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Skolitel: PharmDr. Karel Palat, CSc.

Nazov diplomovej prace: Syntéza substituovanych arylguanidinov ako

potencialnych lieCiv XVI.

Neustale sa zvysujuci pocet vyskytov systémovych mykoz a vznik novych
ochoreni vyvolanych plesfiami rezistentnymi na uz existujuce antifungalne
lieCiva, je obrovskym problémom ochrany zdravia ludi. Na celom svete trpi
priblizne 1,2 miliardy jednotlivcov pleshovymi infekciami. V prvom rade su
ohrozené pacienti s nedostato¢nou funkciou imunitného systému [1], ich pocet
rastie ako vysledok rozSirenia infekcie HIV alebo intenzivnej terapie rakoviny, v
stavoch po organovych transplantaciach alebo trpiace autoimunitnymi

ochoreniami, ktoré vyZaduju imunosupresivnu terapiu.

Celosvetovo prebieha vyskum v oblasti latok odvodenych od guanidinu
s potencialnou aktivitou proti mnohym kmeriom plesni aj baktérii. Skumanim
tychto latok sa uz niekolko rokov zaobera aj Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové. Cielom je ziskat ¢o najaktivnejSie zlu€eniny substituovanych
arylguanidinov so snahou najst zavislost medzi Strukturou a u€inkom u tychto

latok.

V ramci mojej diplomovej prace boli syntetizované dva rady derivatov
arylguanidinu. Produkty boli syntetizované v Stvorkrokovej syntéze. V prvom
kroku bol vytvoreny sulfid reakciou substituovaného 2-chlér-5-nitrotoluénu

a tiolov. V nasledujucom kroku bola nitroskupina redukovana na aminoskupinu.



Anilin bol prevedeny na anilinium-chlorid pomocou plynného chlorovodika.
V poslednom kroku anilinium-chlorid reagoval s kyanamidom za vzniku

arylguanidinu.

U syntetizovanych latok boli zmerané infraervené a NMR spektra. Na
Katedre biologickych a lekarskych vied Farmaceutickej fakulty Univerzity
Karlovej boli prevedené testy na antifungalnu a antibakterialnu aktivitu

u syntetizovanych latok.
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Continually increasing number of systemic mycosis and the genesis of
new diseases caused by fungi resistant to existing antifungal drugs is a huge
problem in protecting human health. Around 1,2 billion individuals worldwide
suffer from fungal infections. Primarily patients with insufficient immune function
[1] are at risk, their number is growing as a result of the spread of HIV infection
or intensive cancer therapy, in conditions after organ transplants or suffering from

autoimmune diseases that require immunosuppressive therapy.

Research is in progress worldwide on guanidine-derived substances with
potential activity against many strains of fungi and bacteria. The Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralové has also been researching these substances for
several years. The aim is to obtain the most active compounds of substituted
arylguanidines in an effort to find the structure-activity relationship for these
substances.

In my thesis, two series of arylguanidine derivatives were synthesized. The
products were synthesized in a four-step synthesis. In the first step, a sulfide was
formed by the reaction of substituted chloronitrobenzene and thiols. In the next

step, the nitro group was reduced to the amino group. The aniline was converted



to aniline chloride using hydrogen chloride gas. In the last step, aniline chloride

reacted with cyanamide to form arylguanidine.

Infrared and NMR spectra were measured on the synthesized substances.
Antifungal and antibacterial tests on the synthesized substances were performed
at the Department of Biological and Medical Sciences of the Faculty of Pharmacy

of Charles University.



1. Uvod a ciele diplomovej prace

VSetky zavazné plesioveé infekcie potrebuju zodpovedajucu protiplesiiovu
terapiu pre uspesné uzdravenie pacienta. K dispozicii je len niekolko tried
antifungalnych liekov, takze vznik rezistencie na jednotlivé triedy liecCiv
a v sucCasnej dobe multirezistencia [2] vyrazne brani manazmentu pacienta.
Medzi najpouzivanejSie antifungalne latky patria polyénové antibiotika (napr.
natamycin, nystatin, amfotericin B 1), azolové (napr. ketokonazol I, flukonazol Il,

itrakonazol), morfolinové derivaty, pyridinové derivaty a alylaminy.

OH

HO
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Pri lieCbe mykotickych infekcii sa ako podporné prostriedky pouzivaju
keratolytické pripravky. Maju len obmedzeny antimykoticky efekt, pomahaju skér
antimykotikam dostat’ sa k miestnym infekciam. Prielom v lie¢be koznych mykéz
nastal vznikom azolovych derivatov. Su Sirokospektralne, vSetky sa vyznacuju
podobnym farmakologickym profilom. Mnoho z nich tvoria zaklad Standardne;j
lie€by [3] mykotickych infekcii v dermatoldgii. Odolnost’ voci azolu medzi druhmi
Candida a Aspergillus je jednou z najvacSich vyziev klinického uspechu, po ktorej
nasleduje problematicka rezistencia na echinokandin. Velkym problémom je tiez
Sirenie polnohospodarsky odvodeného Aspergillus fumigatus odolného vodi
azolu a vznikajuce hrozby ako je Candida auris odolna vo i viacerym liekom.
Mechanizmy rezistencie [2] na lieCiva zahffiaju zmenené interakcie lieCivo-ciel,
znizené koncentracie bunkovych lieCiv sprostredkované transportérmi effluxu
lieCiva a bariéry priepustnosti suvisiace s biofilmami. Expozicia drog tiez
ovplyviuje vznik rezistencie. Rozvoj lepSich diagnostickych nastrojov a stratégii,
ktoré umoznuju cielené pouzivanie antimykotik, je zasadny pre zachovanie

udinnosti liekov.

Guanidinové derivaty vykazuju réznu biologicku aktivitu. Medzi starSie
popisané latky, poskytujuce efektivnu a Sirokd kontrolu mikroorganizmov patria
guazatin v (bis(8-guanidinooktyl)amin) [4] a dodin Vv (1-

dodecylguanidiniumacetat) [5].

11
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V ramci diplomovej prace bola prevedena reSerz v databaze SciFinder
v Casovom rozmedzi 2015-2021. Cielom bolo zistit informacie v oblasti
guanidinov a jeho derivatov pouzitelnych ako potencialné antifungalne ucinné
latky aich ucinok na enzymy. Pouzivali sa kfuCové slova ako ,antifungal
guanidine®, a ,antifungal“, ,arylguanidine®, ,guanidine enzyme® a , molecular

docking guanidine®.
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2. Najnovsie derivaty guanidinov s antifungalnou aktivitou

Vzhladom na rastucu umrtnost spdsobenu invazivhou mykozou
a obmedzenym mnozstvom ucinnych antimykotik, plesfiové infekcie sa stavaju
globalnou zdravotnou hrozbou. Medzi hubové patogény patria Candida spp.,

ktoré predstavuju jednu z najCastejSich pri€in nozokomialnych infekcii.

Studovala sa antifungalna aktivita polyhexametylénguanidin hydrochloridu
(PHMGH) VI proti réznym mikroorganizmom. PHMGH v porovnani
s najpouzivanejSim liekom Amfotericinom B mal silnejSiu antifungalnu aktivitu.
Nevykazoval ani hemolytické ucinky a aktivity uvolfiovania laktatdehydrogenazy.

PHMGH je kationovy polymér [6].

NSNSV N
* i . HCl

NH

VI

Antifungalny mechanizmus PHMGH bol skuSany na modelovom
organizme Candida albicans. Dalej ma rychlu [6] a Sirokospektralnu aktivitu proti

grampozitivnym aj gramnegativnym baktériam.

Medzi antimikrobialne makromolekuly patria mikrobicidne kationoveé
polyméry [7], ktoré obsahuju funk&né skupiny ako biguanid, kvartérne amoénne

soli a kvartérne pyridinové soli.

NajnovSie Studie uvadzaju optimalizované bis-guanidinové analdgy, ako
nové antifungalne latky. Optimalizacia je zamerana na zmeny centralneho
arylového jadra a jeho pripojenie ku koncovym guanidinom. Vznikli vysoko
ucinné, Siroko aktivne zlu€eniny s nizkou cytotoxicitou a s lepSou antifungalnou

aktivitou ako Standardne pouzivané lieky.

Popisané su derivaty na baze pyrolu, ktoré obsahuju bis-guanidiny.

Derivat VIl je uCinny proti vSetkym v Studii [6] testovanym Candidam a kmenom

13



Aspergillus s hodnotami minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) v rozmedzi 1

a 16 pyg/mi.

=
HN
Vi

Dalsia zlu&enina VIl je jednou zo $irsie aktivnych zlu&enin s MIC 4-16 ug/ml proti
Candida spp. a 8 ug/ml oproti Trichophyton spp. Je to prirodna latka odvodena

od guazatinu, ktora sluzi ako vzor pre dalSie antimikrobialne latky.

HoN

>§NH

NH

NH
H,N NH
VI

Abafungin [6] IX vykazuje Siroku antifungalnu aktivitu a je najucinnejSi proti
dermatofytom s rozsahmi MIC <0,06-2 ug/ml. MIC proti Candida a niektoré
kmene Aspergillus sa pohybuju medzi 0,5-16 ug/ml a 0,5-4 ug/ml.
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2.1. Guanidinové soli a ich vplyv na enzymy

Guanidinové soli sa Siroko pouzivaju v Studiach skladania bielkovin,
pretoZze moduluju stabilitu proteinovych konformacii. Guanidiniovy katién (Gdm+)
X je geometricky planarny, a obsahuje vyznamnu Cast bo¢ného retazca argininu,

ktory je obsadeny v proteinoch.

+
NH

HoN
NH,

X

Hodnota pKa Gdm+ je 13,6, vdaka tomu je za fyziologickych podmienok
uplne protonizovany. Uloha Gdm+ v denaturacii proteinov je stale nejasna.
Ukazuje sa, Zze Gdm+ interaguje prednostne so Specifickym aminokyselinovym
zbytkom, a prave to hra kfu€ovu ulohu pri denaturacii bielkovin. Vdaka
konjugovanej kvazi-aromatickej Strukture, Gdm+ interaguje aj s planarnym
aromatickym tryptofanom. Ako kation, ukazuje aj silnu elektrostaticku interakciu

so zaporne nabitou Castou kyseliny asparagovej a glutamovej.

Niektoreé Studie [8] ukazuju, Ze u enzymov obsahujuce dva zvysky Asp/Glu
v aktivnom mieste, sa enzymaticka aktivita drasticky klesa aj pri nizkych
koncentraciach guanidinium chloridu (GdmCI), hoci sa protein nerozvinul. Pri
porovnani konformacnych a aktivitnych zmien kreatinkinazy v pritomnosti GdmCI
(Obrazok 1) sa ukazalo, Zze enzym sa stdva neaktivnym pri nizkych
koncentraciach GdmCI. Predpoklada sa inaktivacia enzymov v désledku malych

konformacénych zmien v blizkosti aktivheho miesta.
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Obrazok 1. Mapa priestorovej hustoty [9] Gdm+ v blizkosti kreatinkinazy. Protein

je zobrazeny sivou farbou. Modra farba predstavuje priestorovu hustotu Gdm+
okolo proteinu, ked je obsadenost vyssia ako 0,8. Cervenou farbou st zobrazené
zvysky, ktoré interaguju s Gdm+. Aktivne miesto proteinu je zakruzkované

modrou preruSovanou €iarou.

Studovala sa interakcia Gdm+ s karboxylatovymi ionmi [9], ktoré
napodobriuju interakcie s kyslymi aminokyselinami pomocou simulacie

molekularnej dynamiky.

Molekularna dynamika sa definuje [10] ako technika pocCitacovej simulacie,
ktora umoznuje predikciu Casoveho vyvoja interagujuceho konkrétneho systému.
Pouzival sa program NAMD (nanoscale molecular dynamics) [11], ktory je

navrhnuty pre vysokovykonné simulacie vefmi velkych biologickych objektov.

Interakcia prebiehala pri nizkej koncentracii, Gdm+ stabilizuje diméry
karboxylatovych i6nov a funguje ako most medzi nimi, &im sa znizuje
elektrostatické odpudzovanie. Interakcia karboxylat-Gdm+-karboxylat méze mat
vplyv na vztah Struktury a aktivity v enzymoch s aktivnymi miestami obsahujuce
dva kyslé zvySky. Bolo ukazané, Zze Gdm+ sa v nizkych koncentraciach silne
viaZze na aktivne miesto enzymu, a tym potencialne inhibuje jeho aktivitu bez
toho, aby sa rozvinul. Interakcia spajajuca karboxylat-Gdm-+-karboxylat so Styrmi
vodikovymi vazbami je cca 2-krat silnejSia ako konfiguracia Gdm+ acetatu, ktory

ma iba dve vodikové vazby (Obrazok 2).

17



1.51

1-37 1.32 126 d =7.
1.32 1.26

1.51

int = _ -1
Ein = -18.7 kcal mol = 554 keal mold

Obrazok 2. Interakcia karboxylat-Gdm+-karboxylat: Jednotlivé Cisla ukazuju
vzdialenost medzi atbmami oznacené farbami (biela-vodik, Seda-uhlik, modra-
dusik a €ervena-kyslik) v angstromoch. Porovnana [9] je interakéna energia
tychto dvoch molekul a znazornena vzdialenost medzi dvoma karboxylatovymi

ionmi (dc-c).

18



2.2. Molekulové modelovanie

Metody pocitaCovej molekularnej simulacie [12] sa stali Standardnym
nastrojom na ulahCenie interpretacie experimentalnych udajov na atbmovej alebo

molekularnej urovni.

Experimentalny skrining velkych kniznic zlu€enin [13] proti molekularnym
ciefom predstavuje zlaty Standard pre objavovanie biologicky aktivnych molekul.
Metody zalozené [14] na Strukture sa spoliehaju na informacie odvodené zo
znalosti 3D Struktury ciela. Databazy molekul su zoradené podfa Strukturnych
a elektronickych  komplementarit  ligandov  kdanému cielu. Jeden
z najoblubenejSich a najuspesnejSich metdd zalozenych na Strukture in silico je
molekularne dokovanie. Pomaha predpovedat interakcie medzi molekulami
a biologickymi ciefmi. Tento proces predpoveda najprv molekularnu orientaciu
ligandu v receptore, apotom pomocou vyhodnocovania odhaduje ich

komplementaritu.

Od prvého uvedenia programu molekularneho dokovania [15] na trh
v polovici sedemdesiatych rokov minulého storoCia sa ukazalo ako délezity je na
porozumenie toho, ako chemické zluceniny interaguju sich molekularnymi
cielmi, a pre objavovanie liekov. Studie v osemdesiatich rokoch prvykrat nahlasili
vyrazy ,hard sphere repulsions® a ,vodikové vazby“ na opis interakcii protein-
ligand, ktoré sa vyrazne liSia od predchadzajucich. Tito autori boli tiez prvi, ktori
povazovali receptor za pevné tuhé telo, ktorého vazobné miesta su tvorené
,wreckami®. Podarilo sa im predpovedat Struktury blizke uz rontgenovo hlasenym
Strukturam, a tiez najst’ proteinové konformacie, ktoré by bolo mozné pouzit na
navrh novych ligandov. Zacalo sa pouzivat aj na navrh a optimalizaciu zlu¢enin
s terapeutickym zaujmom (Obrazok 3). Aplikacia dokovania je obmedzena pri

navrhovani lieCiv na biologické ciele, pre ktoré su krystalové Struktury zname.
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Obrazok 3. Integracia dokovania [14] s molekularnou dynamikou, na baze
ligandu, binding free energy, s umelou inteligenciou a Statistickymi metodami.
Podfa dostupnych informacii, rézne pristupy in silico je mozné kombinovat

s dokovanim, aby sa vylepsili predikcie.

Molekulové dokovanie (Obrazok 4), virtualny skrining, zaloZeny na
Strukture (SBVS) a molekularna dynamika (MD) patria medzi najCastejSie
pouzivané stratégie SBDD (structure-based drug design) [16] kvéli svojmu
Sirokému spektru aplikacii v analyze, ako su vazbova energetika, molekularne

interakcie vyvolané konforma&nymi zmenami.
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Obrazok 4. Ukazka molekulového dokovania na latke [17] 2-(3-chloro-11-oxo-

10,11-dihydro-5H-dibenzo[b,e][1,4]diazepin-8-yl)octova kyselina.

(A) Trojrozmerna S$truktura ligandu; (B) Trojrozmerna Struktura receptora; (C)
Ligand je dokovany do receptora a ukazuju sa predpokladané konformacie; (D)
Identifikuje sa najviac pravdepodobna konformacia a zodpovedajuce

medzimolekularne interakcie.

VyS&Sie zmienena S$pecificka interakcia [9] medzi karboxylat-Gdm+-
karboxylat moéze byt vyuzivana pri objavovani liekov, pretoze lieky na baze
derivatov guanidinia sa uz pouzivaju na lieCbu réznych choréb spojenych so
svalovou bolestou, rakovinou atd. Derivaty guanidinia mézu byt navrhnuté ako
potencialne molekuly lieCiva, pretoze aj Gdm+ je podfa najnovSich Studii silny
ligand na inhibiciu  aktivity v enzymoch, ako napr. lyzozymy
a asparagové/glutamové proteazy, ktoré obsahuju dve kyslé aminokyseliny v ich

aktivhom mieste.
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2.3. Guanidiny ako selektivne inhibitory aktivatora plazminogénu
urokinazového typu

Systém urokinazového aktivatora plazminogénu (uPA) obsahujuci
serinovu proteazu uPA [18], jej pribuzny receptor uPAR a dva endogénne
inhibitory, inhibitor aktivatora plazminogénu-1 (PAI-1) a inhibitor aktivatora
plazminogénu-2 (PAI-2), je kfuCovy hra¢ v rozpade extracelularnej matrice
a bazalnej membrany. ZvySena expresia uPA a uPAR je pozorovana u mnohych

typov rakoviny a je spojena so zlou prognozou.

Velkym zazrakom [19] bola identifikacia derivatov 2-pyridinylguanidinu
ako selektivne inhibitory aktivatora plazminogénu urokinazového typu (uPA).
Tieto zlu€eniny su potencialne pouzitefné pri indikaciach chordb, kde méze ddjst
k degradacii extracelularnej matrice pomocou uPA (rast nadoru a metastazy,
angiogenéza a remodelacia tkaniva). uPA pdsobi prostrednictvom aktivacie

zymogeénu plazminogénu na plazmin.

Dihalogénované derivaty Xl, XllI su najsilnejSie inhibitory [20] podla

predchadzajucich studii s jednoduchou substituciou pyridinového kruhu.

Cl | N Br Br | N Cl
Z Z
N JN\ N JN\
HoN NH, HoN NH,
Xl Xl

Pozadované guanidiny boli pripravované z 3-substituovaného 2-amino-5-

chlérpyridinového derivatu.

DalSou popisanou zli&eninou boli 1-izochinolinylguanidiny ako silné
a selektivne inhibitory [21] aktivatoru urokinazového typu plazminogénu (uPA).
Skumanie tychto latok ukazalo, ze zaclenenie 7-sulfonamidu poskytuje novu
sériu silnych a vysoko selektivnych inhibitorov uPA. Silu a selektivitu je mozné

dosiahnut pomocou sulfénamidov odvodenych od réznych aminov alebo od
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aminokyselin. Spésob vazby tychto 1-izochinolinylguanidinov bol skimany aj
rontgenovymi kokrystalizaCnymi Studiami. Bol vybrany inhibitor uPA XIllI pre

hodnotenie jeho vynikajucej u€innosti enzymov a profilu selektivity.

cl
HaC-_ _CHs N
H02C>(O
HN| _N
i
ol HZN\(N
NH,

Xl
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3. Metodicka cast’

3.1. Chemicka cast’

Ciefom experimentalnej Casti diplomovej prace bolo pripravit’ 1,1-dimetyl-
2-[3-metyl-4(oktylsulfanyl)fenyllguanidin, 2-[3-metyl-4-(oktylsulfanyl)fenyl]
guanidinium-nitrat, 2-[3-metyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat, 1,1-
dimetyl-2-[3-metyl-4(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidin a nasledne stanovit ich

antifungalnu a antimikrobialnu aktivitu.

3.1.1 Priprava sulfidov

V prvom kroku syntézy boli pripravené prislusné molekuly 4-alkylsulfanyl-
3-nitrotoluénu. Sulfidy [22] su vlastne sirnou obdobou éterov, kde je nahradeny
atém kyslika sirou. Charakterizuji sa obecnym vzorcom R' — S — R2. Sira ma dva

volné elektronové pary a vdaka tomu su to latky slabo zasaditého charakteru.

Na pripravu sulfidov existuje niekolko spdsobov. NajcastejSie sa pouziva
alkylacia a arylacia tiolov, ktoré sa v zasaditom prostredi stavaju nukleofilnym
ginidlom, za &o odpoveda silne nukleofilny atém siry. Dalej silnymi nukleofilnymi
Cinidlami [23] su aj tiolaty alkalickych kovov. Pripravuju sa aj aromatické
diarylsulfidy pomocou Friedel-Craftsovej [22] arylacie dichlér disulfanu
aromatickymi uhlovodikmi. Chlorid hlinity alebo zelezo sa pouziva ako

katalyzator.

AICI
2 ©+820I2—3> ©\© + s + 2Hc
S

V tejto diplomovej praci, sulfidy [24] [25] boli pripravené reakciou alkantiolu
s 2-chlér-5-nitrotoluénom v suchom dimetylformamide, za pritomnosti uhli¢itanu

draselného a Cerstvej medi, ktora splnila funkciu katalyzatora.
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Schéma reakcie:

CH3 CHj

Cl S-R
RSH, Cu

O,N -HCI

3.1.2. Redukcia nitrozltic¢enin

Pri redukcii nitrozlu€enin [26] su oba atémy kyslika nahradené vodikom.
Reakcia je zavisla na pH prostredia a méze prebiehat réznym spdsobom.
Redukcia nitrozlu€eniny je katalyticka redukcia vodikom za pritomnosti
katalyzatora. Ako katalyzator [27] sa da pouzit platina. Redukcia méze byt
prevedena pomocou Zeleza [28] alebo zinku. Vtedy sa nitroskupina redukuje na
nitrézoskupinu, ktora dalej reaguje cez hydroxylaminovu skupinu na amin
(schéma A). V alkalickom prostredi [29] dbéjde skér ku tvorbe bimolekularnych
latok ako medziproduktov. Reakcia prebieha za pritomnosti zinku a hydroxidu

sodného (schéma B).

Schéma A:

+§O
ITJ ITIH NH,
o OH

Z

oO—
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Schéma B:

L
A, O, — g™ —
NH N ©/
by |

|
N~
©/ \N
—_—

o]
' we
— O
— L
NH
Priprava 3-metyl-4(alkylsulfanyl)anilinu prebiehala redukciou 2-metyl-4-

2

nitrofenyl(alkyl)sulfanu z predchadzajuceho kroku pésobenim chloridu cinatého.

Schéma reakcie:

CH,4 CHs

- S-R
SR sncl,

3.1.3. Priprava 3-metyl-4-(alkylsulfanyl)anilinium-chloridu

Priprava 3-metyl-4-(alkylsulfanyl)anilinium-chloridu prebiehala podla
reakcie [30] pomocou 3-metyl-4-(alkylsulfanyl)anilinu so suchym plynnym
chlorovodikom. Vzniknuté produkty boli pouzité do nasledujucich reakcii bez

dalSieho Cistenia.
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Schéma reakcie:

CHj CHs
S-R S-R
HCI

_ +
H,N CI'H3N

3.1.4. Priprava arylguanidinov

Priprava  arylguanidinov  prebiehala reakciou [31] 3-metyl-4-
(alkylsulfanyl)anilinium-chloridov s komeréne vyrobenymi kyanamidmi. Tato
reakcia prebiehala za normalneho tlaku. M&Zze sa uskutoCnit v roztoku
(najCastejSie bezvody etanol) alebo v tavenine. Reakciu je mozné previest aj so
substituovanym kyanamidom [32]. V reak&nej zmesi musi byt kyslé prostredie,
pretoze ufahcuje vznik guanidinov. Kyanamid [33] pri vyrazne vacsom pH ako 5

ma tendenciu dimerizovat a pH mensi ako 4 vedie k hydrolyze.

Schéma reakcie:

CH3 CHg

R, _R SR

SR NCNR'R? \

Y
)

R'=H,CHs; R?=H,CH3 R'=R?

Najnovsie publikovana syntéza (schéma 1) [34] pripravy arylguanidinov sa
mierne |iSi od schémy 4, ktoré znazorriuje nadu syntézu v experimentalnej Casti
diplomovej prace. Prvym rozdielom je, Ze v experimentalnej Casti bola
redukovana nitrolatka pomocou chloridu cinatého namiesto ditioniCitanu
sodného. Dalej, reakcia anilinium chloridu a kyanamidu prebiehala v tavenine
a guanidinium nitrat bol v experimentalnej Casti diplomovej prace vytvoreny

pomocou kyseliny dusi¢nej namiesto dusicnanu amonného.
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-+
NO, CINH,4

HNO,/1,2-dichloretan Na,$S,0,/NaOH/HCI | ;\ NH,CN, EtOH
r r R >
K3
Cl cl =
OH OH
NH
HN NH,
X

Schéma 1. Priprava arylguanidinov

Arylguanidiny v experimentalnej Casti diplomovej prace boli pripravené
podla publikacii [35] a [36]. V mojej praci bol pouzity spésob pripravy v tavenine
za normalneho tlaku a mierne kyslého pH 4-5, ktory je optimalny pre vznik

guanidinov.

3.1.5 Celkova schéma syntézy

CHg CH3 CHg
cl S S
R SnCl R
+ R—sH —SUs /©/ St HCl
HoN

S S
R NH ,CN SR HNO, NH,
)\ )\
+
(CH,),CN CH,
S

)%
H,N N

Schéma 2
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3.2. Mikrobiologicka ¢ast’

Mikrobiologické hodnotenie syntetizovanych latok bolo prevedené na sérii
patogénnych a nepatogénnych plesni na Katedre biologickych a lekarskych vied

Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovej v Hradci Kralové.

K stanoveniu antifungalnej aktivity boli vyuzité metédy mikrodiluéného
bujonového testu in vitro. Tkaninovym médiom bol RPMI 1640 s glutamanom
a 2% glukézou (SEVAPHARMA)ktory bol pufrovany 0,165 M morfolin
propansulfénovou kyselinou (MOPS, Sigma) na pH 7,0. Objem média bol 200 pl
s 10 pl suspenzie inokula. Dizka inkubacie bola 24-48 h, len u kultivacie
Trichophyton interdigitale bola 48-72 h pri teplote 35 °C s odchylkou 2 °C.
Inkubacia prebiehala staticky, vtme, s humidnou atmosférou. PouZity bol
Inkubator AlamarBlue. Vysledky boli od¢itané vizualne — MIC v umol.I'. Latky
boli testované na 6smich kmenoch potencialne patogénnych hub: Candida
albicans (CA), Candida krusei (CK), Candida parapsilosis (CP), Candida
tropicalis (CT), Aspergillus fumigatus (AF), Asperqillus flavus (AFla), Absidia
Corymbifera (AC) a Trichophyton interdigitale (TI).

Pre stanovenie antimikrobialnej u€innosti bol pouzity ako médium Mueller
Hintonov bujon ¢. 2 (CAMHB) pH 7,0. Objem média bol opat 200 ul s 10 pl
suspenzie inokula. Inkubacia opat prebiehala staticky, vtme s humidnou
atmosférou. Inkubacna doba bola u vSetkych kmerioch 24-48 h a teplota 35 °C
s odchylkou 2 °C. Pouzity inkubator bol tiez AlamarBlue a odcitanie prebiehalo
vizualne — MIC = 1Cg5 (95% inhibicie kontroly). Testy prebiehali na ésmich
kmerioch baktérii: Staphylococcus aureus subsp. Aureus (SA), Meticilin
rezistentny Staphylococcus aureus subsp. Aureus (MRSA), Staphylococcus
epidermidis (SE), Enterococcus faecalis (EF), Escherichia coli (EC), Klebsiella
pneumoniae (KP), Acinetobacter baumannii (ACl) a Pseudomonas aeruginosa
(PA).
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4. Experimentalna cast’

4.1. Molekularne dokovanie na aktivator plazminogénu urokinazového typu
programom Molecular Operating Environment (MOE)

V ramci svojich Studii som mala moznost vyskusat' nadokovat' svoje uz
pripravené oktylsulfanylfenyl derivaty XIV a dalSie rézne substituované derivaty
s rézne dlhym bo¢nym retazcom na vybrany enzym pomocou programu MOE.
Tento program sa zaobera hlavne flexibilitou [37] bo¢ného retazca. Podla
predchadzajucich hladani som si vybrala aktivator plazminogénu urokinazového
typu, pretoZe potencionalne zastavuju [20] rast, metastazy, angiogenézu

a prestavbu tkaniva.

S\/\/\/\/
NH,

XV
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Vybrali sme si tri adukty (Obrazok 5-7).

Ser

@, R S A N V.

Obrazok 5. Interakcie u tetradecylsulfanyl derivatov: Interakcia medzi vodikom
guanidinovej skupiny s aminokyselinou Asp189; NH2 skupiny su donorom
vodikov pre aminokyseliny; druhy vodik z guanidinovej skupiny interaguje so

Ser190; dalsi vodik z guanidinovej skupiny interaguje s Gly219.
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(valy
L/

Obrazok 6. Interakcia u pentadecylsulfanyl derivatov. Plus jedna interakcia
navyse s Gly219, predpokladana kvéli energiam (u molekuly na obrazku 5 sme
namerali energiu 0,5 kcal mol' a u druhej molekuly, na obrazku 6, 0,4 kcal mol™).

Rozdiel je maly, ale interakcia mdze byt pritomna kvoli tomu.
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Obrazok 7. Interakcia u undecylsulfanyl derivatov: Interakcia medzi vodikom
guanidinovej skupiny s aminokyselinou Asp189; NH2 skupiny su donorom
vodikov pre aminokyseliny; druhy vodik z guanidinovej skupiny interaguje so
Ser190; treti vodik s guanidinovej skupiny interaguje s Gly219; Interakcia medzi
NH2 skupinou a Ser290.

Na zaver sme zistili, Ze fenylguanidinové derivaty s osemuhlikatym
alifatickym retazcom nie su najlepSou volbou na tento enzym. NajlepSie by boli
molekuly s jedenastuhlikatym retazcom podia hodnét S/E_score2. Cim su tieto

hodnoty nizSie, tym je vazbova afinita medzi molekulou a receptorom vyssia.
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4.2. Syntéza

V experimentalnej Casti diplomovej prace boli pouzité nasledujuce
chemikalie od firmy Aldrich: 2-chlér-5-nitrotoluén, oktantiol, dimetylkyanamid. Od
firmy Sigma-Aldrich boli pouzité chemikalie: bezvody N,N-dimetylformamid
a bezvody éter. Pouzity kyanamid bol vyrobeny firmou Fluka. Od firmy Lach-ner
bol pouzity etylacetat a chlorid cinaty. Pouzita kyselina chlorovodikova, hexan,
etanol, bezvody siran sodny, siran sodny a kyselina dusi¢na boli dodané
spolo¢nostou Penta. Suroviny od firmy Lachema boli: pentahydrat siranu

mednatého a praskovy zinok.

InfraCervené spektra boli merané na jendoodrazovom ATR (attenuated
total reflectance) nastavci pomocou spektrofotometru Nicolet 6700 FT-IR
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) v rozmedzi vino¢tu 650-4000
cm-'. Bol pouzity germaniovy krystal a spektrum bolo merané v rozlieni 2 cm"
za pouzitie 128 skenov. Pre meranie teploty topenia bol pouzity mikrovyhrevny
stolik Nagema Boetius PHMK 05.

Spektra nuklearnej magnetickej rezonancie boli namerané pri laboratornej
teplote na pristrojoch Varian VNMR S500 (500 MHz pre 'H a 126 MHz pre '3C;
Varian Comp., Palo Alto, USA) a JNM-ECZ 600R (600 MHz pre 'H a 150 MHz
pre '3C; JEOL, Tokio, Japonsko). Pri meraniach sa ako rozpustadlo bol pouZili
deuterovany dimetylsulfoxid (DMSO-Ds) a chloroform (CDCls).

Chemické posuny su uvedené ako hodnoty & v parts per million (ppm) a boli
nepriamo vztiahnuté k tetrametylsilanu ako Standardu pomocou zvyskovéeho
signalu rozpustadla. Interakéna konstanta (J) je uvedena v Hz. NMR spektra boli
vyhodnotené pomocou programu MestReNova, v. 14.2.1 (Mestrelab Research

S. L., Santiago de Compostela, Spanielsko).

Pre tenkovrstvovu chromatografiu boli vyuzité ako stacionarne fazy dosky
SILUFOL UV 254/366. Ako detekcia Skvin bola pouzita UV lampa s vinovou
dizkou 254 nm. Meranie IC, NMR boli prevedené na katedre organickej
a bioorganickej chémie rovnako ako TLC a meranie teploty topenia.
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4.2.1. Priprava aktivnej medi

Molarna hmotnost: 63,55 g.mol"

CusO, + Zn — 2znSO, + Cu

V 140 ml horucej vody som rozpustila 40,00 g (0,1602 mol) pentahydratu
siranu mednatého. Po ochladeni som postupne pridala 12,00 g (0,1835 mol)

praskového zinku.

Dalsi den bola zmes trikrat zmie$and s 5% roztokom kyseliny
chlorovodikovej, dokedy sa neprestal vyvijat’ vodik. Ziskana med bola nasledne
trikrat dekantovana vodou a dvakrat 99% etanolom. Po naslednom odfiltrovani

a vysuSeni bola med pouzita do reakcie.
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4.2.2. Priprava 2-metyl-4-nitrofenyl(oktyl)sulfanu

Molarna hmotnost: 281,23 g.mol’

CHs CHj
Cl S
-HCI (CH3)7CH3
o +  CH,CH,)SH —— _
~. + O\ +
H CU H
(@] (@]

V 132 ml bezvodého N,N-dimetylformamidu bolo rozpustenych 16,40 g
(0,112098 mol) oktantiolu a nasledne bolo pridanych 15,00 g (0,0874 mol) 2-
chloér-5-nitrotoluénu, 3,34 g (0,05256 mol) aktivnhej medi a 24,40 g (0,1765 mol)
bezvodého uhliCitanu draselného. Zmes bola zahrievana za staleho mieSania pri
teplote 155-165 °C v olejovom kupeli pod ochrannou atmosférou dusika po dobu

desiatich hodin.

Priebeh reakcie bol sledovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie so
stacionarnou fazou SILUFOL UV 254/366 a zmesi hexan, etanol a trietylamin
v pomere 8:1:0,5 ako mobilna faza. Po ochladeni bola zmes filtrovana a k filtratu
bola pridana voda do zakalu. Nasledne bola zmes ponechana krystalizovat' 72
hodin pri -20°C.

Produkt bol odfiltrovany a trikrat precisteny pomocou rekrystalizacie
z etanolu a pridanim aktivheho uhlia. U precisteného produktu boli merané

infraCervené a NMR spektra.

Vytazok reakcie: 9,98 g (41,0 %)
Teplota topenia produktu: 33,2-36,5 °C

IC spektrum (Ge-ATR, cm™'): 2954, 2925, 2869, 1594, 1577, 1502, 1471, 1385,
1336, 1285, 1268, 768, 754
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13C NMR (126 MHz, DMSO-Ds) & 147.26, 143.76, 135.65, 124.19, 123.82,
121.42, 31.19, 30.52, 28.56, 28.48, 28.25, 27.84, 22.05, 19.36, 13.90

H NMR (500 MHz, DMSO-Dg) 5 8.07 — 7.99 (m, 2H, Ar), 7.44 (d, J = 8.7 Hz, 1H,
Ar), 3.09 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH2-S), 2.31 (s, 3H, CH3-Ar), 1.65 (p, J = 7.4 Hz, 2H,

CHa), 1.42 (p, J = 7.2 Hz, 2H, CH2), 1.33 — 1.22 (m, 8H, CHz), 0.84 (t, J = 6.6 Hz,
3H, CHs)
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4.2.3. Priprava 3-metyl-4-(oktylsulfanyl)anilinu
Molarna hmotnost: 251,231 g.mol-"

CH3 CHj
S\(CH ),CH S\
2)7CH3 snCl, (CH,),CHs

'l\f H,N

Do 104 ml bezvodého etanolu bolo pridanych 8,00 g (0,028446 mol) 2-
metyl-4-nitrofenyl(oktyl)sulfanu a 32,06 g (0,1421 mol) chloridu cinatého. Zmes
bola za staleho mieSania zahrievana na teplotu 70°C po dobu Siestich hodin pod

dusikovou atmosférou.

Priebeh reakcie bol sledovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie so
stacionarnou fazou SILUFOL UV 254/366 a zmesi hexan, etanol a trietylamin

v pomere 8:1:0,5 ako mobilna faza.

Po ukonceni reakcie a po naslednom vychladnuti bola zmes alkalizovana
20% roztokom hydroxidu sodného. Zmes bola Styrikrat vytrepana do etylacetatu.
Etylacetatova faza bola spojena a vysusena bezvodym siranom sodnym. Po dni
bol siran sodny odfiltrovany a organické rozpustadla oddestilované. Produkt
reakcie bol precisteny rekrystalizaciou z etanolu. U precisteného produktu boli

merané infraCervené a NMR spektrum.

Vytazok reakcie: 1,72 g (24,0 %)
Teplota topenia produktu: 24,1-26,9 °C

IC spektrum (Ge-ATR, cm™): 3398, 3311, 2943, 2918, 2848, 1627, 1596, 1523,
1506, 1275, 1252, 1236, 853, 817

38



3C NMR (126 MHz, DMSO-Ds) & 145.08, 139.99, 133.42, 121.49, 117.06,
113.77, 34.37, 31.19, 28.65, 28.57, 28.54, 28.04, 22.05, 20.40, 13.91

H NMR (500 MHz, DMSO-Ds)  7.10 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Ar), 6.57 (d, J = 2.5 Hz,
1H, Ar), 6.50 (dd, J = 8.3, 2.5 Hz, 1H, Ar), 6.32 (s, 2H, NH2), 2.66 (t, J = 7.2 Hz,
2H, CH2-S), 2.24 (s, 3H, CHs-Ar), 1.45 (p, J = 7.1 Hz, 2H, CH2), 1.33 (dd, J = 9.1,
5.9 Hz, 2H, CHa), 1.32 — 1.22 (m, 8H, CHz), 0.84 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHa)
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4.2.4. Priprava 3-metyl-4-(oktylsulfanyl)anilinium-chloridu
Molarna hmotnost: 287,68 g.mol’

CH
CH, 3

NCTRICTRLLR (CH2)7eHa

Cl'H3N
H,N

V 20 ml bezvodého éteru bolo rozpustené 1,50 g (0,005971 mol) 3-metyl-
4-(oktylsulfanyl)anilinu. Roztok bol umiesteny vo vodnom ladovom kupeli a bol
syteny plynnym chlorovodikom. Zmes bola ponechana krystalizovat' pri teplote
-20°C. Vzniknuty produkt bol odfiltrovany a bol pouzity do nasledujucej reakcie.

U produktu bolo merané infratervené spektrum.

Vytazok reakcie: 1,62 g (94,2 %)
Teplota topenia produktu: 143,2-145,5 °C

IC spektrum (Ge-ATR, cm™): 2956, 2922, 2872, 2855, 2611, 1606, 1566, 1531,
1488, 1233, 1181, 1171, 897, 868
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4.2.5. Priprava 2-[3-metyl-4-(oktylsulfanyl)fenyllguanidinium-nitratu
Molarna hmotnost: 356,242 g.mol’

CHs CHs CHs
S\(CH ),CH NH 5~ (CH,)-cH S~
2T NN )\2 (CH2)7CH3 o, NHa (CH5)7CHg
_NHCN
- + N )%+
CIH3N HoN N HoN ’;"

1,20 g (0,0041713 mol) 3-metyl-4-(oktylsulfanyl)anilinium-chloridu bolo
zmieSanych s 0,25 g (0,005947 mol) kyanamidu. Zmes bola zahrievana na 130°C
po dobu 120 minut.

Priebeh reakcie bol sledovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie so
stacionarnou fazou SILUFOL UV 254/366 a zmesi hexan, etanol a trietylamin

v pomere 8:1:0,5 ako mobilna faza.

Po vychladnuti bola zmes rozpustena vo vode a €ast’ okyslena kyselinou
dusi¢nou a ponechana krystalizovat' v chlade po dobu 24h. Zmes sme zahustili,
vodu oddestilovali a nechali pri -20°C. Druhu Cast zmesi sme rozpustili
v horicom etanole, pridali troSku vody a nechali krystalizovat' pri -20°C. Produkt
bol dvakrat preCisteny pomocou rekrystalizacie v zmesi voda, etanol v pomere
1:1.

Ziskané, precistené krystaly z okyslenej €asti boli analyzované pomocou

infraerveného a NMR spektra.

Vytazok reakcie: 0,08 g (6,7 %)
Teplota topenia produktu: 85,6-87,2 °C

IC spektrum (Ge-ATR, cm™'): 3415, 3331, 3189, 2925, 2855, 1687, 1638, 1622,
1580, 1388, 13144
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13C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 155.87, 139.19, 138.38, 130.80, 126.07,
119.31, 116.05, 33.35, 31.29, 29.00, 28.71, 28.56, 28.08, 22.09, 20.37, 13.91.
H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 8.48 (s, 1H, NH), 7.28 — 7.14 (m, 3H, Ar), 5.82
(s, 4H, NH2), 2.76 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2-S), 2.27 (s, 3H, CH3-Ar), 1.49 (p, J =

7.2 Hz, 2H, CHa), 1.35 (p, J = 7.1 Hz, 2H, CHz), 1.49 — 1.19 (m, 8H, CHz), 0.88
—0.82 (m, 3H, CHa).
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4.2.6. Priprava 1,1-dimetyl-2-[3-metyl-4-(oktylsulfanyl)fenylJguanidinu
Molarna hmotnost: 321,264 g. mol"

CHj CHs
S~ N(CH.) S\(CH ),CH
(CH,),CHz  (CH,),CN 3)2 2)7CH3
. ™
CIH3N HoN N

0,5 g (0,0014035 mol) 3-metyl-4-(oktylsulfanyl)anilinium-chloridu bolo
mieSané s 0,15 g (0,002140 mol) dimetylkyanamidu. Zmes bola zahrievana po

dobu 90 minut na 110°C (zmes ocividne zac€ala reagovat uz pri 98°C).

Priebeh reakcie bol sledovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie so
stacionarnou fazou SILUFOL UV 254/366 a zmesi hexan, etanol a trietylamin

v pomere 8:1:0,5 ako mobilna faza.

Po vychladnuti bola zmes nariedena horucou vodou a bola alkalizovana
20% roztokom hydroxidu sodného. Zmes bola trikrat vytrepana do etylacetatu.
Organické fazy (400ml) sme spojili a vysusili bezvodym siranom sodnym. Po
hodine bol siran sodny odfiltrovany a etylacetat vakuovo oddestilovany. Produkt
bol dvakrat precCisteny pomocou rekrystalizacie z etanolu. U precCisteného

produktu boli merané infraervené a NMR spektra.

Vytazok reakcie: 0,05 (11,1 %)

Teplota topenia: 51,2-53,1 °C

IC (Ge-ATR, cm™): 3298, 2923, 2852, 1646, 1592, 1552, 1477, 1467, 1406,
1377, 1292, 1239, 1230, 1056, 873, 815, 786
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13C NMR (151 MHz, DMS0-Ds) 5 155.87, 139.19, 138.38, 130.80, 126.07,
119.31, 116.05, 33.35, 31.29, 29.00, 28.71, 28.56, 28.08, 22.09, 20.37, 13.91

H NMR (600 MHz, DMSO-Ds)  8.48 (s, 1H, NH), 7.28 — 7.14 (m, 3H, Ar), 5.82
(s, 2H, NH2), 2.76 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2-S), 2.27 (s, 3H, CHs-Ar), 1.49 (p, J =
7.2 Hz, 2H, CH2), 1.35 (p, J = 7.1 Hz, 2H, CH2), 1.49 — 1.19 (m, 8H, CH2), 0.88 —
0.82 (m, 3H, CHa)
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4.2.7. Priprava 2-metyl-4-nitrofenyl(tetradecyl)sulfanu

Molarna hmotnost: 365,297 g.mol-"

CH, CH,

Cl S
-HCI (CH2)13CH
o: + CH,(CH,),,SH o: S
SN Cu

pzd

V 132 ml bezvodého N,N-dimetylformamidu bolo rozpustenych 21,67 g
(0,094068 mol) tetradekantiolu a nasledne bolo pridanych 15,00 g (0,0874 mol)
2-chlor-5-nitrotoluénu, 3,34 g (0,05256 mol) aktivnej medi a 24,40 g (0,1765 mol)
bezvodého uhliCitanu draselného. Zmes bola zahrievana za staleho mieSania pri
teplote 155-160 °C na olejovom kupeli pod ochrannou atmosférou dusika po

dobu siedmych hodin.

Priebeh reakcie bol sledovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie so
stacionarnou fazou SILUFOL UV 254/366 a zmesi hexan, etanol a trietylamin

v pomere 8:1:0,5 ako mobilna faza.

Po ukonceni reakcie bola zmes ochladena, prefiltrovana a k filtratu bola
pridana voda do zakalu. Nasledne bola zmes ponechana krystalizovat 72 hodin
pri -20°C.

Produkt bol odfiltrovany a trikrat precisteny pomocou rekrystalizacie
z etanolu a pridanim aktivneho uhlia. U precisteného produktu boli merané

infraCervené a NMR spektra.

Vytazok reakcie: 22,3 g (67,3 %)

Teplota topenia produktu: 54,1-55,4 °C
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IC spektrum (Ge-ATR, cm™): 2956, 2917, 2852, 1597, 1577, 1506, 1346, 1305,
1270, 766, 740

13C NMR (126 MHz, DMSO-Ds) 5 146.74, 143.85, 135.78, 124.54, 123.51,
120.99, 30.88, 30.68, 28.61, 28.57, 28.49, 28.43, 28.26, 28.08, 27.80, 27.67,
21.64, 19.06, 13.42

H NMR (500 MHz, DMSO-Ds) & 8.01 — 7.95 (m, 2H, Ar), 7.43 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
Ar), 3.05 (t, J = 7.4 Hz, 2H, CH2-S), 2.31 (s, 3H, CHs-Ar), 1.64 (p, J = 7.4 Hz, 2H,

CH2), 1.41 (p, J= 7.1 Hz, 2H, CH2), 1.27-1.21 (m, 20H, CH2), 0.82 (t, J = 6.7 Hz,
3H, CHa).
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4.2.8. Priprava 3-metyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinu

Molarna hmotnost: 335,297 g.mol-"

S\CH CH S~
(CH3)13CH3 SnCl, (CH3)13CH3

’l‘f HoN

Do 130 ml bezvodého etanolu bolo pridanych 10,00 g (0,027375 mol) 2-
metyl-4-nitrofenyl(tetradecyl)sulfanu a 33,6 g (0,1489 mol) chloridu cinatého.
Zmes bola za staleho mieSania zahrievana na teplotu 70°C po dobu piatich hodin

pod dusikovou atmosférou.

Priebeh reakcie bol sledovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie so
stacionarnou fazou SILUFOL UV 254/366 a zmesi hexan, etanol a trietylamin

v pomere 8:1:0,5 ako mobilna faza.

Po ukonceni reakcie a po naslednom vychladnuti bola zmes alkalizovana
10% roztokom hydroxidu sodného. Zmes bola Styrikrat vytrepana do etylacetatu.
Etylacetatova faza bola spojena a vysusena bezvodym siranom sodnym. Po dni
bol siran sodny odfiltrovany a etylacetat vakuovo oddestilovany. Produkt reakcie
bol preCisteny rekrystalizaciou z etanolu. U precisteného produktu boli merané

infraCervené a NMR spektra.

Vytazok reakcie: 8,5 g (92,4 %)
Teplota topenia produktu: 52,2-53,5 °C

IC spektrum (Ge-ATR, cm™): 3400, 3305, 2945, 2914, 2849, 1630. 1598, 1571,
1482, 1473, 1278, 1253, 743, 723
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13C NMR (126 MHz, CDCl3) & 145.88, 141.59, 134.41, 123.53, 117.09, 113.36,
35.71, 32.07, 29.84, 29.82, 29.80, 29.75, 29.68, 29.51, 29.38, 28.99, 22.84,
20.98, 14.26

H NMR (500 MHz, CDCl3) 8 7.21 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Ar), 6.56 (d, J = 2.6 Hz, 1H,
Ar), 6.48 (dd, J = 8.2, 2.7 Hz, 1H, Ar), 3.60 (s, 2H, NH2), 2.71 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
CH2-S), 2.37 (s, 3H, CH3-Ar), 1.56 (p, J = 7.3 Hz, 2H, CHz), 1.38 (p, J = 7.3 Hz,
2H, CH2), 1.31 — 1.24 (m, 20H), 0.89 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHa)
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4.2.9. Priprava 3-metyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinium-chloridu

Molarna hmotnost: 371,75 g.mol"

CH
CH, 3

S
S HCI "(CH2)13CHy
(CH5)13CH3 —_—

_ +
HN CI'H N

V 70 ml bezvodého éteru bolo rozpustenych 10,0 g (0,029824 mol) 3-
metyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinu. Roztok bol umiesteny vo vodnom ladovom
kupeli abol nasyteny plynnym chlorovodikom. Zmes bola ponechana
krystalizovat pri teplote -20°C. Vzniknuty produkt bol odfiltrovany a bol pouZity do

nasledujucej reakcie. U produktu bolo merané infracervené a NMR spektrum.

Vytazok reakcie: 7,5 g (65,5 %)
Teplota topenia produktu: 118,8-120,1 °C

IC spektrum (Ge-ATR, cm™): 2919, 2852, 2607, 1530, 1481, 1473, 1463, 1234,
1175, 1153, 743, 731
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3C NMR (126 MHz, DMSO-D¢) & 137.67, 134.37, 130.44, 128.37, 123.43,
120.32, 32.06, 30.96, 28.69, 28.66, 28.61, 28.57, 28.33, 28.23, 28.17, 27.87,
21.72,19.52, 13.49

H NMR (500 MHz, DMSO-D¢) & 7.34 (d, J = 9.0 Hz, 1H, Ar), 7.17 (dq, J = 4.2,
2.5 Hz, 2H Ar + 3H NH3*), 2.90 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2-S), 2.30 (s, 3H, CHs-Ar),
1.58 (p, J = 7.3 Hz, 2H, CHz), 1.40 (p, J = 7.0 Hz, 2H, CH2), 1.31 — 1.25 (m, 20H),
0.86 (t, J = 6.8 Hz, 3H, CHa)
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4.2.10. Priprava 2-[3-metyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitratu

Molarna hmotnost: 440,308 g.mol-"

CH3 CH3 CH3
S\(CH )45CH NH S~ (CHy) oCH S~
hsCHs 2 (CH2)13CHs o, NH2 (CHy)13CH3
+ A )\J'
CI" NHj HaN- N H,N" N

H
NO;

3,00 g (0,00807 mol) 3-metyl-4-(oktylsulfanyl)anilinium-chloridu bolo
zmieSanych s 0,37 g (0,00880114 mol) kyanamidu. Zmes bola zahrievana na
120°C po dobu 120 minut.

Priebeh reakcie bol sledovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie so
stacionarnou fazou SILUFOL UV 254/366 a zmesi hexan, etanol a trietylamin

v pomere 8:1:0,5 ako mobilna faza.

Po vychladnuti bola k zmesi pridana voda a Cast okyslena kyselinou
dusi¢nou a ponechana krystalizovat' v chlade. Vzniknuté krystaly sme nevedeli
ziskat' z roztoku, zmes sme odparili do sucha a nechali pri -20°C po dobu 72 h.
Produkt bol dvakrat precCisteny pomocou rekrystalizacie v zmesi voda, etanol

v pomeru 1:1.

Ziskané krystaly boli analyzované pomocou infraterveného a NMR

spektra.

Vytazok reakcie: 0,2 g (6,7 %)

Teplota topenia produktu: 91,5-92,6 °C
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IC spektrum (Ge-ATR, cm™): 3433, 3338, 2955, 2920, 2851, 1658, 1616, 1578,
1535, 1471, 1406, 1379, 1351, 1298, 1245, 1178, 1057, 1027, 938, 881, 822,
772,720

H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) & 9.49 (s, 4H, NHz), 8.49 (s, 1H, NH), 7.37 — 7.01
(m, 3H, Ar), 2.93 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH2-S), 2.27 (d, J = 7.6 Hz, 3H, CH3-Ar), 1.57
(p, J = 7.3 Hz, 2H, CH2), 1.39 (p, J = 7.2 Hz, 2H, CHz), 1.30 — 1.20 (m, 20H, CH2),
0.85 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHa)
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4.2.11. Priprava 1,1-dimetyl-2-[3-metyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]
guanidinu

Molarna hmotnost: 405,33 g. mol’

CH,
S HaC._ _CH, S
(CHy)15CH;  (CH,),CN N7 /©/ (CHy);5CH,
— =
)%
H,N" N

3,00 g (0,0068134 mol) 3-metyl-4-(oktylsulfanyl)anilinium-chloridu bolo
mieSanych s 0,51 g (0,00727636 mol) dimetylkyanamidu. Zmes bola zahrievana

CH4

-+
CI'H3N

po dobu 90 minut na 110°C (zmes ocividne zacCala reagovat uz pri 98°C).

Priebeh reakcie bol sledovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie so
stacionarnou fazou SILUFOL UV 254/366 a zmesi hexan, etanol a trietylamin

v pomere 8:1:0,5 ako mobilna faza.

Po vychladnuti bola zmes nariedena horucou vodou a bola alkalizovana
20% roztokom hydroxidu sodného. Zmes bola trikrat vytrepana do etylacetatu.
Organické fazy (400ml) sme spaijili a vysusili bezvodym siranom sodnym. Po
hodine bol siran sodny odfiltrovany a etylacetat vakuovo oddestilovany. Produkt
reakcie bol precisteny rekrystalizaciou z etanolu. U preCisteného produktu boli

zmerané infraCervené a NMR spektra.

Vytazok reakcie: 0,6 g (21,7 %)
Teplota topenia produktu: 66,5-68,9 °C

IC spektrum (Ge-ATR, cm™'): 3433, 3339, 2955, 2919, 2851, 1658, 1615, 1578,
1535, 1469, 1405, 1350, 1297, 1057, 1026, 879, 821, 774, 720
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3C NMR (151 MHz, DMSO-Ds) & 155.82, 137.26, 134.49, 132.08, 127.50,
126.35, 123.09, 40.05, 31.48, 31.20, 28.62, 28.59, 28.56, 28.52, 28.35, 28.31,
28.22, 28.15, 28.08, 22.06, 19.82, 13.93

H NMR (600 MHz, DMSO-Ds) 5 9.49 (s, 2H, NH2), 7.31 (d, J = 12.9 Hz, 1H, Ar),
7.09 (d, J = 2.6 Hz, 2H, Ar), 2.94 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH2-S), 2.28 (s, 3H, CHs-Ar),
2.27 (s, 6H, CH3-N), 1.59 (p, J = 7.5 Hz, 2H, CHa), 1.40 (p, J = 7.2 Hz, 2H, CHa),
1.31 = 1.20 (m, 20H, CH2), 0.85 (t, J = 7.0 Hz 3H, CHs)
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4.3. Mikrobiologicka ¢ast’

NizSie uvedené tri nasyntetizované latky (tabulka 1) boli testované na
vybranych kmenoch potencionalne patogénnych hub a na 6smich kmenoch
baktérii.

A | 2-[3-metyl-4- CHs
. re . _ . Ve S\
(oktylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat NH2/©/ (CH,)-CHs
)%*
H,N N
H
NO,
B | 2-[3-metyl-4- CHs
tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidinium- EN
(. ' y yhfenyllg NH, (CHy)15CH3
nitrat )%+
H,N N
H
NOy
C | 1,1-dimetyl-2-[3-metyl-4- CHg
idi H,C CH S<
(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidin N /3@/ (CH)15CH5
)%
H,oN N
Tabulka 1

55



4.3.1. Antibakterialna aktivita

Prebiehali bakterii:

Staphylococcus aureus subsp. Aureus (SA), Meticilin rezistentny Staphylococcus

antibakterialne testy na 6smich kmenoch
aureus subsp. Aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis (SE), Enterococcus
faecalis (EF), Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumoniae (KP), Acinetobacter
baumannii (ACIl) a Pseudomonas aeruginosa (PA). Aktivita bola testovana

v porovnani s antibiotikami neomycinom (NEOM) a bacitracinom (BAC).

ra z ra - _1

Kmen Testovana latka (kéd) - MIC (umol.I™)
(kod) A B C NEOM BAC

24h 125 > 500 > 250 3,9 15,62
SA

48h 500 > 500 > 250 3,9 31,25

24h 250 > 500 > 250 0,98 15,62
MRSA

48h 500 > 500 > 250 0,98 31,25

24h 125 > 500 > 250 3,9 15,62
SE

48h 500 > 500 > 250 7,81 31,25

24h 500 > 500 > 250 250 31,25
EF

48h > 500 > 500 > 250 250 31,25

24h 250 > 500 > 250 0,98 > 500
EC

48h 500 > 500 > 250 0,98 > 500

24h 250 > 500 > 250 0,98 > 500
KP

48h 500 > 500 > 250 0,98 > 500

24h 500 > 500 > 250 - -
ACI

48h > 500 > 500 > 250 - -

24h 500 > 500 > 250 7,81 > 500
PA

48h > 500 > 500 > 250 15,6 > 500
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4.3.2. Antifungalna aktivita

U syntetizovanych latok bola sku$ana aj antifungalna aktivita na
kmenoch:. 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). Pri testoch ako
referencné latky boli pozité dodoin (DOD) a ketokonazol (KET).

2 14 2 -1
Kmen Testovana latka (kéd) - MIC (umol.I™)
(kod) A B c DOD KET
24h 7,81 > 500 > 250 7,81 <0,24
CA
48h 7,81 > 500 > 250 7,81 <0,24
24h 3,9 > 500 > 250 3,91 0,98
CK
48h 7,81 > 500 > 250 3,91 0,98
24h 7,81 > 500 > 250 - -
cp
48h 7,81 > 500 > 250 - -
24h 3,9 > 500 > 250 3,91 1,95
CT
48h 7,81 > 500 > 250 3,91 3,91
24h 15,62 > 500 > 250 7,81 7,81
AF
48h 31,25 > 500 > 250 15,63 7,81
24h 31,25 > 500 > 250 - -
AFla
48h 31,25 > 500 > 250 - -
24h 31,25 > 500 > 250 62,5 31,25
AC
48h 62,5 > 500 > 250 62,5 31,25
24h 7,81 > 500 > 250 15,63 0,98
TI
48h 15,62 > 500 > 250 15,63 0,98
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5. Diskusia

Experimentalna Cast mojej diplomovej prace sa sklada zo Styroch
syntetickych krokov. V prvom kroku boli reakciou alkantiolov (oktantiol,
tetradekantiol) s 2-chlor-5-nitrotoluénom syntetizované produkty 2-metyl-4-
nitrofenyl(oktyl)sulfan a 2-metyl-4-nitrofenyl(tetradecyl)sulfan. Produkty tejto
reakcie bol trikrat preCisteny opakovanou rekrystalizaciou z horuceho etanolu
a kontrolovany pomocou TLC a teplotou topenia. Reakcie prebiehali pri 155-
165°C, pod ochrannou atmosférou dusika z dévodu zabranenia neziaducich

reakcii. Vytazky sa pohybovali v rozmedzi 41-67 %.

Nasledovala redukcia nitroskupiny za pouzitie chloridu cinatého na amin,
ktora u latky s vySSim alifatickym retazcom prebiehala bez problémov s vysokou
vytaznostou az 92,4%. Tento produkt mal teplotu topenia okolo laboratérnej
teploty, takze Cistenie a nasledna izolacia bola problémova. Pred pripravou 3-
metyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinu sme uz vedeli, Ze nitrolatku treba uplne
predistit, aby redukcia prebiehala bezproblémovo. Cistota hrala délezita ulohu,
pretoze po prevedeni produktu na anilinium-chlorid je Cistenie latky eSte viac

komplikované. Vytazok 3-metyl-4-(oktylsulfanyl)anilinu bol 24 %.

Prevedenie derivatov anilinu na odpovedajuci anilinium-chlorid prebiehalo
bezproblémovo, teplota topenia sa zvysila vdaka prevedeniu na sol. Vytazky sa

pohybovali v rozmedzi 66-94 %.

Posledné reakcie prebiehali s kyanamidom alebo dimetylkyanamidom.
Podla predchadzajucich diplomovych prac [38], [39] sme vedeli, Ze mnozstvo
kyanamidu by malo byt 120% latkového mnoZstva anilinium-chloridu. Reaktanty
zacali reagovat uz aj pri niZSej teplote ako bolo stanovené, a to okolo 98°C.
Reakcia po celu dobu bola sledovana pomocou TLC, teplota a ¢as zahrievania
sa menili individualne. Po ukonceni reakcie boli nemetylované derivaty guanidinu
prevedené na nitraty pomocou kyseliny dusiCnej, pretoZze by sa neochotne
kryStalizovali. Dimetylované derivaty boli ponechané v bazickej forme po
alkalizacii hydroxidom sodnym. Cistenie produktu prebiehalo vytrepanim do
etylacetatu a naslednou rekrysStalizaciou z etanolu. U vyslednych
nemetylovanych derivatov sa vytazky pohybovali v rozmedzi 6-7 % a v pripade

58



1,1-dimetyl-2-[3-metyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyllguanidinu a 1,1-dimetyl-2-[3-
metyl-4-(oktylsulfanyl)fenyllguanidinu v rozmedzi 11-22 %.

VSetky latky, ich charakterizacia, overenie Struktury boli prevedené

pomocou TLC, IC, NMR a teplotou topenia.

Latky boli testované na antibakterialnu a antifungalni aktivitu. Z tabufky na
antibakterialnu aktivitu vyplyva, ze ani jedna z testovanych latok nebola vyrazne
uc¢inna. Latka 2-[3-metyl-4-(oktylsulfanyl)fenyllguanidinium-nitrat je podla
vysledkov najucinnejSi proti plesnovym patogénom. Minimalna inhibi¢na
koncentracia (MIC) sa pohybovala medzi 3,9-62,5 umol.I"". Jej Gcinnost je
porovnatefna s ucinnostou dodinu, v pripade Absidie corymbifery (AC)
a Trichophyton interdigitale (T1) po 24h je aj vySSia. V pripade ketokonazolu jej

ucinnost je porovnatelna v pripade Absidia Corymbifera (AC) po 24h.
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6. Zaver

V ramci mojej diplomovej prace bolo syntetizovanych desat zatial

nepopisanych latok:
2-metyl-4-nitrofenyl(oktyl)sulfan
2-metyl-4-nitrofenyl(tetradecyl)sulfan
3-metyl-4-(oktylsulfanyl)anilin
3-metyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilin
3-metyl-4-(oktylsulfanyl)anilinium-chlorid
3-metyl-4-(tetradecylsulfanyl)anilinium-chlorid
2-[3-metyl-4-(oktylsulfanyl)fenyllguanidinium-nitrat
2-[3-metyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat
1,1-dimetyl-2-[3-metyl-4-(oktylsulfanyl)fenyl]guanidin

1,1-dimetyl-2-[3-metyl-4-(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidin

Latky 2-[3-metyl-4-(oktylsulfanyl)fenyllguanidinium-nitrat, 2-[3-metyl-4-
(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidinium-nitrat a 1,1-dimetyl-2-[3-metyl-4-
(tetradecylsulfanyl)fenyl]guanidin boli testované na antifungalnu

a antibakterialnu aktivitu na katedre biologickych a lekarskych vied.

Na tuto pracu by mohli naviazat dalSie Studie, ktoré by hfadali optimalnu
dizku alkylového retazca pri rovhakom substitcii jadra pre lep$iu biologicku

aktivitu.
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