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Nazev diplomové préace: Syntéza substituovanych arylguanidinl jako potencidlnich léciv XIII.

Stale vzrlstajici pocet bakteridlnich kmen(l rezistentnich na soucasné pouZivana
antibiotika zesiluje poptavku na nové struktury s antibakteridlni aktivitou. Stejné tak vysoka
mortalita imunokompromitovanych jedincd zpusobend patogennimi houbami vyZaduje

syntézu novych IéCiv s antifungalni aktivitou.

Na katedfe organické a bioorganické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
probiha dlouholety vyzkum arylguanidinG s potenciondlni antifungdlni a antibakterialni

aktivitou, na ktery bylo touto praci navazano.

V rdmci diplomové prace byly syntetizovany dvé rady derivat( arylguanidind, celkové
sedm latek ve ¢tyrkrokové syntéze. V prvnim kroku byl vytvoren sulfid reakci substituovaného
chlornitrobenzenu a thiolu. Nitroskupina byla v nasledujicim kroku redukovana na
aminoskupinu. Vytvoreny anilin byl preveden na anilinium-chlorid pomoci plynného
chlorovodiku. V poslednim kroku syntézy reagoval anilinium-chlorid s kyanamidem za vzniku

arylguanidinu.

U syntetizovanych latek byly provedeny testy antifungdlni a antibakterialni aktivity na

katedre biologickych a lékarskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.
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Title of diploma thesis: Synthesis of substituted arylguanidines as potential drugs XIlI.

The ever increasing number of bacterial strains resistant to the currently used
antibiotics intensifies the demand for new structures with antibacterial activity. Similarly, the
high mortality of immunocompromised individuals caused by pathogenic fungi requires the

synthesis of new drugs with antifungal activity.

At the Department of Organic and Bioorganic Chemistry, the Faculty of Pharmacy,
Charles University has been studying for many years with the potential antifungal and

antibacterial activity of arylguanidins, which has been linked to this work.

Two series of derivatives of arylguanidines, totaling seven substances in four-step
synthesis were synthesized in the thesis. In the first step, a sulfide was formed by the reaction
of substituted chloronitrobenzene and thiol. The nitro group was reduced to the amino group
in the next step. The aniline formed was converted to anilinium chloride using gaseous
hydrogen chloride. At the last step of the synthesis, anilinium chloride reacted with cyanamide

to form arylguanidine.

Antifungal and antibacterial tests were performed on the synthesized substances at the

Department of Biological and Medical Sciences of the Faculty of Pharmacy, Charles University.



1. Uvod a cile diplomové prace

Jeden ze zasadnich problémd, se kterym se musi moderni medicina vyporadat je
zvysujici se pocet bakteridlnich kmen( rezistentnich na soucasné pouzivana antibiotika [1].
Mnoho desetileti po prvnim UspéSném terapeutickém pouziti antibiotik se bakterialni infekce
znovu stavaji hrozbou. Epidemiologické studie prokazaly pfimy vztah mezi konzumaci
antibiotik a vznikem a Sifenim kmen( rezistentnich bakterii [2]. Vznikda tedy potieba
racionalizovat uzivani antibiotik a soucasné vyvinout nova antibiotika, které budou mit

antibakteridlni ucinek na rezistentni kmeny.

Vyvoj novych antibiotik byla strategie, diky které se v minulosti podafilo u¢inné bojovat
s rezistentnimi kmeny bakterii. Tento trend byl vSak témér pozastaven kv(li ekonomickym a
regulaénim prekazkam. Ctrnact z osmnacti nejvétsich farmaceutickych spoleénosti opustilo
vyvoj novych antibiotik [3] a fuze mezi farmaceutickymi spole¢nostmi také vyrazné snizily
pocet a rozmanitost vyzkumnych tyma [4]. Vyvoj antibiotik jiz neni povazovan za ekonomicky

vyhodnou investici [3].

Analyza nakladl [5] vypocitala, Ze Cistd soucasna hodnota nového antibiotika je pouze
asi 50 milion0 dolard. Hodnota nového |éciva pro Iécbu neuromuskuldrnich onemocnéni byla
vycislena priblizné na 1 miliardu dolar(. Mikrobiologové a specialisté na infekéni onemocnéni
navic doporucili omezeni tykajici se uzivani antibiotik [4]. Po uvedeni nového antibiotika lékafri
Casto drzi novou molekulu v rezervé a nadale predepisuji starSi latky, které prokazaly
srovnatelnou Uc¢innost. Nova antibiotika tedy ¢asto podavaji jako lIéky posledni volby pro 1é¢bu
zavaznych onemocnéni [6], coz vede ke snizenému uzZivani novy antibiotik a snizeni
navratnosti investic. Obrazek 1 ukazuje pocet antibiotik [7] schvalenych Americkym Ufadem

FDA k poufZiti za poslednich 35 let.
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DalSim neopomenutelnym problémem moderni mediciny je vzrlstajici pocet
plisnovych infekci [8], zejména kandiddzy a invazivni aspergildézy jsou ¢astym problémem u
imunokompromitovanych jedincl. Invazivni mykotické infekce jsou hlavni pfi¢inou Umrtnosti
souvisejici s HIV v celosvétovém méritku a soucasné globalni HIV pandemie je aktudlné hlavni
pri¢inou mortality zplsobené plisnémi [9]. Narustajici fungalni onemocnéni navysuje

poptavku po latkach s ac¢innou antifungdlni aktivitou.

Cilem diplomové prace bylo pfipravit nové doposud nepopsané derivaty
fenylguanidin( a otestovat jejich antibakterialni a antifungalni icinnost. Pro prehled je uveden

obecny vzorec fenylguanidin( (1).

N NH,



Pti syntéze bylo navazano na praci predchozich kolegli [10-12], byly syntetizovany latky

spadajici do dvou fad arylguanidin (I1) a (Il).

R2
s~
FsC
R2
\S T1 R1
N N |
N N
X \R1 X N
R
NH, NH,
R; = CH3 -H R'=CHs -H
R® = (CH3)gCHs, (CH2)10CH3 R? = (CH,)13CH3, (CH,)11CHs

10



2. Nejnovéjsi poznatky o biologické aktivité guanidin(
Soucdsti diplomové prace bylo také shrnuti aktudlnich poznatkd o biologické aktivité
guanidind. Data byla ziskdvana z védecké databdaze Scifinder. Casové rozpéti reserse bylo

poslednich 5 let, tedy roky 2013-2018 a jako vychozi jazyk byla zvolena anglictina.

Jako prvni klicovy termin bylo pouZito spojeni ,antifungal guanidine”. Byl nalezen jeden
¢lanek. Ke klicovému terminu ,fungicide guanidine” vyhleddvac Scifinderu nepfifadil Zadny
¢lanek. Ani ke klicovému spojeni ,guanidine fungi“ nebyl pfifazen zadny zaznam. Jako dalsi
klicovy termin byl zvolen ,,antimicrobial guanidine”, bylo nalezeno 6 ¢lankl. Do vyhledavace
byl jako dalsi termin zadan ,arylguanidine” a bylo nalezeno 13 ¢lankd. Posledni termin, ktery
byl zvolen byl ,, phenylguanidine”. Bylo nalezeno 47 ¢lank(. Z vysledkd byly vybrany reference,

které popisuji biologickou aktivitu.

7 7 ve

2.1. Antimykoticka, antibakterialni a antiviroticka tcinnost guanidint

Mezi biologicky aktivni pfirodni latky s guanidinovou skupinou patfi scytoscalarol.
Scytoscalarol (1V) je ptirodnim seskviterpenem, ktery byl izolovan z cyanobakterie Scytonema
sp. [13]. Seskviterpeny vykazuji cytotoxicky ucéinek na lidské nadorové bunky a antimikrobialni
aktivitu proti rlznym druhim mikroorganismt [14]. Scytoscalarol ucéinné inhibuje
arabinosyltransferdzu, diky ¢emuz je acinnym v boji proti mykobakteriim [15]. U

scytoscalarolu byla také prokazana antifungdlni Ucinnost [16].

HN NH,
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Neopomenutelnym |éCivem s guanidinovou skupinou zakomponovanou v heterocyklu
je také letermovir (V), ktery se syntetizuje z arylguanidinu jako vychozi latky, coZ je moderné
popsany zpUsob pripravy [17]. Letermovir je klinicky zkousené antivirotikum pro lécbu
lidského cytomegaloviru (HCMV) i pro profylaxi, soucasné je také testovan pro své
imunosupresivni vlastnosti. HCMV postihuje témér 50 procent populace Spojenych statl a
témér 100 procent populace v rozvijejicich se zemich. Lidsky cytomegalovirus zplsobuje
minimalni morbiditu a primarni infekce u zdravych jedincli zldstava asymptomaticka. U
imunokomprimovanych jedincli mUzZe byt vSak infekce Zivot ohrozujici [18]. Napfiklad u
jedinch po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék a bez profylaxe HCMV se
onemocnéni vyviji ve 20 az 35 procentech pfipadd [19]. HCMV pneumonie, coZ je
nejzavaznéjsi projev nemoci, nasledné vede k umrtnosti u 30-50 procent z této skupiny

pacientt [20].

™~
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Dalsi potenciondlni uplatnéni cyklickych guanidind muizeme najit vIécébé HIV-1,
presnéji guanidiny (VI), (VIl) a (VIII) inhibuji Tat-TAR spojeni [21] [22]. Tat (Trans-Activator of
Transcription) je maly zakladni protein, ktery drasticky zvySuje ucinnost virové transkripce
[23]. Tat se vaze na TAR (Trans-Activating Response element) umisténym na 5' konci

narUstajicich HIV-1 transkriptl, a tim zvysSuje produkci virové RNA.
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Nemalo dllezity je také objev [24] ucinnosti fenylguanidin( proti methicilin rezistentnimu
kmenu bakterie Staphylococcus aureus (MRSA). Na obrazku (IX) je demonstrovana molekula
THAM Trisphenylguanide, ktera méla z testovanych latek nejvyssi i¢innost proti MRSA in vitro.
Castéjsi MRSA infekce tvofi velmi zavainy problém nejen ve zdravotnickych zafizenich.
Postupem casu se MRSA stal rezistentni vicéi nékolika druhdm antibiotik vcetné
betalaktamovych, makrolidd a chinolon(. Stejné tak rezistence v(i¢i vankomycinu stale roste.
Syntetizovand série latek s guanidinovou skupinou testovana proti bakteriim Acinetobacter
baumannii, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus

aureus ukazuje na moznd nova léciva v boji proti mikrobidlnim onemocnénim.

13
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Mezi dalsi  latky s wvysokou antimikrobialni  G¢innosti  patfi  také
polyhexamethylenguanidin hydrochlorid (PHGH) a analog polyoktamethylenguanidin
hydrochlorid (POGH). U¢innost se prokdazala [25] u 370 kmen0 bakterii véetné 96 kmen(
rezistentnich na antibiotika. PHGH byl zvlasté uc¢inny proti MRSA. Mechanismem ucinku latek
POGH a PHGH je naruseni cytoplazmatické fosfolipidové membrany bakteridlni buriky.

Struktury POGH a PHGH jsou zobrazeny ve vzorci (X).



Polyhexamethylene guanidine hydrochloride (PHGH, Polymer C6)
R= JTCHWL n=6
6

Polyoctanethylene guanidine hydrochloride (POGH, Polymer C8)

R= %CHZ% n=38
8

Antimikrobidlni efekt v0ci E. coli bakteriim se prokazal [26] také u oligomeru
s guanidinovou skupinou syntetizovanym Michaelovou adici. Guanidinovy oligomer (XI) méni

permeabilitu bunééné membrany E. coli.

+ -
NH, Cl

Xl

2.2. Guanidiny a lécba rakoviny

Fenylguanidinové derivaty jsou prezentovany také jako inhibitory proteinu Racl.
Fenylguanidinové derivaty blokuji interakci Racl s GEFs (guanosine exchange factors), coz? je

agent pro lécbu agresivnich a rezistentnich tumora [27].

15



Fenylguanidy se ukazaly jako mozny inhibitor OCT3 transportérd [28]. OCT (Organic
Cation Transporters) jsou transportéry usnadnujici intracelularni absorpci rdznorodého
spektra malych organickych kationtl. Doposud byly v lidské téle identifikovany 3 druhy
transportért. OTC1 je primarné exprimovan v bazolateralni membrdné hepatocytl, zatimco
OCT2 je exprimovan v bazolaterdIni membrané proximalnich kandlk( ledvin. Substraty pro
OCT1 a OCT2 zahrnuji metformin, cisplatinu, imatinib, procainamid, citalopram, cimetidin a
chinidin. OCT3 je exprimovan v rGznych tkanich vcéetné srdce, jater, kosterniho svalstva a
placenty. OCT exprese byla také detekovana v nékolika liniich ve vzorcich rakovinnych bunék

a nadorovych tkani [29].

Za zminku také stoji molekuly variolin (XII) a meriolin (XIll), jez obsahuji guanidinovou
skupinu inkorporovanou v heterocyklu. Bylo zjisténo [30], Ze variolin B ma ucinnost pfi lécbé
leukémie. Meriolin pomoci inhibice cyklin-dependentni kinazy dosahuje antiproliferativniho a

proapoptického Ucinku v nadorovych burikach [31].

Xl X1

Od téchto dvou molekul se pak odvijel vyvoj novych fenylguanidinli s potencionalnim
vyuzitim pfi 1é¢bé rakoviny. Byly syntetizovany [30] fenylguanidiny s integrovanym
ferrocenem v molekule vykazujici schopnost nekovalentné se vazat na DNA s naslednym
antioxidativnim pusobenim. Nekovalentni vazba molekuly s DNA vznikd pravé diky trem
dusikdm guanidinové skupiny. Pro demonstraci byla vybrana struktura (XIV) fenylguanidinu se

zaclenénym ferrocenem a vysokym antioxida¢nim pusobenim.

16
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Inkorporace ferrocenu do molekuly zvysuje lipofilitu a stabilitu molekuly a diky vysoké
vazebnosti na DNA a vysokym antioxida¢nim vlastnostem muze byt struktura fenylguanidinu

vyuZita pro vyvoj novych latek pro Ié¢bu rakoviny.

2.3. Guanidiny a jejich mozna role v lécbé psychiatrickych onemocnéni

Zjevna je také antagonisticka aktivita fenylguanidini na a, adrenoreceptory, receptory
sprazenymi s G-proteiny. Adrenoreceptory hraji roli v IéCbé psychiatrickych onemocnéni jako
jsou schizofrenie a deprese. Patofyziologicky je deprese charakterizovdna snizenim aktivity
monoaminl zejména noradrenalinu a serotoninu. Korigovani této nerovnovahy je
mechanismem Ucinku souéasné pouzivanych antidepresiv. Deprese je spojena se zvySenou
hustotou a; adrenoceptord a zvySenim afinity neuromediatord k a, adrenoreceptorim. Navic
oyc adrenoreceptory umisténé dorzolaterdlni prefrontalni klré ovliviuji noradrenergni
aktivitu, ktera ridi bazalni kognitivni aktivitu, ktera je spojena se symptomy schizofrenie.
Antagonisté a, adrenoreceptor(l zvysuji hladinu noradrenalinu v prefrontalni mozkové kire

(PFC) a jevi se jako potencionalini latky k Ié¢bé psychiatrickych onemocnéni. Pro demonstraci

17



byly vybrany ptiklady struktur (XV), (XVI1), (XVII) a (XVIII) s vysokou afinitou k a, receptoriim a

antagonistickym ucinkem [32] [33].

H
N
NH
N NH, )L
H H NH,

XV XVI

! |
/ N " NH
[ P /Qi o
: 4 N N \/

XVII XVIII

Velmi zajimavym objevem je afinita arylguanidini k 5-HTs3 receptoriim. Receptory
5-HT3 jsou soucasti skupiny 5-HT receptord ovliviiujici bolest, vnimani, uzkost a jsou také
soucasti patofyziologie u duSevnich poruch [34]. V souclasnosti byla prokazana [35]
superagonisticka, plné agonisticka, parcidlné agonistickd i antagonisticka ucinnost u
arylguanidini. Medicina v soucasné dobé vyuzivd antagonisticky pusobici latky na 5-HT3
receptory klécbé nauzey vyvolané chemoterapii a radioterapii, parcialni agonisté jsou
zkoumané pro moznou léébu syndromu drazdivého traéniku a role 5-HTsz receptorovych
agonistll zatim nebyla objevena. Pro prehled bylo z publikace [34] americkych autord vybrano
nékolik z mnoha struktur, které autori uvadéji jako agonisty 5-HTs receptort (XIX), (XX) a (XXI),

byly vybrany také struktury s antagonistickym tcinkem (XXII) a (XX111).
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NH NH

S

NH
NH //JL\\
//JL\\ HN NH,
HN H NH; HN NH,
cl :% “C
XXI
NH
HN//JL\\NHZ
:%: ~CF3

XIX XX

OCHs

XX XX

Diky oxidativni cykloadici arylguanidin( s alkyly mGzeme ziskat také C4 substituované
derivaty 1,4-dihydrochinazolin-2-aminu (XXIV) [36], jenZz by mohly mit vyznam pfi |éCbé

neurodegenerativnich onemocnéni [37].

l\|/|e I\|/Ie
N N
= X
R1 | R
X N =
R3 //// R4
XXIV
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2.4. Lécba diabetického makularniho edému pomoci guanidind

Dalsi vyuziti fenylguanidind nachazime v |écbé diabetického makuldrniho edému.
Diabeticky makularni edém je spolu s retinopatii hlavni pti¢inou ztraty zraku u pracujici
populace v zadpadnim svété [38] [39]. Jako moZnou |écbou se zdaji inhibitory vaskuldrniho
adhezivniho proteinu (VAP-1). Vaskularni adhezivni protein je endotelidlni glykoprotein, ktery
se vyskytuje v cévni sténé béhem vyvoje zanétu [40]. VAP-1 také nalezneme v endotelidlnich
burikach cév v sitnici oka, kde zvysuje koncentraci leukocytl pfi zanétu. Akumulace toxickych
vedlejSich produktl a zvySena adhezivni aktivita leukocytld indikuje rozpad bariéry mezi
krevnim reciStém a sitnici, coz vede k makuldrnimu edému. Ten se ¢asto vyskytuje u diabetické
VAP-1 inhibitory, a tedy jako moiné molekuly s potencionalnim lééebnym uGcinkem [41].

Z publikace [41] byly vybrany struktury (XXV) a (XXVI) s VAP-1 inhibi¢ni aktivitou.

H
NH N
//JL\\ ;>>___NH2
N NH N
H 2

XXV XXVI
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3. Metodicka cast

3.1. Chemicka c¢ast

Cilem chemické experimentdlni ¢asti diplomové prace bylo pfipravit sedm latek a

nasledné stanovit jejich antifungalni a antimikrobidlni aktivitu. Jednalo se o latky:

2-[5-methyl-2-(decylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat
2-[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat
1,1-dimethyl-2-[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyl]guanidin
2-[3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat
1,1-dimethyl-2-[3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyllguanidinium-nitrat

2-[3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat

N o u ~r w N

1,1-dimethyl-2-[3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat

Latky 1-3 mély spolecnou vychozi latku 4-chlor-3-nitrotoluen, 4-chlor-3-
trifluormethylnitrobenzen byla vychozi latka pro slouceniny 4-7. V prvé fadé bylo tfeba
pripravit sulfid pomoci vychozi latky a alkanthiolu, ndsledovala redukce nitroskupiny na
aminoskupinu. Amin byl pfeveden na anilinium-chlorid, ten nasledné reagoval s kyanamidem

za vzniku fenylguanidinu.

3.1.1. Priprava sulfida

Sulfidy jsou [42] sirnymi analogy ether(. Bez ohledu na strukturdlni podobnost s ethery
maji vyznamné odlisné chemické vlastnosti. Valencni elektrony atomu siry (3p elektrony) jsou
od jadra vzdalenéjsi a jsou tedy volnéji vazany nez v atomu kysliku (2p elektrony), vysoka
elektronegativita atomu kysliku téz zajistuje jejich pevnéjsi vazbu. Dialkylsulfidy jsou na rozdil
od dialkylether(i dobrymi nukleofily. Na rozdil od ether( se sulfidy snadnéji oxiduji nez ethery

za vzniku sulfoxid( nebo nasledné sulfond.

Sulfidy byly pfipraveny pomoci substituce nukleofilni bimolekularni, kdy thiolatovy ion
reaguje s arylhalogenidem za vzniku sulfidu. Reakce je analogem Williamsovy syntézy ether(.

Schéma 1 demonstruje popsanou reakci.
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; SR — R LX

R = alkyl, X = halogen

Schéma 1

V experimentalni ¢asti bylo pro pfipravu latky 1-3 pouZito schéma 2. Schéma 3 pro
pripravu latek 4-7 je demonstrovano obrazkem (XVI). Sulfidy byly pfipraveny pomoci reakce
alkanthiol( a substituovanych nitrobenzent v suchém dimethylformamidu za pfitomnosti

uhli¢itanu draselného a aktivni médi, ktera reakci katalyzovala [43].

R
cl s/
O,N O,N
+ R SH >
Schéma 2
R
Cl s/
F3C F,C
+ R—SH —>
NO, NO,
Schéma 3
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3.1.2. Redukce nitrosloucenin

Pomoci redukce nitrosloucenin byly pfipraveny potfebné aromatické aminy. Pfi
redukci nitrolatek jsou atomy kysliku nahrazovany atomy vodiku. Zavisi pfitom také na pH
prostredi. Redukce nitrosloucenin je katalyticka redukce vodikem za pfitomnosti katalyzatoru.
Jako katalyzator lze pouzit platinu [44], palladium [45] a RaneyUv nikl [46]. Redukce mUze byt
provedena také pomoci Zeleza [47], chloridu cinatého [48], nebo také zinku [49], hliniku [50],
tetrahydridohlinitanu lithného [51] nebo hydrazinu a jeho derivatt [52]. V kyselém prostiedi
se nitroskupina redukuje na nitrososkupinu a nasledné na aminoskupinu [53], reakce je

znazornéna schématem 4.

NO, N/o HN/OH NH,
= = = é
R—— » R » R » R
AN AN X AN

Schéma 4

V zasaditém prostredi se tvofi spiSe bimolekuldrni [atky. Schéma 5 ukazuje redukci

nitroskupiny v alkalickém prostredi.

OH 0
HN/ N/ o)
i R
N
/ / \N
R! + R? —» R
X X
NH, NH,
R1
H
— = N\N —» R + R2
R2 ‘ H
X

Schéma 5
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V experimentalni ¢asti bylo pouZito schéma 6 a 7. Reakce probihala v neutrdlnim
prostfedi [54] pod ochrannou atmosférou dusiku. Jako redukéni Cinidlo byl zvolen chlorid
cinaty. Neutrdlni prosttedi snizi riziko vedlejsich reakci, jako napfiklad tvorba halogenderivat(

[55] nebo stépeni molekul [56]

R R
s~ -~
O,N H,N
SnCl,
e
Schéma 6
R R
N s
FsC F5C
SnCl,
B ————
NO, NH,
Schéma 7

3.1.3. Pfiprava amonium chloridli

Ptiprava amonium chlorid( probéhla reakci [57] aminu rozpusténého v bezvodém

etheru s plynnym chlorovodikem, ktery byl zavadén do roztoku aminu podle schémat 8 a 9.

R R
S/ s/
- +
HoN Cl H3N
HCI
_—
Schéma 8
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FsC F5C
HCl

NH, Cl NH;

Schéma 9

3.1.4. Priprava arylguanidini

MoZnym zplUsobem pfipravy arylguanidinG je reakce [58] amonium-chloridu a
kyanamidu v ethanolu ¢i taveniné za normalniho nebo zvySeného tlaku. Reakci je mozné
provést i se substituovanym kyanamidem [59]. Lze vyuzit i opacny zp(lisob pripravy, tedy reakci
substituovaného kyanamidu s amoniakem [60]. Pokud je poufZit jako vychozi latka reakce

diamin a dostatecny prebytek kyanamidu, vznika diguanidin [61].

Nejnovéjsi publikované schéma 10 [35] pfipravy arylguanidinG se mirné lisilo od
schémat 15 a 16 zndzorfujici syntézu v experimentalni ¢asti diplomové prace. Rozdily se
schématem pouZitym v experimentalni ¢asti jsou zjevné. K pfipravé aminu v experimentalni
Casti byla pouzZita redukce nitroldtek pomoci chloridu cinatého namisto dithionicitanu
sodného. Reakce amonium chloridu a kyanamidu byla provedena v taveniné a
guanidiniumnitrat byl v experimentalni ¢asti diplomové prace vytvoren pomoci kyseliny

dusicné misto dusi¢nanu amonného.
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NH

NH;  Cl NH NH,

NO, '
Cl cl X X
OH OH

Reaktanty: (i) HNO,, 1,2-dichlorethan; (ii) (a) Na,S,0, NaOH, H,0; (b) HCI, EtOAc;
(iii) (a) NH,CN, EtOH; (b) NH,NO;, H,0

Schéma 10

Arylguanidiny v experimentalni ¢asti byly pripraveny podle publikaci [62] a [63].
V experimentdlni ¢asti byl zvolen zplsob pfipravy v taveniné za normdlniho tlaku a mirné
kyselého pH 4-5, které je idealni pro vznik guanidint. Pfi pH vysSim jak 5 ma tendenci
dimerizovat a pfi pH nizSim nez 4 podléha hydrolyze [58]. Schéma 11 demonstruje pfipravu

latek 1 a 2, schéma 12 pak pfipravu latky 3.

R R - R
- +
Cl  HaN +H
3 H,N N H,N N
NCNH, HNO3
I —_—
NH; NH,
Schéma 11
R R
S/ S/
- +
Cl H;3N H,N N
NCN(CHs), \]/
NH,
Schéma 12

Latky 4-7 byly pfipravené podle schémat 13 a 14.
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R R R
/
s s s
F3C F3C F3C
NCNH, HNO;
—_— E——
+ -+
NH; NYNHZ NO3 HNYNHZ
NH; NH,
Schéma 13
R R R
/
s s s
Fgc F3C F3C

NCN(CHjs), HNO3
—_— —_—

+ -+

NH; N N N(CH3), NOz HN N N(CHs),

NH, NH,
Schéma 14



3.1.5. Celkové schéma syntézy

Schéma 15 a 16 znazoriuje celou syntézu.

R /R
Cl s/ S
ON O,N HoN
SnCl, HCl
+ R—SH ———>» E—— EEE——
R
No3
s
.
HsN
NCNHZ HN03
—_—
NCN(CH3 Latky 1a2
R
s~
ZN\KN
NH,
Latka 3
Schéma 15
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Cl

F3C

+ R—SH ————>

NO,

R

s

NH3

NO,

NH,
NCN(CH3),

FsC
HNo3
N(CHa), NC

NH2

Schéma 16
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3.2. Mikrobiologicka ¢ast

Testovani mikrobiologické aktivity latek bylo provedeno na Farmaceutické fakulté

Univerzity Karlovy na katedre biologickych a lékarskych véd.

Jako metoda stanoveni antifungalni Gcinnosti byl zvolen mikrodiluéni bujénovy test
v destickach. Pro mikroorganismy Candida albicans (CA), Candida krusei (CK), Candida
parapsilosis (CP), Candida Tropicalis (CT), Aspergillus fumigatus (AF), Aspergillus Flavus (AFla),
Absidia corymbifera (AC) a Trichophyton interdigitale (Tl) bylo pouZito médium RPMI 1640
s glutamanem a 2% glukdzou, které bylo pufrovdno 0,165 mol.I"* morfolinopropansulfonovou
kyselinou na pH 7,0. Objem média byl 200 ul s 10 pul suspenze inokula. Délka inkubace byla 24-
48 h, u kultivace Trichophyton interdigitale byla délka inkubace 48-72h pfi teploté 35 °C
s odchylkou 2 °C. Zplsob inkubace byl staticky, ve tmé s humidni atmosférou. Pfi testu byl

pouzit Inkubator AlamarBlue. Odecitani bylo vizualni — MIC v umol.IL.

Pro stanoveni antimikrobidlni Ucinnosti byly pouzity kmeny Staphylococcus aureus
(SA), Methicilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis (SE),
Enterococcus faecalis (EF), Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumoniae (KP), Serratia
marcescens (SEMA) a Pseudomonas aeruginosa (PA), byl pouZit jako médium Mueller-
Hintondv bujon ¢. 2 (CAMHB) pH 7,0. Objem média byl opét 200 pl s 10 ul suspenze inokula.
Zpusob inkubace byl opét staticky, ve tmé s humidni atmosférou. Délka inkubace v inkubatoru
AlamarBlue byla u vSech kmenl 24-48 h a teplota byla stejna jako u predeslého testu.

Odecitani bylo vizudlni — MIC = ICes (95% inhibice kontroly).
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4. Experimentalni Cast

4.1. Syntéza

V experimentalni ¢asti byl pouZit nasledujici vyéet chemikalii od firmy Aldrich: 4-chlor-
3-nitrotoluen, 4-chlor-3-trifluormethylnitrobenzen, dekanthiol, undekanthiol, dodekanthiol,
tetradekathiol, dimethylkyanamid. Od firmy Sigma-Aldrich byly pouzity chemikalie: bezvody
N,N- dimethylformamid a bezvody ether. PouZity kyanamid byl vyroben firmou Fluka. Od firmy
Lach-ner byl pouzit ethylacetat a trihydrat chloridu cinatého. PouZita kyselina chlorovodikova,
hexan, ethanol, bezvody hydroxid sodny, siran sodny a kyselina dusi¢na byly vyrobeny
spolecnosti Penta. Suroviny od firmy Lachema byly: pentahydrat siranu médnatého a praskovy

zinek. Firma Meck vyrobila silikagel, ktery byl pouzit v experimentalni ¢asti.

Infracervenad spektra byla namérena na spektrometrech Nicolet Impact 400 a Nicolet
6700 FT-IR. Pro méreni teploty tani byl pouzit mikrovyhtevny stolek Nagema Boétius PHMK 05.
Spektra nukledrni magnetické rezonance byla namérena pomoci NMR spektrometru Varian
VNMR S500 v laboratofi VNMR NET. Pfi méfeni hmotnostnich spekter byl vyuzit spektrometr
AGILENT Technologies 500 lonTrap v ESI mddu. Pro tenkovrstvou chromatografii byly vyuzity
jako stacionarni faze desky SILUFOL UV 254/366. Jako detekce skvrn byla pouZita UV lampa
s vinovou délkou 254 nm. MéFeni IC, NMR a hmotnostnich spekter byla provedena na katedfe

organické chemie stejné jako TLC a méreni teploty tani.
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4.1.1. Priprava aktivni médi [64]

Molarni hmotnost: 63,55 g.mol*

CuSO, + Zn > ZnSO, + Cu

Ve 150 ml horké vodé bylo rozpusténo 30,00 g (0,1202 mol) pentahydratu siranu

médnatého. Po ochlazeni bylo postupné pfidano 9,00 g (0,1376 mol) praskového zinku.

Po hodiné byla smés tfikrat dekantovdna 5% procentnim roztokem kyseliny
chlorovodikové do ustani vyvoje vodiku. Ziskand méd’ byla ndsledné pétkrat dekantovana
vodou a dvakrat ethanolem. Po nasledném odfiltrovani a vysuseni byla méd' ihned pouZita do

reakce.
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4.1.2. Ptiprava decyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfidu

Molarni hmotnost: 309,47 g.mol*

CHj CHj3

- HCI
+ CH3(CH2)gSH

v

Cu

Cl S
(CH,)9CH3

V 132 ml bezvodného N,N- dimethylformamidu bylo rozpusténo 16,40 g (0,09407 mol)
dekanthiolu a nasledné bylo pfidano 15,00 g (0,08742 mol) 4-chlor-3-nitrotoluenu, 3,34 g
(0,05256 mol) aktivni médi a 24,40 g (0,1765 mol) bezvodého uhli¢itanu draselného. Smés byla
zahtivana za stalého michani pfi teploté 160 °C na olejové lazni pod ochrannou atmosférou

dusiku po dobu deseti hodin.

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni
fazi. Po ochlazeni byla smés ihned zfiltrovana a k filtratu byla pfidana voda do zakalu. Nasledné

byla smés ponechana krystalovat 60 hodin pfti teploté -20 °C.

Produkt byl Zzfiltrovan a tfikrat precistén pomoci rekrystalizace zethanolu.

U precisténého produktu byla zméfena infratervend a NMR spektra.

Vytézek reakce: 21,75 g (80,4 %)
Teplota tani produktu: 35,6 - 36,2 °C
IC spektrum: P¥iloha ¢. 1 (OKA-1)
NMR spektrum: Pfiloha €. 2 a 3 (01A-4K)
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4.1.3. Ptiprava 5-methyl-2-(decylsulfanyl)anilinu

Molarni hmotnost: 279,48 g.mol?

CHs CHs

SnCI2

S S

(CH,)9CH3 (CH2)oCH3

Do 130 ml bezvodého ethanolu bylo pfiddno 10,00 g (0,03231 mol)
decyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfidu a 30,63 g (0,1616 mol) chloridu cinatého. Smés byla

za stalého michani zahtivana na teplotu 70 °C po dobu péti hodin.

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni
fazi.

Po ukonceni reakce a po nasledném vychladnuti byla smés zalkalizovana 20% roztokem
hydroxidu sodného. Smés byla Ctyrikrat vytfepavana do ethylacetatu. Ethylacetatové faze
(500 ml) byly spojeny a vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Po hodiné byl siran sodny
odfiltrovan a ethylacetat byl vakuové oddestilovan. Produkt reakce byl precistén rekrystalizaci

z ethanolu. U precisténého produktu bylo zméreno infracervené spektrum.

Vytézek reakce: 6,71 g (74,3 %)
Teplota tani produktu: Produkt taje za teploty pod 15 °C [65] — teplota tani neuvedena
IC spektrum: P¥iloha ¢. 4 (OKA-3)
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4.1.4. Ptiprava 5-methyl-2-(decylsulfanyl)anilinium-chloridu

Molarni hmotnost: 315, 95 g.mol*

CH3 CH3

HCI

v

- +
H,N Cl H3N

S S
\<CH2>90H3 \(CH2>QCH3

V35 ml bezvodého etheru bylo rozpusténo 5,00 g (0,01789 mol)
5-methyl-2-(decylsulfanyl)anilinu. Roztok byl umistén do vodni ledové lazné a byl sycen
plynnym chlorovodikem. Smés byla ponechana krystalovat pfi teploté -20 °C. Vznikly produkt
byl odfiltrovan a byl pouzit do nasledujici reakce. U produktu byla zméfena infraCervend a

NMR spektra.

Vytézek reakce: 5,5 g (97,3 %)
Teplota tani produktu: 99,1 - 100,8 °C
IC spektrum: P¥iloha &. 5 (OKA-4)

NMR spektrum: Priloha ¢. 6 a 7 (OKB-2)
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4.1.5. Priprava 2-[5-methyl-2-(decylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitratu

Molarni hmotnost: 384,54 g.mol?

CHs CHs CH,
NH,CN NH, HNO4 NH,
— —
C\
-, C
Cl HaN I HN~ \I\I
2 H
S S -
NO3 S
\(CH2)QCH3 \(CHZ)QCH3 N

(CH3)9CH3

2,94 g (0,009305 mol) 5-methyl-2-(decylsulfanyl)anilinium-chloridu bylo smichano
s 0,48 g (0,01170 mol) kyanamidu. Smés byla zahtivdna 40 min na 120 °C, pak dalSich 35 min
na 125 °C.

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni
fazi.

Po vychladnuti byla smés okyselena kyselinou dusi¢nou a ponechdna krystalovat
v chladu. Vzniklé krystaly byly vakuové zfiltrovany a tfikrat precistény pomoci rekrystalizace
ve smési voda, ethanol v poméru 1:1 a dvakrat pomoci ethanolu. Nasledné byl produkt
precistén pomoci sloupcové chromatografie, kde jako stacionarni faze byl do kolony umistén
oxid hlinity a jako mobilni faze byla pouzita smés hexanu a ethanolu v pomérech (1:0, 19:1,

8:2, 1:1). U precisténého produktu byla zmérena infracervend, hmotnostni a NMR spektra.

Vytézek reakce: 1,78 g (49,7 %)

Teplota tani produktu: 82,0 - 83,0 °C

HS spektrum: P¥iloha & 8 (PG-70), LRMS (ESI) m/z 322,5 [M+H]*
IC spektrum: P¥iloha ¢. 9 (OKA-5)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 10 a 11 (OKA-5)
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4.1.6. Ptiprava undecyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfidu

Molarni hmotnost: 323,49 g.mol?

CHj CHj3

- HCI
+ CH3(CH2)108H

v

Cu

Cl S
(CH2)10CH3

V 132 ml bezvodého N,N- dimethylformamidu bylo rozpusténo 15,00 g (0,07963 mol)
undekanthiolu a nasledné bylo ptidano 16,40 g (0,09558 mol) 4-chlor-3-nitrotoluenu, 2,50 g
(0,03934 mol) aktivni médi a 18,79 g (0,1360 mol) bezvodého uhli¢itanu draselného. Smés byla
zahtivana za stalého michani pfi teploté 160 °C na olejové lazni pod ochrannou atmosférou

dusiku po dobu deseti hodin.

Pribéh reakce byl monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni
fazi. Po ochlazeni byla smés ihned zfiltrovana a k filtratu byla pfidana voda do zakalu. Nasledné

byla smés ponechana krystalovat 60 hodin pfti teploté -20 °C.

Produkt byl Zzfiltrovan a tfikrat precistén pomoci rekrystalizace zethanolu. U

precisténého produktu byla zmérena infratervena a NMR spektra.

Vytézek reakce: 16,95 g (65,8 %)

Teplota tani produktu: 49,8 - 50,6 °C

IC spektrum: P¥iloha ¢. 12 (NONA-1)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 13 a 14 (NONA-1-F)
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4.1.7. Ptiprava 5-methyl-2-(undecylsulfanyl)anilinu

Molarni hmotnost: 293,51 g.mol*

CHj CHj

SnC|2

v

O:N HoN

(CH2)10CH3 (CH2)10CH3

Do 130 ml bezvodého ethanolu bylo pfiddno 10,00 g (0,03091 mol)
undecyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfidu a 29,30 g (0,1545 mol) chloridu cinatého. Smés byla

za stalého michani zahtivana na teplotu 70 °C po dobu tfi hodin.

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni
fazi.

Po ukonceni reakce a po nasledném vychladnuti byla smés zalkalizovdna 20% roztokem
hydroxidu sodného. Smés byla pétkrat vytfepavana do ethylacetatu. Ethylacetatové faze
(650 ml) byly spojeny a vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Po hodiné byl siran sodny
odfiltrovan a ethylacetat byl vakuové oddestilovan. Produkt reakce byl precistén rekrystalizaci

z ethanolu. U precisténého produktu byla zmérena infracervena a NMR spektra.

VytéZek reakce: 5,01 g (55,2 %)
Teplota tani produktu: 15,9 - 17,9 °C
IC spektrum: P¥iloha ¢. 15 (NONA-2)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 16 a 17 (NONA-2)
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4.1.8. Priprava 5-methyl-2-(undecylsulfanyl)anilinium-chloridu

Molarni hmotnost: 329,97 g.mol?

CH3 CH3

HCI

v

- +
H,N Cl H3N

(CH,)10CH3 N (CHa)roCHs

V35 ml bezvodého etheru bylo rozpusténo 5,00 g (0,01704 mol) 5-methyl-2-
(undecylsulfanyl)anilinu. Roztok byl umistén do vodni ledové lazné a byl sycen plynnym
chlorovodikem. Smés byla ponechana krystalovat pti teploté -20 °C. Vznikly produkt byl
odfiltrovan a byl pouZit do nasledujici reakce. U produktu byla zmérena infracervena a NMR

spektra.

Vytézek reakce: 5,07 g (90,2 %)

Teplota tani produktu: 106,7 - 108,9 °C

IC spektrum: P¥iloha ¢. 18 (NONA-3A)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 19 a 20 (NONA-3)
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4.1.9. Priprava 2-[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitratu

Molarni hmotnost: 398,56 g.mol*

CH, CHj CHj

NH,CN NH, HNO; NH,

—> —> |

C N C L+
-+
Cl HaN HNT SN N \H
S NO, S
(CH,)10CHs N (CHroCHs N (CHaaCHs

2,00 g (0,006061 mol) 5-methyl-2-(undecylsulfanyl)anilinium-chloridu bylo smichdno s
0,31 g (0,007555 mol) kyanamidu. Smés byla zahtivdna 35 min na 120 °C (smés ocividné

reagovala jiz pfi 80 °C).

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni

fazi.

Po vychladnuti byla smés nafedéna horkou vodou, okyselena kyselinou dusi¢nou a
ponechdna krystalovat v chladu. Vzniklé krystaly byly vakuové odfiltrovany a precistény
pomoci rekrystalizace z destilované vody. U precisténého produktu byla zmérena

infracervend, hmotnostni a NMR spektra.

Vytézek reakce: 1,56 g (64,7 %)

Teplota tani produktu: 88,7 - 89,8 °C

HS spektrum: Pfiloha ¢. 21 (PG-71), LRMS (ESI) m/z 336,3 [M+H]*
IC spektrum: P¥iloha ¢. 22 (NONA-4)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 23 a 24 (NONA-4)
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4.1.10.P¥iprava 1,1-dimethyl-2-[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyl]guanidinu

Molarni hmotnost: 363,60 g.mol?

CHs CHs

v

N
(CH3),CN |
C

- 4+
Cl HsN H,N N

S S\
(CH3)1oCH3 (CH3)1oCH3

1,4 g (0,004243 mol) 5-methyl-2-(undecylsulfanyl)anilinium-chloridu bylo smichano
s 0,36 g (0,005136 mol) dimethylkyanamidu. Smés byla zahtivdna 50 min na 110 °C (smés

ocCividné reagovala jiz pfi 90 °C).

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni
fazi.

Po vychladnuti byla smés narfedéna horkou vodou a byla zalkalizovana 20% roztokem
hydroxidu sodného. Smés byla ttikrat vytfepavana do ethylacetatu. Organické faze (300ml)
byly spojeny a vysuseny bezvodym siranem sodnym. Po odfiltrovani susidla byla smés vakuové
oddestilovana. Produkt byl dvakrat precistén pomoci rekrystalizace zethanolu.

U precisténého produktu byla zmérena infracervend, hmotnostni a NMR spektra.

Vytézek reakce: 0,65 g (42,1 %)

Teplota tani produktu: 46,8 - 47,8 °C

HS spektrum: Pfiloha ¢. 25 (PGDM-23), LRMS (ESI) m/z 364,7 [M+H]*
IC spektrum: P¥iloha ¢. 26 (NONB-4-F)

NMR spektrum: Priloha ¢. 27 a 28 (NONB-4-Fa)
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4.1.11.Ptiprava tetradecyl-(4-nitro-2-trifluormethyl)sulfidu

Molarni hmotnost: 419,54 g.mol?

N02 N02

- HCI
+ CHj3(CHy)13SH

v

Cu
F4C FsC

Cl S
(CH2)13CH3

V 155 ml bezvodého N,N- dimethylformamidu bylo rozpusténo 21,80 g (0,09460 mol)
tetradekanthiolu a nasledné bylo pfidéno 17,78 g (0,07883 mol) 4-chlor-3-
trifluormethylnitrobenzenu, 3,00 g (0,04721 mol) aktivni médi a 18,41 g (0,1332 mol)
bezvodého uhli¢itanu draselného. Smés byla zahtivana za stdlého michani pfi teploté 160 °C

na olejové lazni pod ochrannou atmosférou dusiku po dobu deviti hodin.

Prabéh reakce byl monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni
fazi. Po ochlazeni byla smés ihned zfiltrovana a k filtratu byla pfidana voda do zakalu. Nasledné

byla smés ponechana v chladu krystalovat.

Produkt byl Zzfiltrovan a tfikrat precistén pomoci rekrystalizace zethanolu.

U precisténého produktu byla zmérena infracervena a NMR spektra.

Vytézek reakce: 26,29 g (79,5 %)
Teplota tani produktu: 48,8 - 49,8 °C
IC spektrum: P¥iloha ¢. 29 (TETA-1)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 30 a 31 (TETA-1)
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4.1.12.Pf¥iprava 3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinu

Molarni hmotnost: 389,56 g.mol*

N02 NH2

SnC|2

v

FsC FsC

S S\

(CH2)13CH3 (CH2)13CH3

Do 70 ml bezvodého ethanolu bylo pfidéno 15,00 g (0,03575 mol)
tetradecyl-(4-nitro-2-trifluormethyl)sulfidu a 33,4 g (0,1761 mol) chloridu cinatého. Smés byla

za stalého michani zahtivana na teplotu 70 °C po dobu ¢tyf hodin.

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni
fazi.

Po ukonceni reakce a po nasledném vychladnuti byla smés zalkalizovana 20% roztokem
hydroxidu sodného. Smés byla pétkrat vytfepavana do ethylacetatu. Ethylacetatové faze
(650 ml) byly spojeny a vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Po hodiné byl siran sodny
odfiltrovan a ethylacetat byl vakuové oddestilovan. Produkt reakce byl precistén rekrystalizaci

z ethanolu. U precisténého produktu byla zmérena infracervena a NMR spektra.

VytéZek reakce: 6,78 g (48,7 %)
Teplota tani produktu: 36,4 - 37,6 °C
IC spektrum: P¥iloha ¢. 32 (TETA-2-K)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 33 a 34 (TETA-2-K)
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4.1.13.Ptiprava 3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinium-chloridu

Molarni hmotnost: 426,02 g.mol*

+ -—
N2 NH; Cl

HCI

FsC F3C

S\ 3

CHy)13CH N
(ChlisCHs (CH)15CH;

V30 ml bezvodého etheru bylo rozpusténo 3,14 g (0,008060 mol)
3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinu. Roztok byl umistén do vodni ledové |azné a byl
sycen plynnym chlorovodikem. Smés byla ponechana krystalovat pfi teploté -20 °C. Vznikly
produkt byl odfiltrovan a byl pouZit do nasledujici reakce. U produktu byla zmérena

infracervend a NMR spektra.

Vytézek reakce: 2,97 g (86,6 %)

Teplota tani produktu: 131,0 - 133,9 °C

IC spektrum: P¥iloha €. 35 (TETA-3)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 36 a 37 (TETA-3)
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4.1.14.P¥iprava 2-[3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitratu

Molarni hmotnost: 495,62 g.mol*

I "
C C
P Z \NHZ ; +/ SN
NH; Cl N NOs; 'NH
NH,CN HNOs
—> —>
F5;C F3C F5;C
S S S
N (CHynCHy \(CH2)136H3 N(CHy)1sCHs

1,3 g (0,003052 mol) 3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinium-chloridu bylo
smichdno s 0,154 g (0,003753 mol) kyanamidu. Smés byla zahfivana 55 min na 120 °C (smés

ocCividné reagovala jiz pfi 95 °C).

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni

fazi.

Po vychladnuti byla smés narfedéna horkou vodou, okyselena kyselinou dusi¢nou a
ponechana krystalovat v chladu. Vzniklé krystaly byly vakuové zfiltrovany a precistény pomoci
rekrystalizace z destilované vody. U precisténého produktu byla zméfena infracerven3,

hmotnostni a NMR spektra.

VytéZek reakce: 0,92 g (61,0 %)

Teplota tani produktu: 123,3 - 124,2°C

HS spektrum: Pfiloha ¢. 38 (PG-73), LRMS (ESI) m/z 432,7 [M+H]*
IC spektrum: P¥iloha ¢. 39 (TETA-4)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 40 a 41 (TETA-4)
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4.1.15.Pfiprava 1,1-dimethyl-2-[3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]
guanidinium-nitratu

Molarni hmotnost: 522,68 g.mol*

T(CH3)2 T(CHs)z
C C
\NH2 ; / Swn
NH3 cr NO; *NH
(CH,) 2NCN HNOs
FsC FsC
S
CH,);3CH CH,)13CH ™~
( 2)13CH3 ( 2)13CH3 (CH2)13CH3

1,45 g (0,003404 mol) 3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinium-chloridu bylo
smichdno s 0,29 g (0,004137 mol) dimethylkyanamidu. Smés byla zahfivdna 55 min na 120 °C

(smés ocividné reagovala jiz pti 90 °C).

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni

fazi.

Po vychladnuti byla smés nafedéna horkou vodou, okyselena kyselinou dusi¢nou a
ponechdna krystalovat v chladu. Vzniklé krystaly byly vakuové odfiltrovany a precistény
pomoci rekrystalizace z destilované vody. U precisténého produktu byla zmérena

infracervend, hmotnostni a NMR spektra.

VytézZek reakce: 0,60 g (33,9 %)

Teplota tani produktu: 92,7 - 93,5 °C

HS spektrum: Pfiloha ¢. 42 (PGDM-22), LRMS (ESI) m/z 460,7 [M+H]*
IC spektrum: P¥iloha ¢. 43 (TETB-4)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 44 a 45 (TETB-4)
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4.1.16.Priprava dodecyl-(4-nitro-2-trifluormethyl)sulfidu

Molarni hmotnost: 391,49 g.mol?

N02 NOZ

- HCI
+  CH3(CH,)44SH

v

Cu
F4C FsC

Cl S
(CH3)11CH3

V 132 ml bezvodého N,N- dimethylformamidu bylo rozpusténo 21,25 g (0,1050 mol)
dodekanthiolu a nasledné bylo pridano 15,00 g (0,06650 mol)
4-chlor-3-trifluormethylnitrobenzenu, 3,34 g (0,05256 mol) aktivni médi a 26,46 g (0,1915
mol) bezvodého uhli¢itanu draselného. Smés byla zahtivdna za stalého michani pfi teploté

160 °C na olejové lazni pod ochrannou atmosférou dusiku po dobu osmi hodin.

Prabéh reakce byl monitorovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni
fazi. Po ochlazeni byla smés ihned zfiltrovana a k filtratu byla pfidana voda do zakalu. Nasledné

byla smés ponechana v chladu krystalovat.

Produkt byl zfiltrovan a precistén pomoci rekrystalizace z ethanolu. U precisténého

produktu byla zméfena infracervena a NMR spektra.

Vytézek reakce: 19,78 g (76,0 %)
Teplota tani produktu: 35,4 - 37,2 °C [66]
IC spektrum: P¥iloha €. 46 (12A-4K)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 47 a 48 (I12A-4K)
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4.1.17.P¥iprava 3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)anilinu

Molarni hmotnost: 361,51 g.mol?

NO, NH,

SnC|2

v

FsC FsC

(CH2)11CH3 (CH2)11CH3

Do 70 ml bezvodého ethanolu bylo pfiddno 10,50 g (0,02682 mol)
dodecyl-(4-nitro-2-trifluormethyl)sulfidu a 30,51 g (0,1609 mol) chloridu cinatého. Smés byla

za stalého michani zahtivana na teplotu 70,0 °C po dobu ¢tyr hodin.

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni
fazi.

Po ukonceni reakce a po nasledném vychladnuti byla smés zalkalizovana 20% roztokem
hydroxidu sodného. Smés byla pétkrat vytfepavana do ethylacetatu. Ethylacetatové faze
(650 ml) byly spojeny a vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Po hodiné byl siran sodny
odfiltrovan a ethylacetat byl vakuové oddestilovan. Produkt reakce byl precistén rekrystalizaci

z ethanolu. U precisténého produktu byla zmérena infracervena a NMR spektra.

VytéZek reakce: 5,75 g (59,3 %)
Teplota tani produktu: 30,4 - 31,6 °C
IC spektrum: P¥iloha ¢. 49 (PDA-2)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 50 a 51 (PDA-2)
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4.1.18.Ptiprava 3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)anilinium-chloridu

Molarni hmotnost: 397,97 g.mol*

NH, NH, CI
HCI .
F4C FsC
S\(CH2)11CH3 S\(CH2)11CH3
V30 ml bezvodého etheru bylo rozpusténo 3,00 g (0,008299 mol)

3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)anilinu. Roztok byl umistén do vodni ledové lazné a byl

sycen plynnym chlorovodikem. Smés byla ponechdana v chladu krystalovat. Vznikly produkt byl

odfiltrovan a byl pouZit do nasledujici reakce. U produktu byla zmérena infracervena a NMR

spektra.

VytéZek reakce: 2,98 g (90,1 %)

Teplota tani produktu: 132,0 - 134,3 °C

IC spektrum: P¥iloha ¢. 52 (PDA-3)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 53 a 54 (PDA-3)
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4.1.19.P¥iprava 2-[3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitratu

Molarni hmotnost: 466,57 g.mol*

- NH
NH; Cl 2 NO; *NH 2
NH,CN HNO,
— > — >
FsC FsC FsC
S S S
\(CH2)11CH3 \(CH2)11CH3 \(CH2)11CH3

0,95 g (0,002387 mol) 3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)anilinium-chloridu bylo
smichdno s 0,12 g (0,0028644 mol) kyanamidu. Smés byla zahfivana 45 min na 110 °C (smés

ocividné reagovala jiz pfi 95 °C).

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni

fazi.

Po vychladnuti byla smés narfedéna horkou vodou, okyselena kyselinou dusi¢nou a
ponechdna krystalovat v chladu. Vzniklé krystaly byly vakuové odfiltrovany a precistény
pomoci rekrystalizace z destilované vody. U precisténého produktu byla zmérena

infracervend, hmotnostni a NMR spektra.

Vytézek reakce: 0,70 g (62,8 %)

Teplota tani produktu: 116,2 - 118,0 °C

Pfiloha €. 55 (PG-a4f2), LRMS (ESI) m/z 404,4 [M+H]*
IC spektrum: P¥iloha ¢. 56 (PDA-4-F)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 57 a 58 (PDA-4-F)
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4.1.20.Ptiprava 1,1-dimethyl-2-[3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)fenyl]
guanidinium-nitratu

Molarni hmotnost: 494,62 g.mol?

T(CHQ,)2 T(CHs)z
C C
. NH, -, NH,
NH; Cl N NOs  'NH
(CH3),NCN HNO;
— '
FsC F3C F4C
S S
\ \ S
(CH2)11CH; (CH2)11CH3 \(CH2)11CH3

0,25 g (0,0006282 mol) 3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)anilinium-chloridu bylo
smichano s 0,032 g (0,0004565 mol) dimethylkyanamidu. Smés byla zahfivana 50 min na

120 °C (smés ocividné reagovala jiz pti 90 °C).

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie se stacionarni fazi
SILUFOL UV 254/366 a smési hexan, ethanol a trimethylamin v poméru 8:1:0,5 jako mobilni

fazi.

Po vychladnuti byla smés narfedéna horkou vodou, okyselena kyselinou dusi¢nou a
ponechana krystalovat v chladu. Vzniklé krystaly byly vakuové zfiltrovany a precistény pomoci
rekrystalizace z destilované vody. U precisténého produktu byla zméfena infracerven3,

hmotnostni a NMR spektra.

Vytézek reakce: 0,13 g (43,2%)

Teplota tani produktu: 99,8 - 100,9 °C

Pfiloha & 59 (PGDM-21), LRMS (ESI) m/z 432,4 [M+H]*
IC spektrum: P¥iloha ¢. 60 (PDB-4-F)

NMR spektrum: Pfiloha ¢. 61 a 62 (PDB-4-F)

51



4.2. Mikrobiologicka ¢ast

Nazev testované latky

Struktura

2-[5-methyl-2-(decylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat

CH,
NH,
/C\ +
H,N N
H
NO;~ s
\

(CH2)gCH3

2-[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat

CH,

NO. S
3 ~

1,1-dimethyl-2-[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyl]guanidin

(CH3)19CH3
CH,
T(CHz)z
HQN/C\N
N

(CH2)10CH3

2-[3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]lguanidinium-nitrat

NH

/C\Nm

NO;  *NH
FaC” i
s
\(

CHy)13CHy
N(CHg),
™
NO;  "NH
1,1-dimethyl-2-[3-trifluormethyl-4-
(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat
FiC
S\(CHQ»SCHB
NH,
!
- ,,/\NHZ
NO3  “NH
2-[3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat
F4C
S
\(CHz)MCHa
N(CH),
"
NO3  *NH ?
1,1-dimethyl-2-[3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)fenyllguanidinium-
nitrat
FsC
S
\(CHZ)MCHJ
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4.2.1. Antifungalni aktivita

Antifungalni aktivita byla testovana na kmenech: Candida albicans (CA), Candida krusei
(CK), Candida parapsilosis (CP), Candida Tropicalis (CT), Aspergillus fumigatus (AF), Aspergillus
Flavus (AFla), Absidia corymbifera (AC) a Trichophyton interdigitale (Tl). Jako referencni latka
byl pouzit dodin (DOD) a ketokonazol (KET).

TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (pmol.I™)
KMEN (kod) A B C D E F G DOD | KET
24h | 62,5 | 31,25 | 250 | >500 | >500 | 250 250 | 7,81 | <0,24
A 48h | 125 | 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 7,81 | <0,24
24h | 125 125 500 | >500 | >500 | 250 500 | 3,91 | 0,98
<« 48h | 125 125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 3,91 | 0,98
24h | 125 62,5 500 | >500 | >500 | 125 500 - -
CP 48h | 125 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 - -
24h | 31,25 | 31,25 | 250 | >500 | >500 | 500 500 | 3,91 | 1,95
“r 48h | 31,25 | 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 3,91 | 3,91
24h | 31,25 | 62,5 | >500 | >500 | >500 | 500 500 | 7,81 | 7,81
AF 48h | 31,25 | 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 15,63 | 7,81
24h | 62,5 | 31,25 | >500 | >500 | >500 | 500 500 - -
AFla 48h | 62,5 | 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 - -
24h | 31,25 | 31,25 | 500 | >500 | >500 | 250 250 | 62,5 | 31,25
AC 48h | 62,5 | 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 62,5 | 31,25
24h | 125 250 250 | >500 | >500 | 250 125 | 15,63 | 0,98
™ 48h | 125 250 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 15,63 | 0,98
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4.2.2. Antibakterialni aktivita

Antimikrobialni aktivita byla testovana na kmenech: Staphylococcus aureus (SA), Methicilin
rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis (SE), Enterococcus
faecalis (EF), Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumoniae (KP), Serratia marcescens (SEMA) a

Pseudomonas aeruginosa (PA). Jako referencni latka byl pouzit bacitracin (BAC) a neomycin

(NEOM).
TESTOVANA LATKA (kéd) — MIC (umol.I %)
KMEN (kod) A B c D E F G BAC | NEOM
24 h 1,95 1,95 125 15,62 | 15,62 | 62,5 125 3,9 15,62
>A 48 h 3,9 3,9 125 62,5 62,5 125 250 3,9 31,25
24 h 3,9 1,95 125 62,5 15,62 | 62,5 125 0,98 | 15,62
MRSA
48 h 7,81 3,9 250 250 62,5 250 250 0,98 | 31,25
24 h 7,81 1,95 125 500 62,5 -| 125 125 3,9 15,62
> 48 h 7,81 3,9 250 >500 62,5 500 250 7,81 | 31,25
24h | 15,62 | 1,95 125 62,5 62,5 250 250 250 31,25
F 48h | 15,62 3,9 250 250 62,5 500 500 250 31,25
24h | 31,25 | 31,25 | 500 >500 | >500 | >500 | >500 | 0,98 >500
’C 48h | 31,25 | 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 0,98 >500
24 h 250 31,25 | 500 >500 | >500 | >500 | >500 | 0,98 >500
“* 48 h 500 31,25 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 0,98 >500
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 | >500 - -
SEMA
48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 | >500 - -
24 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 7,81 >500
PA 48 h >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 15,6 >500
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4.3. Prehled nové popsanych latek

Pti experimentalni praci bylo nasyntetizovdno 17 latek, které doposud nebyly popsany

v literature. Struktury byly vyhledavany v databdzi Scifinder.

w 0 N o U B W DN P

L e = T O = Ny S Gy S
N OO A WN R O

decyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid
5-methyl-2-(decylsulfanyl)anilinium-chlorid
2-[5-methyl-2-(decylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat
undecyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid
5-methyl-2-(undecylsulfanyl)anilin
5-methyl-2-(undecylsulfanyl)anilinium-chlorid
2-[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat
1,1-dimethyl-2-[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyl]guanidin

tetradecyl-(4-nitro-2-trifluormethyl)sulfid

. 3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilin

. 3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinium-chlorid

. 2-[3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat

. 1,1-dimethyl-2-[3-trifluormethyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat
. 3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)anilin

. 3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)anilinium-chlorid

. 2-[3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat

. 1,1-dimethyl-2-[3-trifluormethyl-4-(dodecylsulfanyl)fenyllguanidinium-nitrat

Syntetizované latky byly popsany pomoci infradervenych spekter, hmotnostnich

spekter a spekter nukledrni magnetické rezonance v prilohdch diplomové prace.
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5. Diskuze

Syntéza fenylguanidini se sklddala ze <ctyf zakladnich  krok(. Syntéza
alkyl-nitrofenylsulfidli, redukce jejich nitroskupiny na aminoskupinu, pfevedeni anilinu na

anilinium-chlorid a nasledna syntéza fenylguanidint. Ve vSech krocich se vyskytly komplikace.

Syntéza derivatd alkyl-nitrofenylsulfid( byla nejméné problémova. Cistota produktl
byla zvySena pomoci opakované rekrystalizace z horkého ethanolu. Reakce byla provadéna
pod ochrannou atmosférou dusiku z dlivodu zabranéni nezadoucich reakci a zvyseni vytézku
produktu. VSechny nitrofenylsulfidy krystalizovaly takfka bez problémda. Vytézky se

pohybovaly v rozmezi 66-80 %.

Redukce alkyl-nitrofenylsulfid( se ukazala jako mnohem vice problémova. Teplota tani
produktl se u nékterych latek pohybovala okolo laboratorni teploty, coZ vyrazné komplikovalo
¢isténi a izolaci produktl. Zejména u 5-methyl-2-(decylsulfanyl)anilinu byla rekrystalizace
extrémné problematicka, jeliko? produkt tal témér okamzité pii filtraci krystald. Cistota
vytvorenych derivatQ anilinu byla zasadni, jelikoZz po prevedeni latky na anilinium-chlorid je

CiSténi latky znaCné obtizné. Vytézky reakci byly v rozmezi 48-74 %.

Prevedeni derivatl anilinu na odpovidajici hydrochlorid probihalo pomérné snadno,
diky prevedeni na iontovou sll se teplota tani produktu vyrazné zvysila. Rozmezi vytézki

reakci bylo 87-97 %.

Syntéza findlnich latek - guanidinl byla znaéné problematicka ve stanoveni potfebného
mnozstvi kyanamidu. Po empirické zkuSenosti se ukazalo jako optimalni mnozstvi kyanamidu
120% latkového mnozstvi anilinium-chloridu. Nesnadné bylo také urceni idealni teploty pro
z taveniny. Pribéh reakce byl opakované sledovan pomoci TLC, teplota a ¢as zahtivani se
individualné ménil. Nemethylované guanidiny se kvlli neochoté krystalovat prevadély na
nitrat, ktery Zzadoucim zplsobem krystaloval. U trifluormethylového jadra se prevadély na
nitrdt i dimethylované guanidiny, opét kvili zvySené schopnosti krystalizace. 1,1-dimethyl -2-
[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyl]guanidin se ponechal ve formé baze, k ¢isténi produktu

bylo pouzito vytfepdvani do ethylacetatu s naslednou krystalizaci.

Krystalizacim  guanidind  pravdépodobné brdanily nedistoty. Pro  CiSténi
2-[5-methyl-2-(decylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitratu byla zvolena sloupcova

chromatografie, jako staciondrni faze byl pouzit starsi oxid hlinity z dlivodu sniZzené schopnosti
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absorpce latek. U nové koupeného oxidu hlinitého byla zaznamendana vysokd absorpce, kterd

se ukazala jako problémova.

Dalsi problém se tykal spravného vybéru rozpoustédla pro krystalizaci
1,1-dimethyl-2-[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyl]guanidinu. Nakonec se ukazal jako nejlepsi
hexan, ve kterém bdze ochotné krystalizovala. U ostatnich nitrat(i guanidinl byla k ¢isténi
pouzita rekrystalizace z ethanolu nebo ze smési voda-ethanol. Vytézky reakci se pohybovaly

v rozmezi 34-65 %.

Mikrobiologické testy odhalily, Ze derivaty guanidin(, u kterych byl pouzit 4-chlor-3-
nitrotoluen jako vychozi latka, maji vyssi antimykotickou Ucinnost i antibakteridlni ucinnost
nez derivaty vychazejici z 4-chlor-3-trifluormethylnitrobenzenu. Nejsilnéjsi antimykotickou i
antibakteridlni aktivitu vykazoval 2-[5-methyl-2-(undecylsulfanyl)fenyllguanidinium-nitrat.
Zminéna latka vykazovala vyssi antibakteridlni aktivitu neZ standardy (bacitracin a neomycin)
u bakterialnich kmenU: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis a Enterococcus

faecalis.
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