28.97, 26.30, 22.69, 14.13; HRMS: m/z 413.3524 [M]" (calc. for [C27H4sN2O]"
413.3526).
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1-benzyl-5-hydroxymethyl-3-oktadecyl-1H-imidazol-3-ium-bromid ~ (3e). Hnéda
krystalicka latka, t. t. 96,2-97,5 °C, (0,52 g, 94 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) &
9.70 (d, J=1.8 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 7.6, 2.1 Hz, 2H), 7.41 — 7.30 (m, 4H), 5.57 (s, 2H),
4.58 (s, 2H), 4.14 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.84 (m, 2H), 1.24 (m, 30H), 0.88 (t, J = 6.8 Hz,
3H). *C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 136.01, 135.50, 133.01, 129.45, 129.30,
128.45, 120.55, 52.91, 51.30, 50.15, 34.72, 31.94, 30.08, 29.71, 29.65, 29.62,29.55,
29.50, 29.42, 29.33, 28.85, 26.31, 22.70, 14.12; HRMS: m/z 441.3839 [M]" (calc. for
[C20H4oN20]" 441.3839).
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4.1.6 SYNTEZA DERIVATU 4-METHYLMORFOLINU

Vychozi latka 4-methylmorfolin (4a) v mnozstvi 15 mmol byla rozpusténa v cca 30
ml ACN (acetonitril). K roztoku bylo pfidano 21 mmol piislusného alkylbromidu (2a-e).
Reakce probihala za refluxu rozpoustédla (81 °C) 48 hodin a byla monitorovana pomoci
TLC. Po ukonceni reakce byla smés odparena do konstantni hmotnosti a nasledné ¢isténa

krystalizaci.

Reakéni schéma €. 2:

R Br
N - N+—
+ ACN
\) R-Br T B \)
4a 2a-e 5a-e
Tabulka produktu ¢&. 2:
Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
5a CioHa 322.33 84
5h CioHas R Br 34920 71
N+
5¢ C14Hao ((\ — 378,44 72
5d C16Hs3 \) 406,49 76
Se CisHs7 434,55 83

Analyza NMR a HRMS:

4-decyl-4-methylmorfolin-4-ium-bromid (5a). Bila krystalicka latka, t. t. 182,2-183,8
°C, (4,06 g, 84 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 4.17 —4.10 (m, 2H), 4.06 — 3.99
(m, 2H), 3.94 — 3.88 (m, 2H), 3.86 — 3.80 (m, 2H), 3.70 — 3.63 (m, 2H), 3.59 (s, 3H), 1.83
— 1.74 (m, 2H), 1.46 — 1.20 (m, 18H), 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz,
Chloroform-d) & 65.50, 60.77, 59.71, 47.33, 31.83, 29.43, 29.40, 29.28, 29.24, 26.31,
22.66,21.97, 14.11; HRMS: m/z 242.2474 [M]" (calc. for [C15sH3:NO]"242.2478).

4-dodecyl-4-methylmorfolin-4-ium-bromid (Sb). Bila krystalicka latka, t. t. 198,2-
199,0 °C, (3,7 g, 71 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 4.17 — 4.09 (m, 2H), 4.06
—3.99 (m, 2H), 3.94 — 3.87 (m, 2H), 3.87 — 3.80 (m, 2H), 3.70 — 3.63 (m, 2H), 3.59 (s,
3H), 1.83 — 1.74 (m, 2H), 1.46 — 1.20 (m, 18H), 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 3H); *C NMR (126
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MHz, Chloroform-d) & 65.49, 60.76, 59.71, 47.36, 31.91, 29.60, 29.48, 29.41, 29.33,
29.29, 26.31, 22.69, 21.98, 14.13; HRMS: m/z 270.2786 [M]" (calc. for [Ci17H36NO]"
270.2791).

4-methyl-4-tetradecylmorfolin-4-ium-bromid (5¢). Bila krystalicka latka, t. t. 198,1-
199,8 °C, (4,10 g, 72 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 4.17 — 4.09 (m, 2H), 4.06
—4.00 (m, 2H), 3.94 — 3.87 (m, 2H), 3.86 — 3.80 (m, 2H), 3.70 — 3.62 (m, 2H), 3.59 (s,
3H), 1.83 — 1.73 (m, 2H), 1.47 — 1.19 (m, 22H), 0.91 — 0.86 (m, 3H); '*C NMR (126
MHz, Chloroform-d) & 65.48, 60.76, 59.70, 47.35, 31.93, 29.69, 29.65, 29.61, 29.50,
29.42, 29.37, 29.29, 26.32, 22.70, 21.98, 14.14; HRMS: m/z 298.3100 [M]" (calc. for
[Ci1oH4NO]" 298.3104).

4-hexadecyl-4-methylmorfolin-4-ium-bromid (5dBila krystalicka latka, t. t. 207,2-
208,5 °C, (4,63 g, 76 %); "H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 4.18 — 4.09 (m, 2H), 4.06
—3.99 (m, 2H), 3.94 — 3.87 (m, 2H), 3.87 — 3.81 (m, 2H), 3.69 — 3.62 (m, 2H), 3.59 (s,
3H), 1.82 — 1.74 (m, 2H), 1.46 — 1.19 (m, 26H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H); *C NMR (126
MHz, Chloroform-d) & 65.46, 60.75, 59.70, 47.36, 31.93, 29.70, 29.69, 29.66, 29.65,
29.61,29.49,29.41,29.36,29.28, 26.30, 22.69, 21.97, 14.13; HRMS: m/z 326.3410 [M]"
(calc. for [C21H44NO]" 326.3417).

4-methyl-4-oktadecylmorfolin-4-ium-bromid (5e). Bila krystalicka latka, t. t. 200,0-
201,8 °C, (5,41 g, 83 %); "H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 4.17 —4.10 (m, 2H), 4.06
—4.00 (m, 2H), 3.94 — 3.88 (m, 2H), 3.86 — 3.80 (m, 2H), 3.70 — 3.62 (m, 2H), 3.59 (s,
3H), 1.82 — 1.75 (m, 2H), 1.46 — 1.19 (m, 30H), 0.88 (t, /= 6.9 Hz, 3H); '*C NMR (126
MHz, Chloroform-d) & 65.47, 60.76, 59.70, 47.35, 31.94, 29.72, 29.70, 29.67, 29.62,
29.50, 29.42, 29.38, 29.30, 26.31, 22.70, 21.98, 14.14; HRMS: m/z 354.3724 [M]" (calc.
for [C23H4gNO]" 354.3730).
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4.1.7 SYNTEZA DERIVATU DIETHANOLAMINU 1

Prvni krok reakce:

Vychozi latka diethanolamin (6a) v mnozstvi 22,5 mmol byla rozpusténa v cca 40 ml
ACN (acetonitril). Do roztoku bylo pfidano 15 mmol pfislusného alkylbromidu (2a-e),
3 mmol jodidu draselného a 30 mmol uhli¢itanu draselné¢ho. Reakce probihala za refluxu
rozpoustédla (81 °C), v inertni atmosféfe (N2) po dobu 12 hodin a byla monitorovana
pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla smés odpatena a dvakrat vytiepana v 60 ml faze
voda/dichlormethan (1:1). Poté byla faze dichlormethanu odpatfena do konstantni

hmotnosti.

Reakéni schéma ¢. 3:

H R
A~ N P~ + R_B ACNIN, N
HO OH —Br  s=m?=  HO” >~ " OH
6a 2a-e 7Ta-e
Tabulka produktu ¢. 3:
Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
Ta CioHz: 24541 65
7b Ci2Has R 273,46 91
Te CiaHas N 301,52 67
HO” ™~ ~""OH
7d CieHs3 329,57 77
Te CisHss 357,62 96

Analyza NMR a HRMS:

N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-N-decylamin (7a). Zluta olejovita kapalina, (2,40 g, 65 %);
"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 3.63 (t, J = 5.4 Hz, 4H), 2.68 (t, J = 5.4 Hz, 4H),
2.57-2.50 (m, 2H), 1.51 — 1.44 (m, 2H), 1.35 - 1.21 (m, 14H), 0.89 (t, /= 6.8 Hz, 3H);
3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 59.67, 56.05, 54.79, 31.88, 29.61, 29.55, 29.30,
27.36, 27.17, 22.67, 14.10; HRMS: m/z 246.2424 [M + H]" (calc. for [Ci14H32NO>]
246.2428).

N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-N-dodecylamin (7b). Zluta olejovita kapalina, (3,75 g, 91
%); 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 3.63 (t, J = 5.4 Hz, 4H), 2.68 (t, J = 5.4 Hz,
4H), 2.58 = 2.51 (m, 2H), 1.52 — 1.44 (m, 2H), 1.32 — 1.22 (m, 18H), 0.89 (t,J="7.1, 1.7
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Hz, 3H); 1*C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 59.46, 56.08, 54.80, 31.87, 29.62, 29.59,
29.52, 29.30, 27.33, 26.80, 22.64, 14.07, HRMS: m/z 274.2736 [M + H]" (calc. for
[Ci6H36NO2] 274.2741).

N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-N-tetradecylamin (7¢). Zluta olejovita kapalina, (3,07 g, 67
%); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 3.62 (t, J = 5.4 Hz, 4H), 2.66 (t, J = 5.4 Hz,
4H), 2.55 -2.49 (m, 2H), 1.49 — 1.43 (m, 2H), 1.32 — 1.22 (m, 22H), 0.88 (t, /= 6.9 Hz,
3H); 3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 59.65, 56.05, 54.79, 31.90, 29.67, 29.65,
29.63, 29.62, 29.57, 29.56, 29.34, 27.37, 27.08, 22.67, 14.09; HRMS: m/z 302.3054 [M
+ H]" (calc. for [C13H39NO2] 302.3054).

N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-N-hexadecylamin (7d). Zluta olejovita kapalina, (3,82 g, 77
%); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 3.62 (t, J = 5.4 Hz, 4H), 2.66 (t, J = 5.4 Hz,
4H), 2.56 — 2.49 (m, 2H), 1.51 — 1.43 (m, 2H), 1.29 — 1.25 (m, 26H), 0.89 (t, /= 6.9 Hz,
3H); '3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 59.65, 56.05, 54.79, 31.91, 29.68, 29.66,
29.64, 29.62, 29.56, 29.34, 27.37, 27.09, 22.67, 14.09; HRMS: m/z 330.3361 [M + H]"
(calc. for [C20H44NO2] 330.3367).

N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-N-oktadecylamin (7e). Zluta krystalicka latka, t. t. 48,1 —
49,7 °C (5,17 g, 96 %); 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 3.62 (t, J = 5.4 Hz, 4H),
2.66 (t,J = 5.4 Hz, 4H), 2.55 — 2.49 (m, 2H), 1.49 — 1.43 (m, 2H), 1.29 — 1.24 (m, 30H),
0.88 (t,J= 6.9 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 61.10, 59.62, 56.04, 54.78,
50.94, 31.90, 29.67, 29.64, 29.61, 29.56, 29.33, 27.37, 27.00, 22.66, 14.09; HRMS: m/z
358.3675 [M + H]" (calc. for [C22HasNO2] 358.3680).
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Druhv krok reakce:

Vychozi latka N-alkyldiethanolamin (7a-e) v mnozstvi 14 mmol z prvniho kroku
reakce byla smisena s 28 mmol benzylchloridu (8a). Reakce probihala pii teploté 100 °C
po dobu 2 hodin a prubéh byl monitorovan pomoci TLC. Po 2 hodinach byla reakce
odstavena na 3 dny, poté byla smés odparena do konstantni hmotnosti a vysledny produkt

byl ¢istén opakovanou krystalizaci.

Reakéni schéma ¢. 4:

OH .
R Cl
N + solvent free R
HO" > ~""OH c| ToC2n> N
\LOH
Ta-e 8a 9a-e
Tabulka produkti €. 4:
Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
9a CioHay OH ) 371,98 78
9b Ci2Hzs H Cl 400,04 41
9¢ Ci4Hao ©\/ N R 428,09 65
9d Ci6Hss I 456,14 68
9e CisHy7 OH 484.20 52
Analyza NMR a HRMS:

N-benzyl-N,N-bis(2-hydroxyethyl)dekan- 1-aminium-chlorid (9a). Bila krystalicka
latka, t. t. 114,0 -114,6°C (4,09 g, 78 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 7.63 —
7.57 (m, 2H), 7.47 — 7.39 (m, 3H), 5.73 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 4.86 (s, 2H), 4.26 — 4.14 (m,
4H), 3.68 —3.54 (m, 4H), 3.39 - 3.32 (m, 2H), 1.89 — 1.80 (m, 2H), 1.36 — 1.19 (m, 14H),
0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H); '3*C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 133.18, 130.61, 129.25,
127.27, 64.39, 60.20, 59.60, 55.83, 31.78, 29.37,29.36, 29.18, 29.13, 26.22, 22.69, 22.59,
14.05; HRMS: m/z 336.2888 [M]" (calc. for [C21H3sNO2]" 336.2897).

N-benzyl-N,N-bis(2-hydroxyethyl)dodekan- I-aminium-chlorid (9b). Bila krystalicka
latka, t. t. 118,7 -119,0 °C (4,68 g, 41 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 7.62 —
7.57 (m, 2H), 7.47 — 7.39 (m, 3H), 5.30 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 4.86 (s, 2H), 4.27 — 4.14 (m,
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4H), 3.69 — 3.54 (m, 4H), 3.38 —3.31 (m, 2H), 1.89 — 1.80 (m, 2H), 1.31 — 1.22 (m, 18H),
0.88 (t, J= 6.9 Hz, 3H); '*C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 133.17, 130.61, 129.26,
127.27,64.39, 60.21, 59.61, 55.83, 31.84, 29.55,29.42, 29.39, 29.27,29.15, 26.23,22.69,
22.62, 14.06; HRMS: m/z 364.3207 [M]" (calc. for [C23H42NO2]" 364.3210).

N-benzyl-N,N-bis(2-hydroxyethyl)tetradekan-1-aminium-chlorid (9¢). Bila
krystalicka latka, t. t. 120,6 -120,9 °C (3,92 g, 65 %); '"H NMR (500 MHz, Methanol-ds)
8 7.68 —7.62 (m, 2H), 7.56 — 7.52 (m, 3H), 4.79 (s, 2H), 4.09 (t,J = 5.1 Hz, 4H), 3.51 (t,
J=17.4,5.0Hz,4H),3.38 —3.31 (m, 2H), 1.98 — 1.88 (m, 2H), 1.37 — 1.27 (m, 22H), 0.93
—0.89 (t, J = 6.9 Hz, 3H); '3C NMR (126 MHz Methanol-ds) & 134.34, 131.79, 130.36,
129.11, 65.40, 61.34, 61.08, 56.71, 33.06, 30.79, 30.77, 30.75, 30.71, 30.61, 30.53, 30.46,
30.18, 27.34, 23.72, 23.49, 14.44; HRMS: m/z 392.3515 [M]" (calc. for [C25sHssNO>]"
392.3523).

N-benzyl-N,N-bis(2-hydroxyethyl) hexadekan- 1 -aminium-chlorid (9d). Bila
krystalick4 latka, t. t. 121,6 -121,9 °C (4,39 g, 68 %); 'H NMR (500 MHz, Chloroform-
d) & 7.65—7.55 (m, 2H), 7.48 — 7.40 (m, 3H), 5.73 (t, J = 5.4 Hz, 2H), 4.86 (s, 2H), 4.28
—4.14 (m, 4H), 3.69 — 3.55 (m, 4H), 3.39 — 3.32 (m, 2H), 1.90 — 1.80 (m, 2H), 1.32 —
1.23 (m, 26H), 0.87 (t, J = 6.9 Hz, 3H); '3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 133.22,
130.67, 129.31, 127.31, 64.43, 60.25, 59.65, 55.89, 31.92, 29.70, 29.66, 29.61, 29.48,
29.45, 29.36, 29.21, 26.28, 22.75, 22.68, 14.11; HRMS: m/z 420.3828 [M]" (calc. for
[C27H50NO2]" 420.3836).

N-benzyl-N,N-bis(2-hydroxyethyl)octadekan-1-aminium-chlorid (9e). Bila
krystalick4 latka, t. t. 123,2-123,8 °C (3,59 g, 52 %); 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d)
0 7.62 —7.57 (m, 2H), 7.49 — 7.39 (m, 3H), 5.72 (t, J= 5.4 Hz, 2H), 4.87 (s, 2H), 4.22 (t,
J=10.8, 6.3, 5.6 Hz, 4H), 3.62 (t, J = 39.6, 14.4, 6.5, 3.3 Hz, 4H), 3.38 — 3.31 (m, 2H),
1.90 — 1.81 (m, 2H), 1.38 — 1.15 (m, 30H), 0.88 (t, /= 6.8 Hz, 3H); 3*C NMR (126 MHz,
Chloroform-d) 6 133.19, 130.63, 129.28, 127.28, 64.40, 60.22, 59.61, 55.87, 31.88, 29.68,
29.64, 29.62, 29.59, 29.46, 29.42, 29.32, 29.18, 26.24, 22.71, 22.65, 14.08; HRMS: m/z
448.4153 [M]" (calc. for [C20HsaNO,]" 448.4149).
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4.1.8 SYNTEZA DERIVATU DIETHANOLAMINU 2

Prvni krok reakce:

Viz kapitola 4.1.7 Syntéza derivati diethanolaminu 1.

Druhyv krok reakce:

Vychozi latka (7a-e) v mnozstvi 3,66 mmol byla rozpusSténa ve 30 ml acetonitrilu
(ACN). K roztoku bylo ptidano 1,4 ekvivalentu ptislusného alkylbromidu (5,124 mmol)
a tetrabutylamonium-bromid (TBABTr) nebo tetrabutylamonium-chlorid (TBACI) v 0,1
ekvivalentu (0,366 mmol) jako katalyzatoru. Reakce probihala za refluxu rozpoustédla
(81 °C) 72 hodin. Surovy produkt byl promyt diethyletherem a néasledné separovan ve
smési voda/chloroform (1:1). Vysledny produkt byl piecistén krystalizaci v ethylacetatu.

Reakéni schéma €. 5:

R1 R1 R2 Br

N
HO > "~"S0H * Ry—Br =& HO/\/W\/\OH
7a-b 2a-b, 10a 11a-e

Tabulka produkti €. 5:

Oznaceni R, R; Struktura Mr vytézek (%)
11a  CiHas, CsHis 466,58 6
11b  CiHas, CioHy R, R, Br 49463 41
1le  CyoHa, CsHyy { 438,53 5
11d  CuHas Coths HO” > >~""OH 522,69 1
1le  CioHa, CioHa 466,58 7

Pozn: 10a: 1-bromooktan

Analyza NMR a HRMS:

N,N-bis(2-hydroxyethyl)-N-dodecyl-N-okty l ammonium-bromid (11a). Bila
krystalicka latka, t. t. 55,0-55,8 °C, (0,1 g, 6 %) 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) §
4.85 —4.80 (m, 2H), 4.13 — 4.06 (m, 4H), 3.73 — 3.65 (m, 4H), 3.49 — 3.41 (m, 4H), 1.74
— 1.65 (m, 4H), 1.37 — 1.25 (m, 28H), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 6H); '*C NMR (126 MHz,
Chloroform-d) & 61.18, 60.41, 55.67, 31.89, 31.63, 29.60, 29.48, 29.43, 29.32, 29.14,
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29.07, 29.06, 26.32, 22.67, 22.58, 22.09, 14.10, 14.05; HRMS: m/z 386.3984 [M]" (calc.
for [C24Hs52NO2]" 386.3993).

N,N-bis(2-hydroxyethyl)-N-decyl-N-dodecy l ammonium-bromid (11). Bila
krystalicka latka, t. t. 57,2-57,9 °C, (0,75 g, 41 %) '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) &
4.84 — 4.80 (m, 2H), 4.14 — 4.07 (m, 4H), 3.73 — 3.65 (m, 4H), 3.48 — 3.41 (m, 4H), 1.74
— 1.64 (m, 4H), 1.39 — 1.22 (m, 32H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 6H); '*C NMR (126 MHz,
Chloroform-d) & 61.16, 60.36, 55.65, 31.87, 31.81, 29.58, 29.57, 29.45, 29.40, 29.39,
29.29, 29.22, 29.12, 29.10, 26.29, 22.64, 22.61, 22.06, 14.07, 14.06; HRMS: m/z
414.4210 [M]" (calc. for [C26Hs6NO2]" 414.4306).

N,N-bis(2-hydroxyethyl)-N-decyl-N-oktylammonium-bromid (11c¢). Zluta olejovita
latka, (0,1 g, 6 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 4.83 (t, J = 5.5 Hz, 2H), 4.13 —
4.07 (m, 4H), 3.72 — 3.66 (m, 4H), 3.49 — 3.42 (m, 4H), 1.75 — 1.65 (m, 4H), 1.44 — 1.17
(m, 24H), 0.88 (t, ] = 6.8 Hz, 6H); *C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 61.18, 60.43,
55.68, 31.85, 31.65, 29.44, 29.27, 29.15, 29.09, 29.08, 26.33, 22.66, 22.60, 22.11, 14.11,
14.08; HRMS: m/z 358.3675 [M]" (calc. for [C22H4sNO2]" 358.3680).

N,N-bis(dodecyl)-N,N-bis(2-hydroxyethyl)ammonium-bromid (11d). Bila krystalicka
latka, t. t. 62,3-62,8 °C, (0,01 g, 1 %) '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 4.85 — 4.80
(m, 2H), 4.13 — 4.07 (m, 4H), 3.72 — 3.67 (m, 4H), 3.47 — 3.41 (m, 4H), 1.73 — 1.65 (m,
4H), 1.40 — 1.21 (m, 36H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 6H); '*C NMR (126 MHz, Chloroform-d)
861.16,60.36,55.64,31.86,29.58,29.52,29.45,29.40,29.29,29.11, 26.29, 22.64, 22.06,
14.06; HRMS: m/z 442.4601 [M]" (calc. for [C2sHeoNO2]" 442.4619).

N,N-bis(decyl)-N,N-bis(2-hydroxyethyl)ammonium-bromid (11e). Bila krystalicka
latka, t. t. 59,2-60,1 °C, (0,130 g, 7 %) 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) & 4.84 (s, 2H),
3.95(t,J=4.9 Hz, 4H), 3.57 — 3.52 (m, 4H), 3.47 — 3.38 (m, 4H), 1.78 — 1.71 (m, 4H),
1.43 —1.25 (m, 28H), 0.90 (t,J= 6.9 Hz, 6H); '*C NMR (126 MHz, Methanol-d4) & 60.42,
60.02, 55.20, 31.65, 29.20, 29.14, 29.03, 28.76, 25.91, 22.33, 21.54, 13.04; HRMS: m/z
386.3972 [M]" (calc. for [C24H52NO2]" 386.3993).
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4.1.9 SYNTEZA DERIVATU 3-CHLOROPYRIDINU

Vychozi latka 3-chloro-pyridin (12a) byla v mnozstvi 17,6 mmol rozpusténa ve 30
ml ACN (acetonitril). K roztoku bylo pfidano 44 mmol alkylbromidu (2a-e). Reakce
probihala za refluxu rozpoustédla (81 °C) 96 hodin a byla monitorovana pomoci TLC.
Poté byla smés odpafena do konstantni hmotnosti a vysledny produkt byl ziskédn

opakovanou krystalizaci.

Reakéni schéma €. 6:

Br
Cl Cl R
\ + ACN = N+
| R—Br / - |
_ 81 °C, 96 h _
N
12a 2a-e 13a-e
Tabulka produkti €. 6:
Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
13a CioHz: _ 334,72 70
13b C12Hos Br 362,78 83
13¢ C14H29 CI R 380,93 71
N
13d Ci6Hs3 | 418,88 78
13e CisHzr = 446,94 46

Analyza NMR a HRMS:

3-chloro-1-decyl-pyridin-1-ium-bromid (13a). Hnéda olejovita latka, (4,24 g, 70 %);
"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 9.69 — 9.66 (m, 1H), 9.60 (t, J= 1.7 Hz, 1H), 8.50
—8.47 (m, 1H), 8.27 — 8.22 (m, 1H), 5.10 (t,J= 7.5 Hz, 2H), 2.10 — 2.00 (m, 2H), 1.43 —
1.17 (m, 14H), 0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3H); '3C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 144.97,
144.19, 143.65, 135.68, 129.17, 62.45, 31.96, 31.74, 29.38, 29.26, 29.16, 29.00, 25.98,
22.57, 14.03; HRMS: m/z 254.1666 [M]" (calc. for [C1sHasCIN]" 254.1670).

3-chloro-1-dodecylpyridin-1-ium-bromid (13b). Hnéda krystalické latka, t. t. 50,1-
51,3 °C, (5,41 g, 83 %); 'H NMR (500 MHz, Methanol-ds) § 9.37 (t, J = 1.8 Hz, 1H),
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9.06 (dt, J= 6.0, 1.2 Hz, 1H), 8.73 — 8.67 (m, 1H), 8.14 (dd, /= 8.5, 6.1 Hz, 1H), 4.71 —
4.64 (m, 2H), 2.10 — 2.01 (m, 2H), 1.48 — 1.24 (m, 18H), 0.90 (t, J = 7.0 Hz, 3H); 1*C
NMR (126 MHz, Methanol-ds) & 146.67, 145.53, 144.72, 137.01, 130.04, 63.61, 33.05,
32.42,30.71,30.61, 30.47, 30.44, 30.09, 27.16, 23.71, 14.43; HRMS: m/z 282.1982 [M]"
(calc. for [C17H29CIN]" 282.1983).

3-chloro-1-tetradecyl-pyridin-1-ium-bromid (13¢). Bila krystalicka latka, t. t. 80,5-
82,4 °C, (4,87 g, 71 %); 'HNMR (500 MHz, Chloroform-d) & 9.70 — 9.65 (m, 2H), 8.48
(dd, J=17.8, 1.8 Hz, 1H), 8.25 (dd, J= 8.5, 6.0 Hz, 1H), 5.10 (t, /= 7.5 Hz, 2H), 2.09 —
1.99 (m, 2H), 1.45 — 1.14 (m, 22H), 0.86 (t, J = 6.8 Hz, 3H); '3C NMR (126 MHz,
Chloroform-d) 6 144.97, 144.12, 143.75, 135.65, 129.16, 62.35, 31.98, 31.82, 29.58,
29.54,29.51,29.44,29.27,29.25,29.01, 25.97, 22.59, 14.03; HRMS: m/z 310.2284 [M]"
(calc. for [C19H33CINT" 310.2296).

3-chloro-1-hexadecylpyridin-1-ium-bromid (13d). Bilé4 krystalicka latka, t. t. 89,2-
90,8 °C, (5,77 g, 78 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 9.68 (d, J = 6.0 Hz, 1H),
9.63 (t,J=1.7 Hz, 1H), 8.48 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H), 8.24 (dd, J = 8.5, 6.0 Hz, 1H),
5.11 (t, J=17.5 Hz, 2H), 2.09 — 1.99 (m, 2H), 1.46 — 1.11 (m, 26H), 0.86 (t, /= 6.9 Hz,
3H); '*C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 144.98, 144.16, 143.70, 135.67, 129.15,
62.41,31.98,31.85,29.63,29.58,29.54,29.46,29.29,29.03, 25.99, 22.61, 14.05; HRMS:
m/z 338.2596 [M]" (calc. for [C21H37CINT" 338.2609).

3-chloro-1-okadecyl-pyridin-1-ium-bromid (13e). Bila krystalicka latka, t. t. 96,0-
96,8 °C, (3,63 g, 46 %); 'H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 9.68 (d, J = 6.0 Hz, 1H),
9.64 (d, /=19 Hz, 1H), 8.51 — 8.45 (m, 1H), 8.26 — 8.20 (m, 1H), 5.11 (t, /= 7.5 Hz,
2H), 2.04 (p, J = 7.5 Hz, 3H), 1.44 — 1.13 (m, 30H), 0.86 (t, J = 6.9 Hz, 3H); '*C NMR
(126 MHz, Chloroform-d) 6 144.98, 144.16, 143.71, 135.66, 129.15, 62.40, 31.98, 31.84,
29.63, 29.61, 29.58, 29.54, 29.46, 29.29, 29.28, 29.02, 25.98, 22.61, 14.04; HRMS: m/z
366.2919 [M]" (calc. for [C23H41CIN]" 366.2922).
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4.1.10 SYNTEZA DERIVATU (I-METHYLPIPERIDIN-4-
YL)METHANOLU

Vychozi latka (1-methylpiperidin-4-yl)methanol (14a) v mnozstvi 3,87 mmol byla
rozpusténa v 30 ml EtOH (ethanol). K roztoku bylo pfidano 7,74 mmol alkylbromidu (2a-
e). Reakce probihala za refluxu rozpoustédla (78 °C) 48 hodin. Reakce byla monitorovana
pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla smés odpaiena do konstantni hmotnosti a ¢iSténa

fizenou krystalizaci.

Reakéni schéma €. 7:

~ Br
N + R—Br EOH R—\\ﬁ
OH 78 °C,48 h OH

14a 2a-e 15a-e

Tabulka produkta &. 7:

Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
15a CioHoi 350,38 39
15b CizHas \\l N Br 378,43 92
15¢ Ci4Hao R- 406,48 31
15d CieHs3 OH 434,54 37
15e CisHzs 462,59 21
Analyza NMR a HRMS:

I-decyl-4-hydroxymethyl-1-methylpiperidin-1-ium-bromid (15a). Zluta olejovita
latka, (0,53 g, 39 %); '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 4.67 —4.61 (m, 1H), 3.48 —3.40
(m, 2H), 3.35 - 3.20 (m, 6H), 3.01 (s, 2H), 2.96 (s, 1H), 1.80 — 1.48 (m, 7H), 1.36 — 1.18
(m, 14H), 0.85 (t, J = 6.8 Hz, 3H); 3*C NMR (126 MHz, DMSO- ds) § 66.75, 64.43,
64.27,59.54, 59.42, 56.80, 51.17, 43.64, 35.63, 35.10, 31.47, 29.10, 29.05, 29.00, 28.86,
28.79, 28.71, 26.13, 2599, 22.61, 22.40, 22.29, 21.26, 21.22, 14.16; HRMS: m/z
270.2794 [M]" (calc. for [C17H3sNO]" 270.2791).

1-dodecyl-4-hydroxymethyl- 1-methylpiperidin- 1-ium bromid (15b). Hnéda olejovita
latka, (1,34 g, 92 %); 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 4.70 — 4.57 (m, 1H), 3.47 —3.39
(m, 2H), 3.33 —3.19 (m, 6H), 3.01 (s, 2H), 2.95 (s, 1H), 1.78 — 1.48 (m, 7H), 1.26 — 1.20
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(m, 18H), 0.84 (t, J = 6.8 Hz, 3H); '3C NMR (126 MHz, DMSO- ds) & 66.79, 64.45,
64.28, 59.57, 59.44, 56.82, 51.19, 43.65, 35.64, 35.11, 31.50, 29.23, 29.22, 29.15, 29.07,
29.01,28.92,28.81,28.72, 26.14,26.00,22.63,22.41,22.31,21.27,21.23, 14.17; HRMS:
m/z 298.3104 [M]" (calc. for [C19H4NO]" 298.3104).

4-hydroxymethyl-1-methyl- 1-tetradecylpiperidin- 1-ium-bromid (15¢). Zluta
krystalicka latka, t. t. 150,8-151,2 °C, (0,49 g, 31 %); 'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) &
4.67—4.62 (m, 1H), 3.47 —3.39 (m, 2H), 3.34 — 3.20 (m, 6H), 3.01 (s, 2H), 2.95 (s, 1H),
1.80 — 1.48 (m, 7H), 1.26 — 1.20 (m, 22H), 0.84 (t,J = 6.9 Hz, 3H); 3*C NMR (126 MHz,
DMSO- ds) 6 66.78, 64.45, 64.29, 59.57, 59.44, 56.81, 51.20, 43.65, 35.64, 35.11, 31.50,
29.27,29.23,29.16, 29.07, 29.02, 28.92, 28.81, 28.73, 26.14, 26.01, 22.63, 22.41, 22.30,
21.27,21.23, 14.17; HRMS: m/z 326.3420 [M]" (calc. for [C21H4sNO]" 326.3417).

1-hexadecyl-4-hydroxymethyl-1-methylpiperidin- 1-ium-bromid (15d). Bila
krystalicka latka, t. t. 160,3-161,8 °C, (0,62 g, 37 %); 'H NMR (500 MHz, DMSO-d;) &
4.67—-4.61 (m, 1H), 3.46 —3.38 (m, 2H), 3.32 —3.17 (m, 6H), 2.99 (s, 2H), 2.94 (s, 1H),
1.78 = 1.51 (m, 7H), 1.30 — 1.21 (m, 26H), 0.85 (t,J = 6.8 Hz, 3H); 3*C NMR (126 MHz,
DMSO- ds) 6 64.29, 59.48, 35.14, 31.49, 29.25, 29.21, 29.15, 29.05, 28.90, 28.80, 26.00,
22.61, 22.40, 22.29, 21.25, 14.17, HRMS: m/z 354.3723 [M]" (calc. for [C23H4NO]"
354.3730).

4-hydroxymethyl-1-methyl-1-oktadecylpiperidin-1-ium  bromid  (15e).  Bila
krystalick4 latka, t. t. 168,0-169,8 °C, (0,38 g, 21 %); '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
4.66 —4.61 (m, 1H), 3.47 —3.39 (m, 2H), 3.32 — 3.22 (m, 6H), 3.00 (s, 2H), 2.95 (s, 1H),
1.81 — 1.48 (m, 7H), 1.40 — 1.07 (m, 30H), 0.84 (t, J = 6.8 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz,
DMSO- dp) 6 66.78, 64.44, 64.27, 59.56, 59.44, 56.81, 51.19, 43.63, 35.64, 35.11, 31.49,
29.25,29.20, 29.16, 29.07, 29.01, 28.90, 28.81, 28.73, 26.14, 26.00, 22.61, 22.40, 22.29,
21.26,21.22, 14.15; HRMS: m/z 328.4370 [M]" (calc. for [C25sHs:2NO]" 382.4043).
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4.1.11 SYNTEZA DERIVATU 1-METHYLPYRROLIDIN-3-OLU

Vychozi latka 1-methylpyrrolidin-3-ol (16a) v mnozstvi 4,94 mmol byla rozpusténa
v 30 ml EtOH (ethanol). K roztoku bylo pfiddno 9,89 mmol piislusného alkylbromidu
(2a-e). Reakce probihala za refluxu rozpoustédla (78 °C) 48 hodin a byla monitorovana
pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla smés odpatena do konstantni hmotnosti a nasledné

CisSténa krystalizaci.

Reakéni schéma €. 8:

\CN— t R-Br —t . . N

16a 2a-e 17a-e

Tabulka produkti €. 8:

Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
17a CioHz: 322,33 45
17b Ci2Hzs H O - 350,38 22
R Br
17¢ C14H29 N+ 378,43 98
17d Ci¢Hss o 406,48 57
17¢ C18H37 434,54 65
Analyza NMR a HRMS:

1-decyl-3-hydroxy-1-methyl-pyrrolidin-1-ium-bromid (17a). Hnéda olejovita latka,
(0,97 g, 45 %); "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 5.54 (d, J = 3.8 Hz, 1H), 4.50 (d, ] =
8.2 Hz, 1H), 3.78 — 3.21 (m, 9H), 2.48 — 2.30 (m, 1H), 2.04 — 1.90 (m, 1H), 1.74 — 1.61
(m, 2H), 1.32 — 1.23 (m, 17H), 0.84 (t, ] = 6.8 Hz, 3H);'*C NMR (126 MHz, DMSO-dj)
870.96,68.32,64.75, 63.09,49.73,32.33,31.48,29.10, 29.01, 28.86, 28.70, 26.06, 23.01,
22.30, 14.17; HRMS: m/z 242.2474 [M]" (calc. for [C1sH3NO]" 242.2478).

1-dodecyl-3-hydroxy-1-methyl-pyrrolidin-1-ium-bromid (17b). Bild krystalicka
latka, t. t. 182,3-183,6 °C, (0,38 g, 22 %); '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 5.55 (d, ] =
3.8 Hz, 1H), 4.51 (t, J = 5.0 Hz, 1H), 3.75 — 3.23 (m, 9H), 2.48 — 2.37 (m, 1H), 2.05 —
1.88 (m, 1H), 1.76 — 1.60 (m, 2H), 1.33 — 1.15 (m, 18H), 0.84 (t, ] = 6.8 Hz, 3H); 13C
NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 70.96, 68.33, 64.75, 63.10, 49.74, 32.75, 32.34, 31.50,
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29.22,29.16,29.02, 28.92, 28.71, 26.07, 23.03, 22.31, 14.17; HRMS: m/z 270.2783 [M]"
(calc. for [C17H3sNO]* 270.2791).

3-hydroxy-1-methyl-1-tetradecylpyrrolidin-1-ium-bromid (17¢). Bila krystalicka
latka, t. t. 194,6-195,2 °C, (1,83 g, 98 %);'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 5.55 (d, J =
3.8 Hz, 1H), 4.54 — 4.47 (m, 1H), 3.73 — 3.22 (m, 9H), 2.48 — 2.37 (m, 1H), 2.06 — 1.85
(m, 1H), 1.74 — 1.61 (m, 2H), 1.33 — 1.21 (m, 22H), 0.84 (t, J = 6.8 Hz, 3H); 1*C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) 6 70.96, 68.33, 64.75, 63.10, 49.74, 32.75, 32.34, 31.50, 29.28,
29.26, 29.23, 29.16, 29.02, 28.92, 28.72, 26.07, 23.03, 22.30, 14.16; HRMS: m/z
298.3100 [M]" (calc. for [C19H4NO]" 298.3104).

1-hexadecyl-3-hydroxy-1-methylpyrrolidin-1-ium-bromid (17d). Bila krystalicka
latka, t. t. 197,8-198,9 °C, (1,94 g, 57 %); '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 5.54 (d, ] =
3.8 Hz, 1H), 4.54 — 4.47 (m, 1H), 3.75 — 3.23 (m, 9H), 2.48 — 2.36 (m, 1H), 1.99 — 1.89
(m, 1H), 1.73 — 1.62 (m, 2H), 1.32 — 1.21 (m, 26H), 0.84 (t, J = 6.8 Hz, 3H); 1*C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) 6 70.95, 68.31, 64.74, 63.08, 49.72, 32.75, 32.33, 31.49, 29.25,
29.21,29.15,29.01,28.91, 28.71, 26.06, 23.01, 22.29, 14.15; HRMS: m/z 326.3421 [M]"
(calc. for [C21H44NO]" 326.3417).

3-hydroxy-1-methyl-1-oktadecylpyrrolidin-1-ium-bromid (17e). Bild krystalicka
latka, t. t. 203,5-204,8 °C, (1,40 g, 65 %); '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 5.54 (d, J =
3.8 Hz, 1H), 4.54 — 4.47 (m, 1H), 3.72 — 3.22 (m, 9H), 2.48 — 2.37 (m, 1H), 1.99 — 1.89
(m, 1H), 1.73 — 1.62 (m, 2H), 1.30 — 1.21 (m, 30H), 0.84 (t, J = 6.9 Hz, 3H); '*C NMR
(126 MHz, DMSO-ds) 6 70.95, 68.31, 64.73, 63.07, 49.71, 32.75, 32.33, 31.49, 29.25,
29.23, 29.20, 29.16, 29.03, 28.91, 28.72, 26.07, 23.02, 22.29, 14.15; HRMS: m/z
354.3734 [M]" (calc. for [C23HasNO]" 354.3730).
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4.1.12 SYNTEZA DERIVATU TRIETHANOLAMINU

Vychozi latka triethanolamin (18a) v mnozstvi 3,66 mmol byla pfimo smisena s 3,66
mmol alkylbromidu (2b) tzv. solvent-free reakce. Reakce probihala pfi teploté 55 °C 12
hodin a byla monitorovana pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla smés odpafena do

konstantni hmotnosti a nasledné CiSténa krystalizaci.

Reakéni schéma €. 9:

OH OH ]
H H Br
N + solvent free N+
HO" >~ OH R-Br ——=scmr> HO/\/I#\/\OH
18a 2b 19b

Tabulka produktt &. 9:

OH
Br
19b Ci2Hos " 398,42 86
HO/\/ﬁ{\/\OH

Analyza NMR a HRMS:

N-dodecyl-N, N, N-tris(hydroxyethyl)ammonium-bromid (19b). Bila krystalicka latka,
t. t. 51,8-52,4 °C, (1,25 g, 86 %); '"H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 4.67 — 4.60 (m,
3H), 4.14-4.07 (m, 6H), 3.83 — 3.70 (m, 5H), 3.59 — 3.53 (m, 2H), 1.78 — 1.70 (m, 2H),
1.37 — 1.24 (m, 18H), 0.88 (t, J = 6.9 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, Chloroform-d) &
61.83, 61.16, 55.68, 31.94, 29.72, 29.69, 29.62, 29.39, 29.32, 26.46, 22.71, 22.48, 14.14,
HRMS: m/z 318.3008 [M]" (calc. for [Ci1sH4NO3]" 318.3003).
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4.1.13 SYNTEZA DERIVATU 1-(2-HYDROXYETHYL)PIPERIDIN-4-
OLU

Vychozi latka 1-(2-hydroxyethyl)piperidin-4-ol (20a) v mnozstvi 3,44 mmol byla
rozpusténa v cca 30 ml EtOH (ethanol). K roztoku bylo pfidano 6,89 mmol alkylbromidu
(2¢). Reakce probihala za refluxu rozpoustédla (78 °C) 24 hodin a byla monitorovéna
pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla smés odparena do konstantni hmotnosti a nasledné
¢iSténa krystalizaci.

Reakéni schéma €. 10:

HO HO Br
* R-Br —_ B .
N 78°C,24h N
\T::rW\V/A\OH ~"0OH

20a 2c 21c
Tabulka produktt &. 10:
Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
HO Br
21c¢ C14H29 U+ 422,48 2
é\v/A\Oki

Analyza NMR a HRMS:

4-hydroxy-1-(2-hydroxyethyl)-I-tetradecylpiperidin-1-ium-bromid (21c). Hnéda
olejovita latka, (0,03 g, 2 %); 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 5.28 — 5.22 (m, 1H), 5.06
(t, J=3.5 Hz, 1H), 3.85 - 3.74 (m, 3H), 3.56 — 3.28 (m, 12H), 2.02 — 1.92 (m, 2H), 1.74
—1.65 (m, 2H), 1.65 — 1.56 (m, 2H), 1.34 — 1.17 (m, 22H), 0.84 (t, ] = 6.8 Hz, 3H); '*C
NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 55.75, 54.77, 54.66, 31.50, 29.27, 29.23, 29.15, 29.06,
28.92,28.74,28.73,27.62,27.55,26.00,22.30, 21.44, 21.13, 14.17.HRMS: m/z 342.3362
[M]" (calc. for [C21H44NO2]" 342.3367).
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4.1.14 SYNTEZA DERIVATU 1-(2-METHOXYETHYL)PIPERIDIN-4-
YL)METHANOLU

Vychozi latka (1-(2-methoxyethyl)piperidin-4-yl)methanol (22a) v mnozstvi 2,89
mmol byla rozpusténa v 30 ml EtOH (ethanol). K roztoku bylo ptidano 5,77 mmol
alkylbromidu (2c¢). Reakce probihala za refluxu rozpoustédla (78 °C) 24 hodin a byla
monitorovana pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla smés odpafena do konstantni

hmotnosti a surovy produkt ¢istén fizenou krystalizaci.

Reakéni schéma €. 11:

Bf
QAOH Q/\OH
~o~N ¥ RBr g \O/\/E

22a 2c 23c

Tabulka produkta &. 11:

Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)

Br
OH
23c Ci4Hao N+ 450,54 22

Analyza NMR a HRMS:

4-hydroxymethyl- 1-(2-methoxyethyl)- 1 -tetradecylpiperidin- 1 -ium-bromid (23¢).
Zluté krystalicka latka, t. t. 63,2-64,0 °C, (0,25 g, 22 %); "H NMR (500 MHz, DMSO-dj)
04.84 —4.78 (m, 1H), 3.77 — 3.31 (m, 12H), 3.28 (s, 2H), 3.26 — 3.03 (m, 2H), 2.08 (s,
1H), 1.94 - 1.91 (m, 1H), 1.77 — 1.69 (m, 1H), 1.69 — 1.61 (m, 2H), 1.58 — 1.49 (m, 1H),
1.33 — 1.18 (m, 22H), 0.84 (t, ] = 6.9 Hz, 3H); '*C NMR (126 MHz, DMSO-d;) § 65.33,
64.48, 63.08, 61.28, 59.20, 58.53, 52.77, 32.86, 31.50, 29.26, 29.22, 29.14, 29.05, 28.99,
28.92,28.74, 28.66, 25.87, 24.38,22.30, 21.14, 19.01, 14.17, HRMS: m/z 370.3672 [M]"
(calc. for [C23H4sNO2]" 370.3680).
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4.1.15 SYNTEZA DERIVATU (I-ETHYLPYRROLIDIN-3-
YL)METHANOLU

Vychozi latka (1-ethylpyrrolidin-3-yl)methanol (24a) v mnozstvi 3,87 mmol byla
rozpu$téna v 30 ml EtOH. K roztoku bylo pfiddno 7,74 mmol alkylbromidu (2b-c).
Reakce probihala za refluxu rozpoustédla (78 °C) 48 hodin a byla monitorovana pomoci
TLC. Po ukonceni reakce byla smés odpaiena do konstantni hmotnosti a surovy produkt

¢iStén opakovanou krystalizaci.

Reakéni schéma €. 12:

Br
HO HO
\,C\N T OR-Br s \/-C\N+/
~ R

24a 2b-c 25b-c

Tabulka produkta ¢. 12:

Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)

25b Ci2Has - 378,43 61

Br

HO
\’C\N+/
R
25¢ Ci4Hao 406,48 16
Analyza NMR a HRMS:

1-dodecyl-1-ethyl-3-hydroxymethylpyrrolidin- 1-ium-bromid (25b). Hnéda
krystalické latka, t. t. 78,5-78,9 °C, (0,89 g, 61 %); 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
3.69 — 3.60 (m, 1H), 3.58 — 3.50 (m, 1H), 3.49 —3.10 (m, 8H), 2.67 — 2.55 (m, 1H), 2.18
—2.05 (m, 1H), 1.88 — 1.76 (m, 1H), 1.63 — 1.54 (m, 2H), 1.30 — 1.15 (m, 21H), 0.88 —
0.81 (m, 3H); 13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 64.26, 61.69, 59.53, 57.81, 55.51,
38.06, 31.50, 29.21, 29.15, 29.06, 28.91, 28.74, 28.70, 26.00, 24.89, 22.78, 22.30, 14.17,
8.86; HRMS: m/z 298.3106 [M]" (calc. for [C1oHsNO]" 298.3104).
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1-ethyl-3-hydroxymethyl- I -tetradecylpyrrolidin- 1-ium-bromid (25¢). Bila
krystalick4 latka, t. t. 104,6-104,8 °C, (0,24 g, 16 %); 'H NMR (500 MHz, DMSO-d5) &
4.98 —4.92 (m, 1H), 3.69 — 3.60 (m, 1H), 3.59 — 3.50 (m, 1H), 3.50 — 3.11 (m, 8H), 2.67
—2.57 (m, 1H), 2.18 — 2.05 (m, 1H), 1.87 — 1.76 (m, 1H), 1.63 — 1.53 (m, 2H), 1.34 —
1.14 (m, 25H), 0.88 — 0.81 (m, 3H); '3C NMR (126 MHz, DMSO-dy) § 64.27, 61.70,
59.53, 57.83, 55.52, 38.06, 31.50, 29.26, 29.22, 29.16, 29.07, 28.92, 28.75, 28.71, 26.01,
24.89, 22.79, 22.30, 14.17, 8.87. HRMS: m/z 326.3421 [M]" (calc. for [C21H4NO]"
326.3417).
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4.1.16 SYNTEZA DERIVATU (1-(2-METHOXYETHYL) PYRROLIDIN-
3-YL)METHANOLU

Vychozi latka (1-(2-methoxyethyl)pyrrolidin-3-yl)methanol (26a) v mnozstvi 3,14
mmol byla rozpusSténa v 30 ml EtOH. K roztoku bylo pfidano 6,28 mmol alkylbromidu
(2b-¢). Reakce probihala za refluxu rozpoustédla (78 °C) 24 hodin a byla monitorovéana
pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla smés odparena do konstantni hmotnosti a nasledné
¢iSténa krystalizaci.

Reakéni schéma €. 13:

Br-

O\/OH E(OH R OH
\O/\/N 78°C, 24 h \O/\/N
26a 2b-c 27b-c
Tabulka produkta €. 13:
Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
27b C12Has 408,46 26
Br OH
D
N0
27¢ Ci14Hao 436,51 55

Analyza NMR a HRMS:

1-dodecyl-3-hydroxymethyl-1-(2-methoxyethyl)pyrrolidin- 1-ium-bromid (27b).Bila
krystalické latka, t. t. 78,3-78,6 °C, (0,33 g, 26 %); 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) &
495 (t,J =5.1 Hz, 1H), 3.79 — 3.37 (m, 8H), 3.37 — 3.30 (m, 2H), 3.29 (s, 3H), 3.26 —
3.13 (m, 2H), 2.66 — 2.55 (m, 1H), 2.18 — 2.06 (m, 1H), 1.87 — 1.76 (m, 1H), 1.68 — 1.56
(m, 2H), 1.29 — 1.22 (m, 18H), 0.88 — 0.82 (m, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds) §
66.10, 65.36, 62.76, 61.79, 59.02, 58.43, 57.37, 37.87, 31.48, 29.20, 29.12, 29.00, 28.98,
28.90, 28.68, 28.63, 26.00, 24.68, 22.29, 14.16; HRMS: m/z 328.3198 [M]" (calc. for
[C20H42NO2]" 328.3210).

3-hydroxymethyl-1-(2-methoxyethyl)- 1 -tetradecylpyrrolidin-1-ium-bromid ~ (27c¢).
Bil4 krystalicka latka, t. t. 88,8-89,2 °C, (0,69 g, 55 %); 'H NMR (500 MHz, DMSO-dj)
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8 4.96 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 3.78 — 3.36 (m, 8H), 3.34 — 3.32 (m, OH), 3.28 (s, 3H), 3.26 —
3.13 (m, 2H), 2.67 — 2.57 (m, 1H), 2.18 — 2.07 (m, 1H), 1.87 — 1.76 (m, 1H), 1.67 — 1.56
(m, 2H), 1.29 — 1.21 (m, 22H), 0.84 (t, ] = 6.9 Hz, 3H); *C NMR (126 MHz, DMSO-ds)
866.24,65.37,62.77,61.80, 59.42, 58.44, 57.39, 37.85,31.50, 29.26, 29.22, 29.14,29.02,
28.92, 28.70, 28.65, 26.02, 25.95, 24.65, 22.30, 14.16; HRMS: m/z 356.3525 [M]" (calc.
for [C22H46NO2]* 356.3523).
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4.1.17 SYNTEZA BIS-KVARTERNIHO DERIVATU (1-BENZYL-1H-
IMIDAZOL-5-YLYMETHANOLU

Vychozi latka (1-benzyl -1H-imidazol-5-yl)methanol (1a) v mnozstvi 1,06 mmol
byla rozpusténa v 30 ml DMF (dimethylformamid). K roztoku bylo pfidano 0,53 mmol
alkyla¢niho cinidla (28a-c¢). Reakce probihala pii teplot¢ 120 °C 48 hodin a byla
monitorovana pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla smés odpafena do konstantni

hmotnosti a nasledné ¢isténa krystalizaci.

Reakéni schéma €. 14:

2Br

N
Z%N + Br/ “Br 720°c, 480 120 C48h ©/;\/ _\
H K[
1a 28c 29c

Tabulka produktu ¢&. 14:

Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)

2Br

.\
— \N +
29¢ C1oHos ﬁ _“NJQ 704,57 13
%
H
OH
29c

Analyza NMR a HRMS:

3,3 ’-(dodekan-1, 12-diyl)bis(1-benzyl-5-hydroxymethyl- 1 H-imidazol-3-ium)-
dibromid (28b). Bil4 krystalicka latka, t. t. 127,6-127,9 °C, (0,05 g, 13 %); '"H NMR (500
MHz, Methanol-d4) 6 9.03 (d, /= 1.8 Hz, 2H), 7.65 (d, J = 1.8 Hz, 2H), 7.47 — 7.35 (m,
10H), 5.49 (s, 4H), 4.57 (s, 4H), 4.20 (t,J=7.3 Hz, 4H), 1.93 — 1.83 (m, 4H), 1.39 - 1.27
(m, 16H); '*C NMR (126 MHz, MeOD) § 136.76, 135.13, 133.59, 129.04, 128.84,
127.90, 120.51, 52.64, 50.62, 50.60, 49.57, 49.55, 29.65, 29.21, 29.16, 28.68, 25.88;
HRMS: m/z 272.1887 [M]*" (calc. for [C20HasN4O2]** 272.1883).

62



4.1.18 SYNTEZA BIS-KVARTERNICH DERIVATU 1-
METHYLPYRROLIDIN-3-OLU

Vychozi latka 1-methylpyrrolidin-3-ol (16a) byla v mnozstvi 15 mmol rozpusténa v
30 ml EtOH. K roztoku bylo pfidano 7,5 mmol pfislusného dibromoalkanu (28a-c).
Reakce probihala za refluxu rozpoustédla (78 °C) 24 hodin a byla monitorovana pomoci

TLC. Po ukonceni reakce byla smés odpatrena do konstantni hmotnosti a nasledné Cisténa

krystalizaci.

Reakéni schéma €. 15:

2Br
HO
+ R HO OH
EtOH
2 EN_ Br- “~Br ~7c 2™ E /R\U
+N +
16a 28a-c
30a-c
Tabulka produktua ¢. 15:
Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
30a CsHie 2Br 474,32 80
30b CioHzo R @ 502,39 12
+
30c¢ C1oHos \QT | 530,43 51
Analyza NMR a HRMS:

1,1’-(oktan-1,8-diyl)bis(3-hydroxy-I-methylpyrrolidin-1-ium)-dibromid (30a). Bila
krystalick4 latka, t. t. 102,4-102,6 °C, (3,03 g, 80 %); 'H NMR (500 MHz, Methanol-d.)
0 4.70 — 4.62 (m, 2H), 3.88 — 3.74 (m, 2H), 3.71 — 3.35 (m, 10H), 3.28 (s, 3H), 3.13 (s,
3H), 2.62 — 2.48 (m, 2H), 2.22 — 2.09 (m, 2H), 1.90 — 1.76 (m, 4H), 1.49 — 1.36 (m, 8H);
3C NMR (126 MHz, Methanol-dy) & 71.46, 69.01, 65.77, 63.72, 49.87, 32.37, 28.40,
25.84,23.21; HRMS: m/z 157.1461 [M]?" (calc. for [CisH3sN202]*" 157.1383).

1,1'-(dekan-1,10-diyl)bis(3-hydroxy-1-methylpyrrolidin- 1-ium)-dibromid (30b).
Bil4 krystalicka latka, t. t. 216,8-217,3 °C, (0,45 g, 12 %); 'H NMR (500 MHz, Methanol-
d4) 0 4.69 —4.62 (m, 2H), 3.87 — 3.73 (m, 2H), 3.69 — 3.32 (m, 10H), 3.27 (s, 3H), 3.13
(s, 3H), 2.62 — 2.48 (m, 2H), 2.22 — 2.08 (m, 2H), 1.88 — 1.76 (m, 4H), 1.43 — 1.35 (m,
12H); *C NMR (126 MHz, Methanol-dy) § 71.45, 69.00, 65.81, 63.70, 49.84, 32.38,
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28.92, 28.69, 26.04, 23.29; HRMS: m/z 171.1616 [M] 2* (calc. for [CaoHaaN202]*"
171.1618).

1,1’-(dodekan-1,12-diyl)bis(3-hydroxy-1-methylpyrrolidin-1-ium)-dibromid  (30c).
Hnéda olejovita latka, (2,02 g, 51 %); '"H NMR (500 MHz, Methanol-dy) & 4.69 — 4.62
(m, 2H), 3.86 —3.73 (m, 2H), 3.69 —3.33 (m, 10H), 3.27 (s, 3H), 3.12 (s, 3H), 2.62 — 2.48
(m, 2H), 2.22 — 2.09 (m, 2H), 1.87 — 1.75 (m, 4H), 1.42 — 1.32 (m, 16H); '*C NMR (126
MHz, Methanol-dy) 6 71.46, 69.00, 65.83, 63.69, 49.83, 32.38, 29.18, 29.12, 28.80, 26.09,
23.31; HRMS: m/z 185.1773 [M]?" (calc. for [C22HasN2O2]** 185.1774).
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4.1.19 SYNTEZA BIS-KVARTERNICH DERIVATU (1-
METHYLPIPERIDIN-4-YL)YMETHANOLU

Vychozi latka (1-methylpiperidin-4-yl)methanol (14a) byla v mnozstvi 7,74 mmol
rozpuSténa vcca 30 ml EtOH. Kroztoku bylo pfidano 3,87 mmol pfislusného
dibromoalkanu (28a-c). Reakce probihala za refluxu rozpoustédla (78 °C) 96 hodin a byla
monitorovana pomoci TLC. Po ukonceni reakce byla smés odpafena do konstantni

hmotnosti a nasledné ¢isténa krystalizaci.

Reakéni schéma €. 16:

2Br
|,R_|
;N . . N* SNT
OH  Br~ “Br —mcwr™> HO OH
14a 28a-c 31a-c
Tabulka produktu &. 16:

Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
31a C8H16 | = | ZBI’_ 531,12 35
31b CioHao N* N 558,49 2

HO OH
31c Ci2Ho4 586,53 47

Analyza NMR a HRMS:

1,1’-(oktan-1,8-diyl)bis(4-(hydroxymethyl)- 1-methylpiperidin- 1 -ium)-dibromid
(31a). Bila krystalické latka, t. t. 231,6-232,4 °C, (0,69 g, 35 %); '"H NMR (500 MHz,
Methanol-dy) 6 3.64 — 3.48 (m, 8H), 3.41 —3.32 (m, 8H), 3.10 (s, 3H), 3.06 (s, 3H), 1.95
—1.66 (m, 12H), 1.50 — 1.38 (m, 10H); '*C NMR (126 MHz, Methanol-d,) § 64.50, 60.13,
57.45, 51.29, 35.06, 28.55, 25.81, 22.36, 21.43; HRMS: m/z 185.1773 [M]*" (calc. for
[C22HaeN202 7" 185.1774).

1,1'-(dekan-1,10-diyl)bis(4-(hydroxymethyl)- I-methylpiperidin- 1-ium)-dibromid
(31b). Zluta krystalicka latka, t. t. 137,3-137.9 °C, (0,48 g, 22 %); 'H NMR (500 MHz,
Methanol-dy4) & 3.65 — 3.46 (m, 8H), 3.41 —3.31 (m, 8H), 3.08 (d, J =21.0 Hz, 6H), 1.96
—1.63 (m, 12H), 1.45 —1.36 (m, 14H); 3C NMR (126 MHz, Methanol-d,) § 64.51, 60.12,
57.48,51.27, 35.05, 29.00, 28.83, 26.01, 22.36, 21.50; HRMS: m/z 199.1929 [M]** (calc.
for [C24HsoN202]*" 199.1931).
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1,1'-(dodekan- 1, 12-diyl)bis(4-(hydroxymethyl)- 1-methylpiperidin- I -ium)-dibromid
(31¢). Bil4 krystalicka latka, t. t. 195,0-195,6 °C, (1,07 g, 47 %); '"H NMR (500 MHz,
Methanol-ds) 8 3.63 — 3.50 (m, 8H), 3.39 — 3.30 (m, 8H), 3.07 (d, /= 20.4 Hz, 6H), 1.96
—1.62 (m, 12H), 1.44 —1.32 (m, 18H); 3C NMR (126 MHz, Methanol-d,) § 64.51, 60.12,
57.48, 51.27, 43.29, 35.05, 29.00, 28.83, 28.74, 26.01, 22.36, 21.50.;HRMS: m/z
213.2085 [M]?** (calc. for [C26HsaN202]** 213.2087).
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4.1.20 SYNTEZA BIS-KVARTERNICH DERIVATU N-
METHYLDIETHANOLAMINU

Vychozi latka N-methyldiethanolamin (32a) v mnozstvi 16,78 mmol byla rozpusténa
v 30 ml EtOH. K roztoku bylo pfidano 8,39 mmol dibromoalkanu (28a-c). Reakce
probihala za refluxu rozpoustédla (78 °C) 72 hodin a byla monitorovana pomoci TLC. Po

ukonceni reakce byla smés odpafena do konstantni hmotnosti a nésledné CiSténa

krystalizaci.

Reakéni schéma ¢. 17:

| Y H

N + R EtOH
2HO" ™~ "~"S0H  Br~ “Br “7T7Zh> HO/\/ \/\OH
32a 28a-c 33a-c
Tabulka produktt &. 17:
Oznaceni R Struktura Mr vytézek (%)
33a CsHis . 510,34 80
2Br
33b CioHao H H 538,41 39
33c Ci-Ha HO/\/ R ~on 566,45 61

Analyza NMR a HRMS:

NN NS N-tetrakis(2-hydroxyethyl)-N', N®-dimethyloktan-1,8-diaminium-dibromid
(33a). Bila krystalicka latka, t. t. 120,5-121,8 °C, (4,07 g, 80 %); '"H NMR (500 MHz,
Methanol-ds) 6 4.03 — 3.96 (m, 8H), 3.64 — 3.53 (m, 8H), 3.53 — 3.46 (m, 4H), 3.21 (s,
6H), 1.88 — 1.78 (m, 4H), 1.49 — 1.33 (m, 8H); *C NMR (126 MHz, Methanol-ds) &
63.80, 63.63, 55.39, 49.03, 28.38, 25.75, 21.94; HRMS: m/z 175.1569 [M]*" (calc. for
[CisHN204*" 175.1567).

NN N N_tetrakis(2-hydroxyethyl)-N', N''-dimethyldekan-1, 10-diaminium-
dibromid (33b). Bila krystalicka latka, t. t. 93,9-94,1 °C, (1,75 g, 39 %); 'H NMR (500
MHz, Methanol-d4) 6 4.02 —3.96 (m, 8H), 3.64 —3.52 (m, 8H), 3.52 — 3.45 (m, 4H), 3.20
(s, 6H), 1.86 — 1.76 (m, 4H), 1.45 — 1.35 (m, 12H); 1*C NMR (126 MHz, Methanol-ds) §
63.78, 63.66, 55.38, 49.02, 28.92, 28.69, 25.96, 22.03; HRMS: m/z 189.1722 [M]** (calc.
for [C20H4sN204]*" 189.1724).

67



NN N2 N'2_tetrakis(2-hydroxyethyl)-N', N'>-dimethyldodekan-1, 1 2-diaminium-
dibromid (33c). Bila krystalick4 latka, t. t. 56,2-56,4 °C, (3,48 g, 61 %); 'H NMR (500
MHz, Methanol-d4) 6 4.02 —3.96 (m, 8H), 3.64 — 3.52 (m, 8H), 3.52 — 3.45 (m, 4H), 3.20
(s, 6H), 1.85 — 1.75 (m, 4H), 1.40 — 1.31 (m, 16H); 1*C NMR (126 MHz, Methanol-ds) §
63.78, 63.67, 55.38, 49.05, 49.01, 29.16, 29.12, 28.80, 26.02, 22.06; HRMS: m/z
203.1880 [M]** (calc. for [C22HsoN204]** 203.1880).
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4.2 STANOVENI KRITICKE MICELARN{ KONCENTRACE
Jednou zmoznosti stanoveni CMC povrchové aktivnich latek je pouziti
konduktometrické metody, pii které méfime zavislost vodivosti roztoku na koncentraci

rozpusténé PAL.

Pti nizkych koncentracich rozpusténé PAL je zavislost vodivosti na koncentraci
linearni. Pokud dojde k ptekroceni CMC, dojde ke zlomu na pfimce a vodivost roste
s niZ§i strmosti.

3000
y =48224x + 28,551

R?=0,9998

2500

2000

y = 18480x + 822,64

1500 R2 = 0,9995

1000

Vodivost [uS.cm-1]

500

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
Koncentrace [mol.l-1]

Graf ¢. 1: Zavislost vodivosti roztoku na koncentraci PAL: Graf stanoveni CMC pro

latku 17a s délkou uhlovodikového fetézce C12. CMC bylo stanoveno na 0,028 mol.l™.

4.2.1 METODIKA STANOVENI CMC

Konduktivita pfipravenych latek byla méfena na konduktometru Tristar Orion
v konduktometrické cele 013005MD (Thermo Scientific, USA). Meéfeni bylo
kontrolovano softwarem Navigator 21 a naméfend data zaznamendavana v pravidelnych
intervalech 3 vtefin. Teplota méteného roztoku byla vzdy 49+0.1 °C. Zéasobni roztoky
méfenych latek byly pfipraveny v koncentracich 15-200 mM v zavislosti na délce
uhlovodikového fetézce. Roztok byl pfikapavan pomoci linearni pumpy Lineomat (VEB
MLW Labortechnik Ilmenau, Némecko) rychlosti 0,43 ml.min"' a konstantné¢ michan

pomoci magnetické michacky Arex (VELP Scientifica Srl, Italie).

Vysledné data byla prevedena do MS excel a nasledné vyhodnocena ptevedenim osy

¢asu na osu koncentrace pomoci vzorce:
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Co

1 + Vstart
vinj *t

Ct:

— Ci=koncentrace méiené latky v Case t

— Co = pocatecni koncentrace méien¢ latky

— Vit = objem destilované vody na zacatku méieni
—  Vinj = rychlost davkovani roztoku méfené latky

— t= cas zaznamenany softwarem Navigator21

Vysledna kiivka zéavislosti vodivosti na koncentraci byla rozdélena na dolni,
pfechodovou a horni ¢ast. Pro horni a dolni ¢ast byla vypoctena rovnice piimky a hodnota

CMC byla stanovena z priseéiku téchto dvou p¥imek '%°.
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4.3 HODNOCENI ANTIMIKROBIALNI UCINNOSTI

4.3.1 METODIKA STANOVENI ANTIMIKROBIALN{ UCINNOSTI

Pro stanoveni antimikrobialni u¢innosti byla pouzita mikrodilu¢ni bojonova metoda
podle standardu M07-A10 >4, pfi které se MIC ode¢itd z jamek mikrotitra¢ni desticky
s koncentracni fadou KAS a zivnhym mediem. Stanoveni bylo provedeno v Centru

biomedicinského vyzkumu FNHK Mgr. Michaelou Hympénovou.

Jako testovaci medium byl pouzit bujon Mueller-Hinton (MHB) (Sigma-Aldrich)
upraveny na pH 7,4 (£0,2). VSechny métené latky byly rozpuStény v DMSO. Jeho
celkova koncentrace v mediu nepiekrocila 1 %. Do jamek mikrotitraéni desti¢ky bylo
pipetovano 200 pul MHB se sériovym (x2) fedénim testované latky (500-0,49 pmol.I'h).
Nasledn¢ byly jamky inokulovany 10 ul bakterialni suspenze. Bakterialni suspenze byly
denzitometricky kontrolovany, aby dosahly 1,5.10) CFU na 1 ml. Hodnoty MIC
(definovany jako 95% inhibice rastu bakterii) byly stanoveny po 24 a 48 hodinéch pfi
teploté 35 °C = 1 °C. Hodnoty MBC byly stanoveny jako koncentrace latky zptisobujici
sniZzeni poctu bakterialnich kolonii > 99,9 %, po vysazeni 10 pl z kazdé jamky do nového

media bez viditelného bakterialniho rastu 2312,

Stanoveni minimalni biofilm eradikujici koncentrace (MBEC) bylo provedeno
Calgary metodou pomoci MBEC assay (Innovotech, Edmonton, Canada) upravené podle
pokynti vyrobce '?6. Pro hodnoceni byly vybrany bakteridlni kmeny Staphylococcus
aureus a Streptococcus mutans. Biofilm vytvofeny na vicku mikrotitracni desticky
upravené pro stanoveni MBEC byl oplachnut solnym roztokem a vlozZen na vyvijeci
desticku. Kazda mikrotitra¢ni vyvijeci desticka obsahovala testované slouceniny sériové
dvojnasobné zfedéné v MHB, kontrolu sterility a rastu. Po inkubaci po dobu 24 hodin pfi
35 °C £ 1 °C bylo vicko se zpracovanym biofilmem odstranéno, oplachnuto solnym
roztokem a biofilm byl rozruSen sonikaci. NaruSeny biofilm byl pfenesen na novou
mikrotitracni desticku s MHB doplnénym 0,5% Tween 80 jako antimikrobidlnim
neutralizdtorem. MBEC byla stanovena po 24 hodinach inkubace pii 35 °C + 1 °C
odectenim OD600 (opticka denzita pii vinové délce 600 nm). Vyvijeci desticka byla
zakryta novym sterilnim vickem a po 24 hodinéach inkubace pti 35 °C + 1 °C byla pouzita
pro stanoveni MIC odectenim OD600.

Stanoveni antimikrobidlni aktivity vaci F. tularensis bylo provedeno pomoci

prutokové cytometrie. Bakteridlni suspenze F. tularensis LVS v PBS (fosfatovy pufr)
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byla pfipravena z nové subkultury pfes noc, aby se dosahlo OD600 1,0. 1 ml alikvoty
byly centrifugovany po dobu 7 minut, 7000 x g pii 4 °C a supernatant byl nahrazen 500
ul testované slouceniny. Po 5 minutach expozice byla upravena bakteridlni suspenze
znovu centrifugovana po dobu 7 minut, 7000 x g pii 4 °C a roztok testované slouceniny
byl odstranén. Buniky byly resuspendovany v 1 ml PBS a skladovany na ledu. Negativni
kontrola byla pfipravena ze suspenze mrtvych bakterii resuspendovanych v PBS (OD
1,0), kde byly bakterie vystaveny pies noc 36% formaldehydu. Cerstvé bakterie
kultivované ptes noc na agarovych plotnach McLeod byly resuspendovany v PBS (OD
1,0) a pouzity jako pozitivni kontrola. VSechny vzorky byly zfedény 100x v 1 ml PBS,
obarveny 1 pl propidium jodidu, 1,5 pl Syto 9 a inkubovany ve tmé po dobu 15 minut.
Bylo ptidéno 10 pl vortexovanych mikrokulicek a vzorky byly pfed méfenim fadné
promichény. VSechny vzorky byly analyzovany pritokovym cytometrem CyAn ADP
(Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA). Data byla analyzovédna softwarem Summit

v4.3 (Beckman Coulter). Byly provedeny alespon tii nezavislé experimenty.
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4.4 HODNOCENI ANTIVIROVE UCINNOSTI
Virucidni aktivita piipravenych latek byla hodnocena pomoci kvantitativniho
suspenzniho testu. Stanoveni bylo provedeno na katedfe epidemiologie Fakulty

vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany Mgr. Radkem Slehou.

Jedna ¢ast virové suspenze byla smisena s jednou casti fetdlniho bovinniho séra
zfedén¢ho fosfatovym pufrem (finalni koncentrace 2 %) a osmi Castmi testované latky.
Smés byla inkubovana 5 minut (expozi¢ni ¢as) pti pokojové teploté. Po této dob¢ byla
smés sérioveé (x10) ziedéna s ledovym DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
a 100 pl kazdého zfedéni bylo pifesazeno do 96-jamkové mikrotitraéni desticky
s ptislusnou bunécnou kulturou inkubovanymi pii teploté 37 °C v 5% atmosfére CO- az
do doby, kdy byl pozorovan cytopaticky efekt (5-7 dni) viru na bunky, ktery je vizudlné
patrny jako tzv. bubble cells. Po vytedéni vzorku bylo sériovée (x10) inokulovéano dalsich
6 jamek. Pro kontrolu byly dale pozorovany buiiky neoSetfené virem se stejnymi
127,128

koncentracemi proteinu

Titr viru byl vyhodnocen pomoci Spearman-Karber metody!*!*

log10 TCIDso/ml. V souladu s EN 14476 pro virucidni aktivitu dezinfekci by méla latka

a vyjadren jako

prokézat sniZeni titru viru alespon o 4 fady, coz odpovidéa 99,99% inaktivaci. Pro rozliSeni
virem vyvolanych cytopatologickych zmén a toxického efektu zplisobeného testovanymi
latkami, byly az do konce virucidniho testovani monitorovany morfologické zmény

samotné bun&éné linie bez piitomnosti viru 27128,
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4.5 STANOVENI CYTOTOXICITY
Cytotoxicita byla stanovena pomoci MTT testu v Centru biomedicinského vyzkumu

RNDr. Lenkou Palkrabkovou.

Do titra¢ni desti¢ky (96 jamek) byly za sterilnich podminek (HFsafe 1200LC, Heal
Force, China) nasazeny buitky CHO-K1 (Chinese hamster ovary, ECACC, Salisbury,
UK) resuspendované v kultivaénim mediu. Kultivatni médium obsahovalo Nutrient
Mixture F-12 Ham, 10 % fetadlniho bovinniho séra a 1 % smési antibiotik penicilinu a
streptomycinu (vSe Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Bunky byly nasazeny v poctu
8000 bunck/jamku a nésledné byly inkubovany ptes noc pii 37 °C, 5 % CO; a pii 85 —
90% relativni vlhkosti vzduchu (Forma Direct Heat CO Incubator, Thermo Scientific,
USA). Nasledujici den bylo odsato kultivacni médium a bunky byly vystaveny sérioveé
(x2) nafedénému roztoku jednotlivych KAS v kultivacnim médiu po dobu 24 hodin (opét
pii 37 °C, 5 % COy a pii 85 — 90% relativni vlhkosti vzduchu). Po uplynuti doby inkubace
bylo médium odebrano a k buiikkdm bylo pifidano 100 pl roztoku, ktery obsahoval
kultivacni médium a MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; Sigma Aldrich, Prague, Czech Republic) (0,5mg.ml!) na 3 hod (inkubace pii
37 °C, 5 % COy a pti 85 — 90 % relativni vlhkosti vzduchu). Po 3hod inkubaci bylo
médium s MTT odsato a krystaly vzniklého formazinu byly rozpustény pomoci DMSO
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Po promichani obsahu jamek na tiepacce (TopMix
Infrared Vortex Mixer, Fisher Scientific, USA) probéhlo méfeni absorbance pomoci
multidetekéniho readeru Synergy HT (BioTek, VT, USA) pii vinovych délkach 570 nm
a 650 nm. Hodnoty ICso charakterizujici redukci poctu buné€k na 50 % v dané koncentraci
byly ziskany pomoci programu GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA) 77,
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4.6 STANOVENI HYDROLYTICKE UCINNOSTI
Pro stanoveni hydrolytické uc¢innosti byl jako modelova latka pouzit fenitrothion a
vliv nové pfipravenych latek na jeho rozklad. Stanoveni bylo provedeno na katedie

toxikologie Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany Ing. Markem Matulou.

OCH;
s:P—OCH3
hydrolyza QCH3
Y y S$=P-OCH,
OH
CH,
NO,

Obrazek €. 10: Princip metody hydrolyzy fenitrothionu (O,0-dimethyl O-(3-methyl-
4-nitrofenyl)fosforothioat)

Princip metody spociva v tom, Ze po vytvoreni roztoku obsajujiciho micely, dochézi
v prvnim kroku k pfiblizeni molekul fenitrothionu do oblasti micely, solubilizaci
fenitrothionu a koncentrace zaporné nabitych iontli na povrchu kladné nabité micely (pfi
pouziti vyssiho pH dochdzi ke koncentraci OH™ iontii na povrchu micely). V dal$im kroku
dochazi vlivem zvysSené koncentrace zapornych ionti k urychleni hydrolyzy esterové
vazby na fenitrothionu a vznikd netoxicky produkt zluté barvy, ktery lze detekovat

spektrofotometricky.

Zasobni roztok fenitrothionu byl pfipraven rozpusténim v methanolu na koncentraci
10 mM. Zasobni roztok PAL byl piipraven v koncentracich 500 mM, 100 mM nebo 10
mM v zéavislosti na hodnot¢ CMC a poté ziedén v rozmezi 100-0,01 mM. Déle bylo
k roztoku ptidano 0,1 M hydrogenuhli¢itanového pufru, aby bylo dosazeno pH 10 a 11.
Do kyvety o tloustce 1 cm bylo pfidano 250 pl hydrogenuhli¢itanového pufru, 250 pl
zasobniho roztoku PAL a 10 pl fenitrothionu.

M¢éteni zmén absorbance bylo provedeno na pfistroji Helios o (Thermo Fischer
Scientific, USA) s nastavenou vinovou délkou 394 nm. M¢feni probihalo za teploty 37 +
0,1 °C a ukonceno bylo tehdy, kdyz rozdil mezi pfilehlymi absorbancemi byl minimalni.
Vysledna data byla zpracovana v programu Thermoscientific Vision (Thermo Fischer

Scientific, USA) a néasledné ptfevedena do MS Excel.
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Rychlostni konstanta byla vypo¢itina podle Guggenheima'?!

Zajicka a Radla '3

s modifikaci podle

Avar= Ac* exp(Kobs*At) + An*(1-exp(-kobs*At)),

— At - absorbance v Case t+ At

— A(—absorbance v Case t

— exp — zaklad ptirozeného logaritmu

—  kobs — pozorovana rychlostni konstanta

— At —rozdil ¢asu mezi dvéma po sob¢ jdoucimi métenimi

— A, — absorbance v nekone¢nu

Vysledkem je linedrni rovnice se sklonem exp(kobs*At) a prasecikem An*(1-exp(-
kobs*At)). Takto pfipravena data byla zobrazena v rozptylovém grafu. Vzniklymi body
byla proloZena spojnice trendu s vyobrazenim rovnice regrese a hodnoty spolehlivosti.
Ziskané smérnice byly pouzity pro vypocet rychlostni konstanty kobs z exp(-Kobs™At).

Rychlostni konstanta byla vzdy piepocitdna na polocas reakce .
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Latek typu KAS spovrchovou aktivitou bylo pfipraveno a publikovano velké
mnozstvi jak v rdmci nasi pracovni skupiny, tak v rdmci mnoha svétovych vyzkumnych
pracovist’ 1271337135 Rada t&chto latek byla hodnocena na antimikrobialni aktivitu riznych
patogennich mikroorganismi. O poznadni méné latek vSak bylo hodnoceno jako
akceleratory rozkladu réiznych chemickych latek pomoci tzv. micelarni katalyzy'!4,
Latky pfipravené v ramci disertacni prace byly navrzeny s predpokladanym tc¢inkem jak
na biologické, tak na chemické latky, tzv. polyvalentni dekontamina¢ni ucinek.
Z literatury je zfejmé, Ze zéasadnim piedpokladem pro antimikrobidlni ucinek je
piitomnost kvartérniho dusiku a alespon jednoho dlouhého fetézce s optimalnim poctem
uhlika 12 az 16 v zavislosti na skupiné mikroorganismu, kterou chceme hodnotit. Zesileni
antimikrobiadlni Uc¢innosti lze déale dosédhnout piitomnosti dvou lipofilnich fetézci
s mensim poctem uhlikd (8 az 12)!231%7, Zde v§ak miiZe nastat komplikace s rozpustnosti
latek ve vodném roztoku, naslednym testovanim a praktickym pouzitim

v dekontamina¢ni smési.

Strukturnim predpokladem latek pro rozklad toxickych chemickych latek
organofosforového typu je navic pfitomnost alespon jedné nukleofilni skupiny
v molekule testované latky, kterd ve vodném prostfedi tvofi napi. oximatovy nebo
alkoholatovy anion zodpovédny za urychleni rozkladné reakce'*. V minulosti byly nasi
skupinou takovéto latky na bazi pyridinu s nukleofilni skupinou typu oximu pfipraveny a
testovany. Bylo prokdzano, ze ptfitomnost nukleofilni skupiny v molekule KAS je
vyznamnym urychlova¢em rozkladnych reakci v porovnani s KAS bez téchto skupin.

Toto urychleni méize byt i vice nez 100-nasobné >4,

Pokud tedy latky cilime jak na chemickou, tak biologickou dekontaminaci je tieba
v navrhu struktur délat urCité kompromisy. Kazdd molekula vSak musi zahrnovat
kvartérni dusik, jednu nebo vice lipofilnich ¢asti (napt. dlouhé alkyly, aromaticka

uskupeni apod.) a nukleofilni skupinu (oxim, hydroxyl, hydroxyalkyl apod.).

V ramci této disertacni prace byly vytipovany jako vhodné nukleofilni skupiny rtizna
hydroxyalkylova uskupeni, kde se vzdalenost hydroxylové skupiny od kvartérniho dusiku
pohybovala od 2 do 4 atomt uhlikd, jak je zndzornéno na obrazku ¢. 11 tu¢né modre.
Nékteré struktury byly navrzeny tak, Zze obsahovaly vice skupin tohoto typu (dalsi
skupiny stejného typu zndzornény slabé modie). Déle byly navrzeny latky s kyslikem,

ktery je alkylovan z obou stran, at’ uz jako soucast heterocyklu (morfolin), nebo jako

77



alkoxyskupina. Nukleofilni skupina hydroxyalkylového typu byla nami upfednostnéna
pred oximovou na zéklad¢ lepsi rozpustnosti celé molekuly, a tedy i lepsiho praktického
uplatnéni. Z diivodu vysoké tcinnosti byl u nékterych navrzenych latek rovnéz zachovan
strukturni zaklad bézné pouzivanych komerc¢nich latek typu benzalkonia, benzoxonia,
pyridinia nebo didecyldimethylamonia (napf. aromaticka cast molekuly — zndzornéno
tucné Cervené). Obecné vzato, latky byly navrzeny tak, aby m¢ly aplikaéni potencial, tzn.,
aby dosahovaly potencidln¢ vysoké t¢innosti v kombinaci s vhodnymi vlastnostmi, jako
je rozpustnost ve vodném prostiedi, a z pohledu zékladniho vyzkumu, aby mohla byt
sledovéna strukturné-aktivitni zavislost, tedy vliv prodluzujiciho se fetézce, pfitomnost
nukleofilnich skupin, pfitomnost vice naboji (zdvojeni molekuly) a pfitomnost vice

alkylovych fetézcl v ramci jedné molekuly na dekontaminacni ucinky latek.
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Obrazek ¢. 11: Struktury pfipravenych KAS se zvyraznénym hydroxyalkylovym
uskupenim (tu¢né modie) a aromatickou ¢asti molekuly (tu¢né€ erveng)

Z pohledu organické syntézy, KAS vznikaji nukleofilni substituci, ktera se oznacuje

136 Vychozi latka obsahujici dusik s volnym elektronovym

jako Menshutkinova reakce
parem vystupuje v tomto typu reakce jako nukleofil. Pti reakci s alkylhalogenidy, kde je

polarizovana vazba uhlik-halogen, dochazi k odstoupeni halogenu ve formé
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halogenidového aniontu a k vazbé alkylového fetézce na dusik s volnym elektronovym

parem, tim dusik dostava ctvrty substituent a stava se kladné nabitym.

< > Br

+

RN
/TN . CGQP- N™"N=C1oHps
..N\/)\\ 12M2sBr > 2\/
v OH

OH

Obrazek €. 12: Nukleofilni substituce znazornéna na latce 3b

Vétsina reakcei na piipravu latek s jednim dlouhym alkylem probihala jednokrokové
pfimou nukleofilni substituci alkylhalogenidu s délkou uhlovodikového fetézce Cio-Cis
na vychozi latku obsahujici dusik s volnym elektronovym péarem. Jednokrokové reakce
se zdaji byt jednoduché, nicméné Casto zde nardzime na optimalizaci purifikacniho
procesu pro ziskani dostatecného mnozstvi Cisté latky. Takto byly pfipraveny mono-
kvartérni derivaty 1-benzyl-1H-imidazol-5yl)methanolu (3a-e), 1-methylmorfolinu (5a-
e), 3-chloropyridinu (13a-e), (l-methylpiperidin-4-yl)methanoluu (15a-e), 1-
methylpyrrolidin-3-olu  (17a-e), 1-(2-hydroxyethyl)piperidin-4-olu (21¢), (1-(2-
methoxy)ethyl)piperidin-3-yl)methanolu (23c¢), 1-ethylpyrrolidin-3-yl)methanolu (25b-
¢), (1-(2-methoxy)ethylpyrrolidin-3-yl)methanolu (27b-c), triethanolaminu (19b) a bis-
kvartérni derivaty 1-benzyl-1H-imidazol-5yl)methanolu (29¢), 1-methylpyrrolidin-3-olu
(30a-c), 1-methylpiperidin-3-yl)methanolu (31a-c) a N-methyldiethanolaminu (33a-c).

Syntéza derivati diethanolaminu s jednim alkylovym fetézcem probihala ve dvou
krocich. V prvnim kroku byl pfipraven derivat s dlouhym alkylovym fetézcem (7a-e),
ve druhém kroku vznikl kvartérni derivat nukleofilni substituci benzylchloridu (9a-e).
Syntéza nékterych latek z této skupiny byla jiz v minulosti ¢asteéné popsana'®”!138,
V ramci disertacni prace pak byla publikovana syntéza celé skupiny latek a jejich
dekontamina¢ni hodnoceni'*®. Pi pipravé derivatl diethanolaminu se dvéma alkylovymi
fetézci (11a-e) byl prvni krok shodny s ptipravou latek 7a-e a ve druhém kroku byl pfidan

dalsi alkylovy fetézec.

Z dtvodu nizké reaktivity vétSiny vychozich latek bylo nutné pouzit vzdy nadbytek
alkylacniho ¢inidla. U vétSiny latek byly pouzity 1,4-2 ekvivalenty alkylhalogenidu viici
vychozi latce. Nadbytek alkylacniho cinidla byl zvolen z toho divodu, Ze se pfi CiSténi
snadné&ji odstrafiuje nez vychozi latka tvotici hydrofilni ¢ast KAS. Pfi piipraveé derivati
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3a-e vSak muselo byt pouzito 8 ekvivalentli alkyla¢niho ¢inidla a navic DMF jako
rozpoustédlo, které umoznovalo nastaveni teploty reakce az na 120 °C. Naopak syntéza
bis-kvartérnich derivatl probihala s polovicnim ekvivalentem alkyla¢niho Cinidla, aby se
zamezilo vzniku halogenovanych mono-kvartérnich derivati. Vznik mono-kvartérnich

derivat by komplikoval ¢iSténi vzniklych produktd.

Reakce probihaly zpravidla 24-72 hodin, aby doslo ke zreagovani maximalniho
mnozstvi vychozi latky. Pribéh reakci byl vzdy monitorovan pomoci TLC a reakce
ukonceny ve chvili, kdy se intenzita skvrn na chromatogramu nijak nemeénila. Jako
mobilni faze pro TLC byla pro vSechny reakce pouzita smes methanolu, ethylacetatu a
vodného roztoku amoniaku v poméru 3:1:0,1 s detekci v jodu nebo Dragendorffove

¢inidle, které se spolu s amoniovymi solemi projevi oranZovou srazeninou.

Nékteré reakce vSak vyzadovaly pouziti odlisSnych podminek. Pti pfipravé derivati
diethanolaminu s jednim alkylovym fetézcem (7a-e) byly pro zvySeni reaktivity pouzity
jodid draselny (KI) a uhli¢itan draselny (K2COs). V piipad¢ pfipravy derivati
diethanolaminu se dvéma alkylovymi fetézci (11a-e) byly jako katalyzatory pouzity
tetrabutylamonium-chlorid (TBACI) nebo tetrabutylamonium-bromid (TBABT).

Cisténi surového produktu probihalo pfevazné opakovanou krystalizaci z roztoku, pii
které byl odstranén nadbytek alkyla¢niho €inidla a nezreagovany zbytek vychozi latky.
Casto dochazelo ke znanému sniZeni vytdZku reakce. Pro piipravené latky nebylo
prakticky mozné pouzit sloupcovou chromatografii, nebot’ pti ni dochazelo k zachyceni

produktu na stacionarni fazi kolony a k vysokym nebo tplnym ztrdtdm produktu.

Ackoli primarnim piredmétem této prace byla ptiprava novych dosud nepopsanych
KAS, v nésledujicich pasazich budou popsany i jejich zejména biologické vlastnosti za
ucelem zhodnoceni jak potencidlniho uziti, tak z pohledu charakterizace vztahu struktura-

ucinek. Kvantifikaci u¢inkt Ize nalézt v prilohach této prace.

U vybranych latek byla stanovena jejich kriticka micelarni koncentrace (CMC) jako
zakladni vlastnost KAS. U latek s velmi nizkym vytéZzkem nemohla byt CMC zmétena
z divodu jejich nedostatecného mnozstvi potiebného pro méieni. Hodnoty CMC jsou
shrnuty v pfiloze A. Pfi méfeni bylo potvrzeno, ze s rostouci délkou uhlovodikového
fetézce CMC klesa, coz je vsouladu s literaturou*”. Hodnoty CMC ziskané
z konduktometrického méfeni byly pouZity pro nastaveni koncentraci roztokti pouzitych

ke stanoveni hydrolytické Gi€¢innosti vybranych latek.
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U vsech ptipravenych latek byla stanovena jejich antimikrobidlni ucinnost (viz
priloha B). Hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni baktericidni
koncentrace (MBC) byly stanoveny pomoci mikrodilu¢ni bujonové metody na 8
bakterialnich kmenech. Pro hodnoceni byly pouzity Grampozitivni kmeny
Staphylococcus aureus (C1947), Methicillin-rezistentni Staphylococcus aureus (C1923),
Staphylococcus  epidermidis (C1936), Vancomycin-rezistentni Enterococcus a
Gramnegativni kmeny Escherichia coli (A1235), Klebsiella pneumoniae neprodukujici
B-laktamazy se Sirokym spektrem ucinku (ESBLs) (C1950), Klebsiella pneumoniae
produkujici B-laktamazy se Sirokym spektrem tU¢inku (ESBLs) (C1914) a

multirezistentni Pseudomonas aeruginosa (A1245).

Latky 13b-d testované v rdmci spoluprace se slovinskym pracovistém, které ne zcela
spadaji do vyse zminéného konceptu navrzenych latek (neobsahuji nukleofilni skupiny)
byly navic testovany proti Grampozitivnimu Enterococcus faecalis. Vysledky této

spoluprace byly neddvno publikovany 4.

Vyssi antimikrobialni ucinnost vykazovaly latky vici Grampozitivnim bakteriim,
které postradaji, na rozdil od Gramnegativnich bakterii, vné¢j$i membranu. Obecné Ize
fici, ze nejvyssi aktivitu vykazovaly latky s délkou uhlovodikového fetézce Ci2-Cis, coZ

potvrzuje i vy$e zminén4 literatura '+7>,

Derivaty imidazolu (3c-d) vykazuji pomérné specificky ucinek vaci
Grampozitivnimu S. epidermidis. Naopak derivaty morfolinu (5b-¢) jsou vysoce u¢inné
na vétsinu Grampozitivnich kmenii a vykazuji dokonce velmi vysokou ucinnost viici

Gramnegativni E. coli.

Derivaty benzoxonia (9¢-d) jsou siln¢ ucinné vici Grampozitivnim kmentim S.
aureus, MRSA, S. epidermidis a VRE. Naopak nejvyssi antimikrobidlni aktivitu vici
Gramnegativnim kmenim E. coli, K. pneumaniae a multirezistentni P. aeruginosa
vykazovala latka 9b, ktera je také komercné dostupna pod ndzvem benzoxonium-chlorid.
Nejnizsi u€innost vii¢i Grampozitivnim i Gramnegativnim kmenlim vykazovala z této
série derivatii benzoxonia latka 9a s délkou uhlovodikového fetézce Cio.

Mezi latky snejvyS$Sim potencidlem patii derivaty benzoxonia, kde byl benzyl
nahrazen dal§im alkylovym fetézcem (11a-e). Zastupci téchto latek byly vysoce ucinné

na vétSinu testovanych bakteridlnich kmenti. Nejvyssi uc¢innost obecné méla latka 11e se

dvéma alkylovymi fetézci Cio. VUCi P. aeruginosa byla nejucinnéjsi latka 11c¢ s délkami
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alkylovych fetézct Cs a Cio, ktera byla zaroven jediné ze vSech testovanych latek schopna

dostatecné inhibovat riist této Gramnegativni bakterie.

Derivaty pyridinu (13b-d), které maji ve své struktute navic chlor vazany na pyridin,
vykazovaly v porovnani s dfive pfipravenymi derivaty pyridinu bez substituovaného
chléru'*! vyssi ueinnost viigi kmenu S. aureus. Déle byly vysoce u¢inné vii¢i kmenu

MRSA.

Z dalsich latek vykazovaly stfedné silnou antimikrobidlni aktivitu latky 17c-e a 15e.
Jednalo se o latky s dlouhym alkylovym fetézcem (Cis-18) a dobrou rozpustnosti.

Bis-kvartérni derivaty nevykazovaly ve srovndni s mono-kvartérnimi derivaty

dostateéné vysokou antimikrobidlni i¢innost i pies to, Ze by podle literatury 22

mély
spolecné s gemini surfactants mit diky svym povrchovym vlastnostem ucinnost vyssi.
Obdobné, ani predpokladana vysSi rozpustnost vlivem pritomnosti dvou naboja
v molekule nebyla zcela prokazéna. Pii hodnoceni vztahu struktury a antimikrobidlniho
ucinku bylo vypozorovano, ze pokud jsou v molekule dva naboje, je tfeba také pritomnost
alespon dvou delSich alkylovych fetézci, aby bylo dosazeno vyznamnéjs$iho
antimikrobidlniho G¢inku. Dvé hydrofilni nabité ¢asti spojené pouze jednim dlouhym
lipofilnim fetézcem neprokdzaly vyznamny antimikrobidlni ucinek. Na druhou stranu
mame-li dva naboje a dva delsi fetézce, antimikrobidlni efekt je vyborny, nicméné
rozpustnost se blizi urovni kvartérnich amoniovych soli zakladniho typu (tzn. latek s
jednim nabojem a jednim dlouhym fetézcem). Rozpustnost je pak tedy lepsi ovlivnit
pritomnosti vhodnych hydrofilnich substituentd (v nasem ptipad€ hydroxyalkylovych
skupin).

Hodnoceni antimikrobialni i€¢innosti bylo u vysoce u¢innych latek v ramci projektu
,»Vyvo] polyvalentniho dekontaminacniho c¢inidla® rozSifeno na stanoveni
antimikrobialni aktivity vii¢i Gramnegativni aerobni bakterii Francisella tularensis LVS,
ktera je vnimana jako potencialni nastroj bioterorismu (viz piiloha C). Z vybranych latek
hodnocenych vici F. tularensis vykazovaly v 0,1% koncentraci a ve srovnani se
zavedenymi standardy, tedy koncentraci bézné pouzitelné pro praktické uplatnéni,

vysokou ucinnost predevsim latka 11e a latky 9b-c.

Na zdkladé¢ namétenych hodnot MIC byli vybrani nejvhodnéjsi kandidati pro
stanoveni minimalni biofilm eradikujici koncentrace (MBEC) (viz ptiloha D). Latky 9b-

d byly testovany na biofilmy bakterii Staphylococcus aureus a jejich u€innost porovnana
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s benzalkonii. Lze konstatovat, ze vici biofilmu S. aureus byly namétené hodnoty MBEC
srovnatelné se zavedenymi standardy. Dale byly tyto latky spolecné s latkami 11a-c a 11e
hodnoceny viéi biofilmu S. mutans a opét porovnany s derivaty benzalkonia. Uginnost
srovnatelnou se standardy vykazovaly latky 9c¢-d, 11a-c a 11e. V posledni fad¢, ve
spolupraci se slovinskym pracovistém byla na biofilmu E. faecalis stanovena hodnota
MBEC pro chlorované derivaty pyridinu 13b-d. Zde nejvyssi u¢innost vykazovala latka
13c¢ a potvrdila, Ze stejné jako pifi hodnoceni MIC i v tomto piipad¢ byla latka se

substituovanym chlorem ¢inné&jsi neZ pyridinovy derivat postradajici chlor 40,

Na zakladé vysoké ucinnosti latek fady 9 a 11 proti planktonické i biofilmové formé
bakterii byly tyto latky vybrany pro dalSi antimikrobidlni hodnoceni, a sice stanoveni
antivirové ucinnosti (viz ptiloha E). Pro stanoveni antivirové aktivity byly vybrany mysi
cytomegalovirus (MCMYV) a aktudlni SARS-CoV-2 virus (Severe acute respiratory
syndrome-related coronavirus). Velmi dobré vysledky vykazovala latka 9b, ktera byla
schopnd jiz v 0,01% koncentraci snizit titr MCMV o 5 tadu. Latky 9b-c byly také
testovany na SARS-CoV-2, avSak vykazovaly pouze slaby ucinek, nebot’ jiz pfi
koncentraci 0,1 % dochézelo k ovlivnéni bunééné linie pottebné pro rist viru a tedy
neobjektivniho hodnoceni pokusu. Zcela mimotadné virucidni G€inky vi¢i SARS-CoV-
2 vSak prokazaly nékteré latky ze skupiny 11, pfedevSim 11b-¢, které pii 0,01%
koncentraci snizily titr viru o 5 fadl, coz je v souladu se smérnici EN 14476. Ptiprava a
virucidni ucinek téchto latek jsou nyni pfedmétem patentového fizeni a vysledky dosud

nebyly publikovany (patentova piihlaska €. 2).

Vzhledem k potencidlnimu vyuziti v praxi je nutné zméfit také selektivitu téchto
latek, tzn. uc€innost vici mikrobim versus u¢innost (bezpecnost) vici savéim buikam.
K tomu slouzil test cytotoxicity vici savéi CHO-K1 bunécné linii (viz piiloha F).
Z vysledkti méteni je patrné, ze se vzrustajici lipofilitou stoupa i cytotoxicita dané latky.
Nejméneé cytotoxicka se tedy jevi latka 15a s délkou uhlovodikového fetézce 10, navic ve
své molekule obsahuje hydroxyethylovou skupinu, kterd zfejmé také vyznamné snizuje
jeji cytotoxicitu. Latky s dvéma alkylovymi fetézci (11a-e) sice vykazuji pomérné
vysokou cytotoxicitu (13 - 20 pmol.I'"), avSak jejich antimikrobialni efekt (pfedevsim
vii¢i Grampozitivnim bakteriim) nastava pfi mnohem niz§i koncentraci (0,5 - 5 umol.I'),
stale 1ze tedy hovofit o selektivnim antimikrobidlnim ucinku. Ze vztahu struktury a
cytotoxického ucinku lze vyvodit, Ze se vzrustajici lipofilitou stoupa cytotoxicita, coz je

evidentni z ptilohy F, kde jsou sumarizovany hodnoty ICso. Je tedy zfejmé, Ze ptitomnost
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dvou alkylovych fetézcl rovnéz zvySuje cytotoxicky efekt. Na druhou stranu lze
konstatovat, Ze antimikrobialni efekt (MIC) u tohoto typu latek nastava daleko dfive, nez
dosahne koncentrace cytotoxického ucinku. Déle lze z vysledka vycist, ze pfitomnost a
zvysujici se pocet hydroxyethylovych skupin znatelné snizuje cytotoxicky efekt na
testovanych savcich buitkach. Pokud bychom méli hodnotit vliv poctu nébojl, tak pro
bis-kvartérni latky s jednim linkerem je sice cytotoxicita niz$i, avSak dochézi ke ztraté
antimikrobiadlniho efektu. Naopak bis-kvartérni latky se dvéma dlouhymi fetézci jsou
piiblizn€ na urovni mono-kvartérnich latek s jednim dlouhym fetézcem. Je tedy mozné
odvodit, ze pfevazuje spise negativni efekt dlouhych fetézcii ve srovnani s poctem néboji.
Zavérem lze poznamenat, ze vzhledem k tomu, Ze tyto latky nejsou zamyslené k
vnitinimu uziti, nemusi byt cytotoxicita nutné¢ vyfazujicim faktorem pii potencialnim

praktickém vyuziti téchto latek.

Stanoveni hydrolytické ucinnosti bylo méteno u latek s nukleofilnimi skupinami,
které se podafilo pfipravit v dostateéném mnozstvi (viz ptiloha G). VétSina latek se
nejevila jako zvlasté nadéné akceleratory rozkladu organofosforového pesticidu.
Vyjimkou byla skupina latek typu benzoxonii, kde nejvyssi hydrolytickou u¢innost vici
modelové latce fenitrothion vykazovaly latky 9c-e, které maji ve své molekule pfitomny
dvé hydroxyethylové skupiny a benzylovy zbytek. Bylo potvrzeno, ze s rostouci délkou
uhlovodikového fetézce dochazi ke zvySeni hydrolytické ucinnosti. Nicméné, jak jiz bylo
feceno, délka uhlovodikového fetézce vyznamné ovlivituje rozpustnost dané latky. Latka
9¢ sice vykazuje nejlepsi rozpustnost, avsak jeji hydrolytickd ucinnost je nizs§i. Naopak
pouziti latky 9e vykazujici nejvyssi hydrolytickou ucinnost je omezené jeji nizkou
rozpustnosti. Z tohoto pohledu se jako nejvice G¢inna jevi p¥i koncentraci 0,005 mol.I'! a
pH 11 latka 9d s délkou alkylového fetézce Cis. Z vysledk je tedy ziejmé, ze kombinace
vhodného dlouhého fetézce, benzylového substituentu a dvou hydroxyethylovych skupin
je zasadni pro vysokou hydrolytickou t€innost. Tyto vysledky byly taktéz ptihlaseny na
patentovy ufad a nasledné¢ publikovany v Casopise s impakt faktorem jako
nejvyznamnéjsi vysledek této disertacéni prace'>®. Latky se tak staly ptedlohou pro navrh
ucinnych dekontamina¢nich smési s biologickym a chemickym tuc¢inkem k dal§imu
hodnoceni. Latky s nejvyssi hydrolytickou aktivitou jsou vhodnymi kandidaty na rozklad

nervovée paralytickych latek typu sarin, soman, tabun, VX apod.

Zavérem, z pohledu studia interakce struktura — uc¢inek, mizeme shrnout nasledujici

pozorované zavislosti. Nejvyssi antimikrobialni G¢innost vykazovaly mono-kvartérni
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latky s délkou uhlovodikového fetézce Ci2-Cis viz vySe. Dale bylo zjiSténo, Zze
z ptipravenych latek mély nejvyssi ucinnost ty, jejichz dusik byl umistén mimo cyklus a
obsahovaly navic hydroxyethylové usporadani. Jisty vliv na a€innost mé v tomto piipadé
1 symetrie molekuly, kde latky 9b-d a 11a-e vykazuji Sirokospektry uc¢inek na vétSinu
Grampozitivnich bakterii, ty nejuc¢innéjsi (11e) pak dokéazi zneSkodnit i Gramnegativni
P. aeruginosa, F. tularensis (9b-c¢, 11e) ¢i bakteridlni monokulturni biofilmy tvotené S.
aureus, S. mutans (9c-d, 11a-e, 13¢). Latky jejichz dusik je soucasti cyklu ptisobi v nasi
studii vice selektivné a to pfedevsim na Grampozitivni bakterie S. epidermidis, S. aureus
a MRSA (3c-d), na Gramnegativni bakterie, konkrétné E. coli, pusobi predevsim derivaty
morfolinu, jejichZ heterocykl obsahuje navic kyslik (Sb-¢). U bis-kvartérnich derivati
jsou vysledky v rozporu s literaturou, tyto latky nevykazovaly vyssi €innost nez jejich

mono-kvartérni analogy.

Virucidni u¢innost byla hodnocena jen u nejucinnéjsich antibakteridlnich latek za
ucelem zjiSténi Sirokospektrosti ucinku napfi¢ riznymi druhy mikrobti. Toto bylo

potvrzeno a latky 5d, 9b, 11a-c a 11d lze povazovat také za antiviroticky u¢inné.

Cytotoxicita latek vici savéim bunkam roste s jejich rostouci lipofilitou a naopak
klesa s pritomnosti hydroxylové skupiny v molekule. Stle vSak plati, Ze tyto latky plisobi
antimikrobialné diive, nez dosdhnou cytotoxické koncentrace, coz je pozitivni zjisténi pro

potencialni aplikaci do praxe.

Kone¢né bylo zjisténo, ze hydrolytickd Uc¢innost KAS je pozitivné ovlivnéna
pfitomnosti hydroxyethylové skupiny a délkou uhlovodikového fetézce. Pfitomnost
dlouhého alkylu vSak vyznamné ovliviiuje rozpustnost, a proto latky s pfili§ dlouhym
alkylovym fetézcem (Cis) jsou velmi omezené pouzitelné. Jako univerzalni Cinidlo
s polyvalentnimi uc€inky se tak jevi latky typu benzoxonia (9b-d), na které byla podana
patentova piihlaSka kvili potencialnimu budoucimu komerc¢nimu vyuziti. DalSimi
vhodnymi kandidaty, navic se silnym virucidnim ucinkem, jsou pak dvou-alkylové

analogy benzoxonia (11a-e).
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6 ZAVER

Celkem bylo piipraveno 52 latek typu KAS. 14 latek obsahovalo dusik mimo
cyklické usporadani a 38 obsahovalo dusik jako soucést heterocyklu. Bylo piipraveno 42
mono-kvartérnich a 10 bis-kvartérnich derivati KAS. 5 latek bylo pfipraveno se dvéma
dlouhymi alkylovymi fetézci. Struktura latek byla potvrzena pomoci NMR a HRMS

analyzy.

Antimikrobidlni hodnoceni simulujici dekontaminacni vlastnosti biologického
charakteru probihalo na vybranych kmenech bakterii a virti. U vSech latek byla stanovena
MIC. Latky s nejvyssi antimikrobialni aktivitou byly hodnoceny na bakterialnim kmeni
Francisella tularensis. Na zakladé hodnoty MIC byli dale vybrani vhodni kandidati na
hodnoceni proti biofilmové formé bakterii. U vybranych latek byla zhodnocena také
jejich virucidni aktivita.

U vybranych 19 latek byla stanovena CMC jako zakladni vlastnost PAL. Na zédklad¢
nam¢efené CMC bylo vybrano 5 latek s rozdilnou délkou uhlovodikového fetézce, které
byly testovany jako micelarni katalyzatory urychlujici rozklad paranitrofenolatovych

esterti a simulujici dekontaminac¢ni vlastnosti chemického charakteru.

Na zaklad¢ vySe zminénych vysledki antimikrobidlnich aktivit a hydrolytickych
ucinnosti byly vypozorovany nezbytné strukturni rysy navrzenych latek jako je
pritomnost jedné nebo vice hydroxyethylovych skupin, ptfitomnost jednoho (Ci2-Cis)
nebo dvou (Cs-Ci2) alkylovych fetézci a samoziejmé piitomnost kladného naboje ve
form¢ kvartérniho dusiku. Latky s témito vlastnostmi byly shledany nejvhodnéjSimi
kandidaty jakozto aktivni slozky pro dekontaminacni smési proti chemickym i
biologickym c¢initelim. Za zminku stoji také uspéSnd piiprava vysoce ucinnych

virucidnich sloucenin, které prokazaly u¢innost i proti aktudlnimu SARS-CoV-2.

Z vysledkt dale vyplyva, ze KAS jsou stale ne zcela prozkoumanou oblasti z hlediska
struktury a pouziti. Jejich mimofadné dezinfekcni, dekontaminac¢ni a materidlové

vlastnosti tak stale nabizeji prostor k dalSimu zkoumani.
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Priloha A

Stanoveni kritické micelarni koncentrace:

Latka |CMC (mol.I'Y) | log CMC
9a 4,84E-02| -1,316
9b/BOX Cl 8,71E-03| -2,060
9c 3,00E-03| -2,522
9d 1,16E-03| -2,936
9e 4,71E-04| -3,332
15c¢ 6,37E-03| -2,196
15d 1,80E-03| -2,745
15e 5,82E-04| -3,239
17a 6,37E-02| -1,209
17b 2,76E-02| -1,559
17¢ 6,26E-03| -2,203
17d 1,75€-03| -2,757
17e 5,03E-04| -3,298
21c 6,22E-03| -2,206
25c¢ 5,86E-03| -2,232
11a 7,78E-04| -3,109
11b 5,66E-04| -3,249
11c 7,32E-04| -3,135
1le 6,37E-04| -3,200

CMC - kriticka micelarni koncentrace; BOX Cl — benzoxonium-chlorid



Priloha B

Stanoveni minimdlni inhibiéni (MIC) a baktericidni (MBC) koncentrace (umol.I"!) po 24 a 48 hodinach:

medium Mueler-Hinton BHI
Latka STAU | MRSA | STEP | VRE | ESCO | KLPN ES-|KLPN ES+ | PSAE MR | S. mutans
MIC24 | 2,93 | 15,63 | 15,63 | 31,25 | 31,25 | 46,88 31,25 156,25
BACCIC12|MIC48 | 2,93 | 15,63 | 15,63 | 31,25 | 31,25 | 46,88 31,25 156,25
MBC48]| 4,88 | 15,63 | 31,25 | 62,5 | 31,25 ( 46,88 31,25 156,25
MIC24 | 0,98 | 5,86 | 2,93 | 15,63 | 31,25 ( 31,25 23,44 156,25
BACCIC14|MIC48 | 0,98 | 5,86 | 2,93 | 15,63 | 31,25 | 31,25 23,44 156,25
MBC48| 1,47 | 5,86 | 3,91 | 23,44 | 31,25 31,25 23,44 156,25
MIC24 | 0,98 | 7,81 | 2,93 | 15,63 | 62,5 93,75 93,75 187,5
BACCICl6|MIC48 | 1,47 | 7,81 | 3,91 | 15,63 | 62,5 93,75 93,75 187,5
MBC48| 2,93 | 11,72 | 7,81 | 23,44 | 62,5 93,75 93,75 187,5

MIC24 | 125 | 500 500 500 | >500 | >500 > 500 > 500
3a MIC48 | 125 | 500 500 | >500 | >500 [ >500 > 500 > 500
MBC48| 500 | 500 500 | >500 | >500 [ >500 > 500 > 500

Mic24 | 1,47 | 7,81 | 7,81 | 1563 | 31,25 | 62,5 62,5 >500
3b MIC48 | 1,95 | 7,81 | 23,44 | 31,25 | 31,25 | 62,5 62,5 500
MBC48|11,72| 93,75 | 23,44 | 46,88 | 250 | 93,75 62,5 500
MIC 24 [15,63| 31,25 | 5,86 | 93,75 | 250 | 93,75 375 > 500
3c MIC 48 [15,63| 31,25 | 15,63 | 93,75 | 250 | 93,75 375 > 500
MBC 48|15,63| 62,5 | 15,63 [104,17| 250 | 93,75 375 > 500

MIC24 | 2,93 | 5,86 | 2,93 | 23,44 | 187,5 >250 250 > 250
3d MIC48 | 2,93 | 5,86 | 586 | 23,44 | 187,5| >250 250 > 250
MBC48| 2,93 | 7,81 (11,72 | 23,44 | 187,5 >250 250 > 250




Mic24 | 586 | 7,81 | 7,81 | 11,72 | >125 | >125 | >125 | >125
3e MIC48 | 9,77 | 70,32 | 11,72 | 23,44 | >125 | >125 | >125 | >125
MBC 48 |46,88| 93,75 | 11,72 | 31,25 | >125 | >125 | >125 | >125
MIC24 | 250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
5a MIC48 | 375 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
MBC 48| 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
MIC24 | 2,45 | 62,5 | 9,79 | 250 | 1,22 | >500 125 > 500
5b MIC48 | 2,45 | 125 | 31,25 | 250 | 1,22 | >500 125 > 500
MBC 48| 2,45 | 187,5 | 31,25 | 500 | 1,22 | >500 500 > 500
MIC24 | 1,95 | 11,72 | 1,47 [ 39,07 | 1,47 | 93,75 | 23,44 500
5¢ MIC48 | 2,93 | 15,63 | 2,93 [ 39,07 | 1,47 | 93,75 | 23,44 500
MBC48| 3,91 | 31,25 | 7,81 [140,63| 1,95 | 93,75 | 23,44 500
MIC24 [ 0,98 | 2,93 | 0,49 | 62,5 | 1563 | 23,44 | 31,25 | >500
5d MIC48 | 0,98 | 2,93 | 0,98 | 62,5 | 15,63 | 23,44 | 93,75 | >500
MBC48| 1,47 | 7,81 | 2,45 | 125 | 23,44 | 2344 | 93,75 | >500
MIC24 | 3,91 | 62,5 | 33,21 (93,75 | >125 | >125 | >125 | >125
Se MIC48 | 586 | 62,5 | 66,41 | 125 |>125| >125 | >125 | >125
MBC48| 62,5 | 125 | 78,13 | 125 |>125| >125 | >125 | >125
MIC 24 [15,63] 31,25 | 250 | 500 | 500 500 500 500
13a |MIC48 |15,63| 46,88 | 250 | 500 | 500 500 500 > 500
MBC 48[23,44| 93,75 | 250 | 500 | 500 500 500 > 500
MIC24 | 2,93 | 11,72 [ 31,25 | 62,5 | 125 | 187,5 250 250
13b [MIC48 | 3,91 | 19,53 | 46,88 | 93,75 | 125 | 187,5 375 250
MBC48| 7,81 | 23,44 | 46,88 | 93,75 | 125 | 187,5 375 250
MIC24 | 0,49 | 3,91 | 5,8 | 1563 | 62,5 125 125 > 125
13c |Mic48 | 1,47 | 3,91 | 7,81 | 31,25 | 62,5 125 125 > 125
MBC48| 1,47 | 11,72 | 11,72 | 31,25 | 62,5 125 125 > 125




mMic24 | 0,49 | 2,93 | 3,91 | 31,25 |>625| >62,5 | >62,5 | >62,5
13d |mIc48 | 1,47 | 3,91 | 7,81 [ 31,25 |>625| >62,5 | >62,5 | >625
MBC48| 1,47 | 11,72 | 7,81 | 46,88 |>625| >62,5 | >62,5 | >62,5
Mic24 | 0,49 | 2,45 | 5,86 | 31,25 |>625| >62,5 | >62,5 | >62,5
13e |MIC48 | 0,74 | 2,93 | 5,86 | 46,88 |>62,5| >62,5 | >62,5 | >62,5
MBC48| 1,47 | 586 | 7,81 | 62,5 |>625| >62,5 | >62,5 | >62,5
MIC24 | 5,86 | 11,72 | 46,88 | 125 | 250 375 500 > 500
%a MIC48 | 5,86 | 11,72 | 46,88 | 125 | 250 375 500 > 500
MBC48| 5,86 | 23,44 | 62,5 | 125 | 250 375 500 > 500
MIC24 | 1,95 | 15,63 | 11,72 | 15,63 | 7,81 | 31,25 | 31,25 125 5,86
9b/BOX Cl [MIC48 | 1,95 | 15,63 | 15,63 | 23,44 | 7,81 | 31,25 | 31,25 125 7,81
MBC48| 1,95 | 15,63 | 15,63 | 23,44 | 7,81 | 31,25 | 31,25 125 15,63
MIC24 [ 0,49 | 4,88 | 2,93 | 7,81 | 23,44 | 31,25 | 31,25 | >625 3,91
9 MIC48 | 0,98 | 5,86 | 5,86 | 1563 | 23,44 | 31,25 | 31,25 | >625 7,81
MBC48| 1,47 | 11,72 | 5,86 | 15,63 | 23,44 | 31,25 | 31,25 | >625 7,81
Mic24 | 0,98 | 4,88 | 2,93 | 11,72 |>625| >62,5 | >62,5 | >62,5 3,91
od Micas | 1,47 | 586 | 586 | 11,72 |>625| >62,5 | >62,5 | >62,5 5,86
MBC48| 1,95 | 11,72 | 5,86 | 11,72 |>625| >62,5 | >62,5 | >62,5 5,86
MIC24 | 2,2 | 1563 | 9,77 | 15,63 | 23,44 | >31,25 | >31,25 | >31,25
% MIC48 | 2,45 | 15,63 | 11,72 | 15,63 | 23,44 | >31,25 | >31,25 | >31,25
MBC 48| 2,45 | 15,63 |>31,25| 23,44 | 23,44 | >31,25 | >31,25 | >31,25
MiCc24 [ 0,74 | 3,91 | 3,91 | 391 | 1,95 | 1563 | 1563 | >125 2,95
11a |mic48 | 0,74 | 3,91 | 3,91 | 391 | 1,95 | 1563 | 1563 | >125 7,81
MBC48| 0,74 | 3,91 | 3,91 | 7,81 | 1,95 | 1563 | 23,44 | >125 7,81
Mic24 | 0,74 | 1,95 | 7,81 | 3,91 | 4,88 | 31,25 | 46,88 | >125 3,91
11b |(mIic48 | 0,74 | 1,95 | 7,81 | 3,91 | 4,88 | 31,25 | 46,88 | >125 7,81
MBC48| 0,74 | 1,95 | 7,81 | 3,91 | 4,88 | 31,25 | 46,88 | >125 7,81




mMic24 | 1,47 | 5,86 | 293 | 7,81 | 586 | 1563 | 31,25 | 93,75 5,86
11c  |Mmic48 | 1,95 | 586 | 2,93 | 11,72 | 586 | 1563 | 31,25 | 93,75 7,81
MBC48| 1,95 | 7,81 | 2,93 | 11,72 | 7,81 | 31,25 | 31,25 | 1875 7,81
MIC24 [ 0,49 | 1,95 | 2,93 | 2,93 | 62,5 | 23,44 | 11,72 | >625
11d |mIc48 | 0,49 | 1,95 | 2,93 | 2,93 | 62,5 | 46,88 | 1563 | >625
MBC48| 0,49 | 1,95 | 2,93 | 4,88 | 62,5 | 46,88 | 1563 | >625
Mic24 [ 065 | 1,95 | 1,95 | 3,26 | 7,81 | 5,21 10,42 | 31,25 3,91
11e |mic48 |065| 1,95 | 26 | 391 | 7,81 | 5,21 15,62 >250 5,86
MBC48| 0,65 | 3,9 | 456 | 7,82 | 1042 | 7,81 15,62 >250 5,86
MIC 24 [>500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
15a |MICc48 |>500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >3500
MBC 48 |>500| >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >3500
MIC 24 [93,75| 125 | 93,75 [156,25| 500 | >500 | >500 | >500
15b  [MIC48 |93,75| 125 | 93,75 [156,25| 500 | >500 | >500 | >3500
MBC 48(93,75| 187,5 | 125 [281,25| 500 | >500 | >500 | >500
MIC24 | 5,21 | 31,25 | 46,88 | 125 | 250 | 333,33 | 416,67 500
15c |Mic48 | 6,51 | 62,5 | 125 | 125 | 250 | 333,33 | 416,67 | >500
MBC48(10,42| 250 | 125 | 250 | 375 | 333,33 | 416,67 | >500
MIC24 | 4,56 | 32,55 | 31,9 | 95,05 [177,08| 187,5 250 > 250
15d  [MIC48 [13,67| 42,97 | 31,9 |105,47|177,08| 187,5 250 > 250
MBC 48 |16,28|192,71| 83,98 | 127,6 |177,08| 187,5 250 > 250
MIC24 | 1,95 | 1,95 | 2,93 | 11,72 [ 31,25 | 125 62,5 > 250
15e  |MIC48 | 2,93 | 2,93 | 2,93 | 11,72 | 31,25 | 125 62,5 > 250
MBC48| 2,93 | 4,88 | 3,91 | 11,72 [ 31,25 | 125 187,5 | >250
MIC24 | 250 | >500 | 500 | >500 | >500| >500 | >500 | >500
17a  |Mmic48 | 250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
MBC 48| 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500




MIC 24 | 15,63 93,75 | 46,88 |125,49| 500 | >500 | >500 | >500
17b  |MIC48 |46,88| 93,75 | 62,5 | 1875 | 500 | >500 | >500 | >3500
MBC 48 |46,88| 187,5 | 125 | 1875 | 500 | >500 | >500 | >500
MIC24 | 3,26 | 18,23 | 13,02 | 31,5 | 31,25 | 72,92 | 46,88 | >250
17¢  |Mic48 | 3,91 | 18,23 | 13,02 | 46,88 | 31,25 | 72,92 62,5 > 250
MBC 48 (26,04 | 31,25 | 31,25 | 46,88 | 46,88 | 145,83 | 62,5 > 250
MIC24 | 4,88 | 1,47 | 1,22 7,81 | 19,53 | 15,63 250
17d  |[mIc48 | 4,88 | 1,95 | 2,93 | 2,93 | 7,81 | 19,53 | 31,25 250
MBC48(31,25| 23,44 | 15,63 | 16,6 | 15,63 | 31,25 | 46,88 250
MIC24 | 1,63 | 5,86 | 2,95 20,84 | 46,88 | >125 | >125
17e |Mic48 | 1,63 | 586 | 2,95 26,04 | 46,88 | >125 | >125
MBC 48| 6,51 | 20,84 | 10,42 41,67 | 52,08 | >125 | >125
MIC24 |46,88| 125 | 125 | 187,5 | 250 375 500 500
19b |MIC48 |46,88| 125 | 125 | 187,5 | 250 375 500 > 500
MBC48(93,75| 187,5 | 125 | 250 | 250 500 500 > 500
MIC 24 |15,62| 46,88 | 31,25 | 187,5 | 125 375 375 500
21c  |Mmic48 [18,23| 62,5 | 46,88 | 1875 | 250 375 500 500
MBC 48(23,44| 93,75 | 125 | 375 | 250 375 500 500
MIC24 | 4,88 | 23,44 | 23,44 | 46,88 | 125 250 375 500
23¢c  |MICc48 | 5,86 | 23,44 | 31,25 | 62,5 | 125 250 375 500
MBC 48| 5,86 | 31,25 | 31,25 [156,25| 187,5 | 250 375 500
MIC24 [15,63| 125 | 125 | 375 | 500 500 >500 | >500
25b  [MIC48 |23,44| 125 | 125 | 375 | 500 | >500 | >500 | >500
MBC 48 |46,88| 187,5 | 187,5 | 375 | 500 | >500 | >500 | >500
MIC 24 [15,63| 23,44 | 15,63 | 78,13 | 187,5 | 250 500 500
25¢  |MIC48 [23,44]| 31,25 | 23,44 | 78,13 | 187,5 | 250 500 500
MBC 48 (23,44| 93,75 | 23,44 | 125 | 375 375 500 500




Mic24 | 7,81 | 93,75 | 125 | 1875 | 375 500 500 > 500
27b  |MIc48 | 7,81 | 125 | 125 | 187,5| 375 500 500 > 500
MBC48|46,88| 375 | 125 | 250 | 375 500 500 > 500
MIC24 | 3,91 | 15,63 | 15,63 | 46,88 | 93,75 | 125 375 500
27¢  |Mmic48 | 3,91 | 1563 | 15,63 | 46,88 | 93,75 | 125 375 500
MBC48| 3,91 | 93,75 | 62,5 | 93,75 | 125 125 375 500
MIC 24 | 4,88 | 15,63 7,81 | 78,13 375 500 31,25
29¢ |Mmic48 | 9,77 | 15,63 19,53 | 78,13 375 500 36,46
MBC 48 | 23,44 23,44 66,41 | 93,75 500 > 500 36,46
MIC 24 |>500] >500 >500 | >500 >500 | >500 500
30a |MIC48 |>500| >500 >500 | >500 >500 | >500 500
MBC 48 |>500| > 500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
MIC 24 |>500] >500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
30b |MIC48 |>500] >500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
MBC 48 |>500| > 500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
MIC24 | 500 | 500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
30c |Mic48 | 500 | 500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
MBC 48 |>500| > 500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
MIC 24 |>500] >500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
31a |MIC48 |>500| > 500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
MBC 48 | >500| > 500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
MIC 24 |>500] >500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
31b |MIC48 |>500| > 500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
MBC 48 |>500| > 500 >500 | >500 >500 | >500 > 500
MIC24 | 125 | 187,5 62,5 | >500 >500 | >500 500
31c |Mic48 [187,5| 187,5 250 | >500 >500 | >500 500
MBC 48| 500 | >500 >500 | >500 >500 | >500 > 500




MIC 24 | >500( >500 >500 | >500 > 500 > 500 > 500
33a MIC 48 |>500( >500 >500 | >500 > 500 > 500 > 500
MBC48|>500( > 500 >500 | >500 > 500 > 500 > 500
MIC 24 | >500( >500 >500 | >500 > 500 > 500 > 500
33b MIC 48 |>500( >500 >500 | >500 > 500 > 500 > 500
MBC48|>500( > 500 >500 | >500 > 500 > 500 > 500
MIC24 | 250 | 250 >500 | >500 > 500 > 500 > 500
33c MIC48 | 375 [ 500 >500 | >500 > 500 > 500 > 500
MBC48|>500( > 500 >500 | >500 > 500 > 500 > 500

BAC Cl - benzalkonium-chlorid; BOX CI — benoxonium-chlorid

STAU - Staphylococcus aureus

MRSA — meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

STEP — Streptococcus epidermidis

VRE — vancomycin-rezistentni Enterococcus

ESCO — Escherichia coli

KLPN ES- — Klebsiella pneumoniae neprodukujici betalaktamazy
KLPN ES+ — Klebsiella pneumoniae produkujici betalaktamazy
PSAE — Pseudomonad aeruginosa

S. mutans — Streptococcus mutans



Priloha C

Stanoveni antimikrobialni aktivity vaci F. tularensis:

Celkem (%) | Prezivii (%) | SD (%) | Mrtvé (%) | sD (%)

Pozitivni kontrola
Negativni kontrola

Ethanol 70%
Benzethonium-chlorid 0,1%
Ajatin 0,1%

Sanytol 0,1%

9b/BOX Cl 0,1%

9¢0,1%

9d 0,1%

11e 0,1%

100,0
83,9
67,4

0,7
9,5
3,0
8,4
39,5
68,1
81,6

96,1
0,3
18,2
0,2
3,8
0,2
4,7
19,3
60,0
0,1

1,11
0,07
11,74
0,39
4,12
0,29
7,35
17,76
48,61
0,05

3,9
83,6
49,1

0,5

5,7

2,9

3,7
20,3

8,1
81,5

1,11
7,78
22,02
0,43
6,67
2,13
2,71
18,70
8,74
17,87

SD — standard deviation (smérodatné odchylka)

BOX Cl - benzoxonium-chlorid
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Priloha D

Stanoveni minimalni biofilm eradikujici koncentrace (umol.1"):

Litka STAU - PS STAU - HA [ESCO-PS ESCO - HA |S. mutans - HA
BAC Cl C12 MBEC 1,95 145,83 44,27  NAD 500 52,08
BAC CI C14 MBEC 0,65 291,67 36,46  NAD 250 33,85
BAC CI C16 MBEC 2,60 NAD125 | 23,44  NAD 125 36,46
9b/BOX Cl MBEC 2,44 125,00 35,72  NAD 250 39,06

9c MBEC 3,58 nad 125 | 21,49  NAD 125 15,63
9d MBEC 2,62 NAD125 | 23,44  NAD 125 36,46
11e MBEC 1,95 NAD125 | 1583  NAD 125 48,61
11a MBEC 2,60 NAD125 | 1823  NAD 125 42,97
11b MBEC 391 NAD125 | 52,08 NAD 125 36,46
11c MBEC 1,71  NAD125 | 19,79  NAD 125 18,23
29¢ MBEC 72,92
13a MBEC 35,16 250,00 | 437,50 nad 500 125,00
13c MBEC 0,65 166,67 27,35  nad 250 46,88
13d MBEC 1,95 104,17 15,63  NAD 125 18,23
13b MBEC 2,60 93,75 41,67 291,67 46,88

PS — polystyren; HA — hydroxyapatit

BAC Cl - benzalkonium-chlorid; BOX CI — benzoxonium-chlorid

STAU — Staphylococcus aureus
ESCO — Escherichia coli

S. mutans — Streptococcus mutans

MBEC — minimélni biofilm eradikujici koncentrace
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Priloha E

Stanoveni antivirové u¢innosti:

MCMYV — murine cytomegalovirus SARS-CoV-2 — severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
Latka AlogTCIDso K°"°('i/':)"a°e Latka AlogTCIDso K°"°;/':)"ace
Sanytol >1,34 0,10 Sanytol >2,51 0,10
11a >3,34 0,10 11a >3,51 0,10
11b >3,34 0,10 11b >3,51 0,10
11c >3 0,10 11c >3,51 0,10
11d >3,34 0,10 11d >3,51 0,10
11e 4,17 0,10 11e 3,67 0,10
9b/BOX Cl >3,34 0,10 9b/BOX Cl >3,51 0,10
9c >2,34 0,10 9c >3,51 0,10
9d >3,34 0,10 9d 1 0,10
9e 1,5 0,10 9e 0,34 0,10
Sanytol >3,34 0,01 11b 5 0,01
11a >4,67 0,01 11c 5 0,01
11b 3,34 0,01 11d 2,84 0,01
11c 3,34 0,01 11le >3,51 0,01
11d >3,67 0,01 9b 0,47 0,01
9b 5,33 0,01 9¢ 0,64 0,01
9¢ 3,34 0,01 9d 0,84 0,01
9d -0,5 0,01 5d 0,81 0,01
9e 0 0,01
5d 5,51 0,01

AlogTCIDso — median tissue culture infectious dose
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BOX Cl - benzoxonium-chlorid

Symbol >: koncentrace testované latky, mimo sniZeni titru viru, zpisobovala i cytopaticky efekt bun¢k bunécné linie. Nelze tedy urcit pifesnou
hodnotu AlogTCIDso, ale 1ze fict, ze je vysSi nez ubytek titru v jamce, kde cytopaticky efekt pozorovan nebyl.
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Priloha F

Stanoveni cytotoxicity:

Latka ICso (umol.I) | £ SEM (umol.I?)
Benzethonium 26,18 3,3
Chlorhexidine 19,33 1,4
Sanytol 7,83 0,4

3a >6 mM -
3b 58,7 1,4
3c 132,80 5,6
3d 28,36 0,0
13b 25,50 2,5
13c 17,17 1,3
13d 12,54 1,1
9a 128,40 12,7
9b/BOX Cl 36,09 0,5
9c 27,34 1,1
9d 19,58 0,5
9e 19,14 1,3
11a 17,10 2,7
11b 13,92 0,8
11c 21,25 3,4
11d 19,11 1,5
1le 13,35 2,0
15a 1677,00 63,4
15b 267,13 17,2
15c 86,57 9,4
15d 45,85 1,4
15e 32,56 0,2
17a 625,67 63,0
17b 93,50 8,1
17c 32,99 0,7
17d 22,72 1,6
17e 18,50 0,5
19b 163,27 10,1
25b 147,65 9,5
25¢ 49,52 2,9
27b 134,30 1,5
27c 40,86 0,0

1Cso — stfedni inhibi¢ni koncentrace
SEM - stiedni chyba priméru

BOX CI - benzoxonium-chlorid
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Priloha G

Stanoveni hydrolytické G¢innosti:

pH 11, t= 37°C

pH 10, t= 37°C

Latka ¢ (mM) 10%k (s?) T1/2(min) 10%k (s?) T1/2(min)
500 6,2 18,6 2,3 50,3
100 12,82 9 3,97 29,2
9a 50 12,68 9,1 3,77 30,7
10 0,5 230,8 0,18 606,3
5 0,35 323,2 - -
100 8,17 14,1 1,67 69,1
50 9,35 12,4 2,35 49,3
9b/BOX Cl 10 8,23 14 2,65 435
5 5,93 19,5 1,15 100,8
1 1,8 64,5 . -
10 24,62 4,7 6,77 17,1
5 23,62 4,9 5,82 19,9
9c 1 11,28 10,2 2,02 57,5
0,5 3,8 30,5 1,12 103
0,1 1,17 98,8 0,5 230,8
10 50,73 2,3 11,56 10
5 49,06 2,4 11,14 10,4
a9d 1 12,32 9,4 3,97 29,2
0,5 6,47 17,9 2,3 50,3
0,1 1,77 65,3 1,1 105,2
5 23,3 5 6,98 16,5
1 13,95 8,3 4,37 26,4
9e 0,5 7,82 14,8 2,97 38,9
0,1 1,87 62 0,82 142,5
0,05 0,83 138,4 0,28 404,1
Spontanni
h'; drolyes 0,14 808,4 ; -

BOX CI - benzoxonium-chlorid
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