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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra anorganické a organické chemie

Kandidat: Ondrej Vidrna
Skolitel: PharmDr. Karel Palat, CSc

Nazev diplomové prace: Syntéza substituovanych arylguanidini jako potencidlnich IéCiv IX.

Stdle castéjsi vyskyt onemocnéni zplsobenych fugalnimi a mykotickymi patogeny,
z nichz mnohé ziskavaji rezistenci na dostupné antifungalni latky, vyvolava potiebu hledani
novych molekul inhibujicich jejich rlst. Celosvétové probiha vyzkum v oblasti latek
odvozenych od guanidinu, které byly shledany potencialné aktivnimi proti mnoha kmentm
plisni i bakterii. Vyzkumem téchto latek se jiz fadu let zabyva také Farmaceutickd fakulta
v Hradci Krdlové. Snahou je ziskat co nejaktivnéjsi slouceniny ze skupiny substituovanych
arylguanidin(l a najit zavislosti struktura-ucinek u téchto latek.

Vramci této diplomové prace bylo nasyntetizovdno sedm doposud nepopsanych
molekul: 1-(4-methyl-2-oktylsulfanyl)fenylguanidin, 1-(4-methyl-2-
dodecylsulfanyl)fenylguanidin, 1-(4-methyl-2-oktylsulfanyl)fenyl-3,3-dimethylguanidin, oktyl-
(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid, 5-methyl-2-(oktylsulfanyl)anilin, dodecyl-(4-methyl-2-
nitrofenyl)sulfid, 5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)anilin. Tfi z nich byly dale testovany na

plisnovych a bakterialnich kmenech.



Abstract

Charles university in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové

Department of Anorganic and Organic Chemistry

Candidate: Ondfej Vidrna
Supervisor: PharmDr. Karel Palat, CSc

Title of diploma thesis: Synthesis of substituted arylguanidines as potential drugs IX.

The increasing incidence of diseases caused by fungal and mycotic pathogens, many
of which acquire resistance to available antifungal substances, causes the need for a search
for new molecules inhibiting their growth. The worldwide research is focused on substances
derived from guanidine which were found to be potentially active against many strains of
fungi and bacteria. Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové has been researching these
substances for many years. The aim is to get the most active compounds from the group of
substituted arylguanidines and find a structure-activity relationships effect of these
substances.

In this study the seven previously undescribed molecules were synthesized: 1-(4-
methyl-2-octylsulfanyl)phenylguanidinium nitrate, 1-(4-methyl-2-dodecylsulfanyl)
phenylguanidinium nitrate, 1-(4-methyl-2-dodecylsulfanyl)phenyl-3,3-dimethylguanidine,
octyl-(4-methyl-2-nitrophenyl)sulfide, 5-methyl-2-(octylsulfanyl)aniline, dodecyl-(4-methyl-2-
nitrophenyl)sulfide and 5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)aniline. Three of them were further

tested on fungal and bacterial strains .



1. Uvod a cil diplomové prace

V poslednich letech se neustale zvySuje vyskyt systémovych mykdéz a novych
oportunistickych onemocnéni, které jsou vyvolany plisnémi rezistentnimi na dostupna
antifungalni [é¢iva’. Tato onemocnéni tak ziskavaji stale vétsi klinicky vyznam a jsou jimi
ohroZeni predevsim imunodeficientni pacienti trpici napf. HIV infekci, rakovinou nebo
ve stavu po orgdnovych transplantacich.

Antifungalni |é¢iva pouZivana v soucasné terapii jsou latky z mnoha strukturdlné
odlisnych skupinz. Mezi nejpouzivanéjsi patfi azoly (napf. flukonazol a itrakonazol),
polyeny (napf. amfotericin B), morfolinové derivaty, pyridininové derivaty a allylaminy.
Azoly jsou fungistatické, perordlné i lokalné pouzivané latky, ucinné vici vétsiné kvasinek
a vlaknitych hub. Flukonazol vykazuje dobrou antimykotickou aktivitu s relativné nizkou
toxicitou, a proto se stal lé¢ivem prvni volby pfi |écbé systémovych mykdz. Jeho
nevyhodou je neustdle se rozsifujici rezistence, ¢imz se stdvd neefektivnim proti
invazivnim aspergilézam. Dalsi azol, itrakonazol, je zase limitovan nizkou biologickou
dostupnosti. Klesajici u¢innost pouzivanych |éCiv souvisejici s rezistenci je divodem, pro¢
je hleddni novych antifungdlnich latek pro budouci boj sinfekcemi zpUlsobenymi
fungalnimi patogeny nezbytné.

Derivaty guanidin vykazuji Siroké spektrum biologické aktivity a byla prokdzana
jejich, mimo jiné, antifungalni a antimykobakterialni aktivita®, na kterou se zaméfime
v této diplomové praci.

Guanidinova skupina muizZe byt soucdsti cyklu nebo se jednd o linedrni
alkylsubstituované a arylsubstituované derivaty. Mezi starSi popsané latky
s pozadovanou aktivitou pat¥i napfiklad molekula  guazatinu® (1)  (bis(8-
guanidinooktyl)amin) & dodinu® (I, str. 9) (1-dodecylgudinium acetat), jez prokazuji

vysokou efektivitu pfi omezovani rastl plisni.

NH,
/k NH
HNZ NH \/\/\/\/\NH/\

Guazatin



Dodin

Soucasti diplomové prace bylo provedeni reSerSe v databazi Chemical Abstracts,
jejimz ukolem bylo zjistit vyzkum v oblasti derivatt guanidinu na poli antifungalnich latek
v letech 2009-2014. Klicovym terminem pfi vyhledavani byl ,antifungal guanidine®.
Celkovy pocet nalezenych vysledk, vztahujicich se pfimo k danému slovnimu spojeni, byl
tfi. DalSim klicovym slovnim spojenim pfi vyhledavani bylo ,antimycobacterial
guanidine”, kterému odpovidaly Ctyti reference.

Mezi novéji nasyntetizované latky s antifungalni aktivitou patfi linearni (lll, IV, str. 10)
a makrocyklické (V, str. 10) derivaty guanidint®. Struktura téchto latek vychézi z vyse
zminéné molekuly guazatinu. Byla testovana jejich aktivita proti kandidézdm v porovnani
s flukonazolem a také ucinnost proti Aspegillus spp. v porovnani s amfotericinem B
a itrakonazolem. Zlaboratornich vysledkd vyplyva, Ze tyto slouceniny maji vysoky
potencial jako antimykotika a v prvnich fazich biologického testovani vykazuji nizkou
toxicitu. Maji dobry inhibi¢ni profil proti fungalnim patogenlim, v mnoha ptipadech lepsi
nez flukonazol. Budoucnost téchto latek se predpoklada v topické |écbé kandiddz,
nedostatek studii a klinickych testd prozatim neumoznuje pouziti v bézné praxi.

Dale byla ze zkoumanych derivat(i vybrana nejaktivnéjsi molekula (V, str. 10, R=but-2-
enyl), jejiz aktivita byla testovana proti péti kmentm Aspergillus spp. Ve vSech ptipadech
byla prokdzana dobrd ucinnost, a to dokonce v nizsSich koncentracich v porovnani
s amfotericinem B a itrakonazolem. Nejvyssi aktivitu latka vykazovala u kmenQ A. niger
a A. versicolor. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (ddle MIC) se pohybovala mezi 4 — 18
umol.It. Také probéhlo in vitro testovadni na toxicitu na lidskych lymfocytech
v koncentracich 0-50 umol.I"". P¥i koncentracich do 30 pmol.I" nedoslo k zddnému
poskozeni bunék, zatimco pfi vysSich koncentracich se objevila interakce s bunéénymi

membrdnami a viabilita lymfocytl byla sniZzena az o 57%.



CH, hIH I|\|IH CH,
H3C)\/\NH/\NH/\(CH;)G\NH/\(CH;)G\NH/\NH/\)\CH

Linearni derivat guanidinu

3

HN NH CH NH CH NH NH
\( \_(CHg NH__(CH)s T “R
NH, NH
Linearni derivat guanidinu

R = methylcyclopropyl, fenyl
\%

(CH2), NH-R

NH\

NH
Makrocyklicky derivat guanidinu
R = benzyl, propargyl, but-2-enyl, isobutenyl, fenyl
Y

Strukturdlné odlisSnou molekulou, ktera byla objevena v poslednich letech je
scytoscalarol”® (V1, str. 11). Jedna se o pfirodni antimikrobidlni sesterterpen nesouci
skupinu guanidinu, ktery byl izolovdan z kultivovanych sinic Scytonema sp.
U scytoscalarolu byla prokazana antimikrobialni acinnost proti Bacillus anthracis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans a Mycobacterium tuberculosis s
hodnotou MIC v rozmezi 2-110 pmol.I"* . Bylo prokazano, ze mechanismus Gginku spotiva
ve vazbé molekuly scytoscalarolu na arabinosyltransferasu® Mycobacterium tuberculosis,
¢imz zplsobuje jeji inhibici. Podobné ziejmé ucinkuje etambutol, jenz patfi mezi

antituberkulotika pouzivana v dnesni klinické praxi.
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Dal¥i latky byly pfipraveny odvozenim od molekuly batzelladinu K™ (VII, str. 12). Ta
byla izolovdna z jamajské houby Monanchora unguifera. Jedna se o tricyklické analogy
guanidinu, u kterych byla prokazana mimo jiné antifungalni a antibakteridlni aktivita'®.
Celkem byly nasyntetizovany Ctyri série bicyklickych guanidinovych analogl zaloZzenych
na strukture batzelladinu K. Pro tyto analogy byla stanovovana jejich aktivita proti
malarii, leishmanidze, bakteriim, houbam a HIV. Antifungalni ucinky byly zkoumany
na kmenech Candida albicans, C. glabrata, C. krusei, Cryptococcus neoformans a
Aspergillus fumigatus.

Nejucinnéjsimi se ukazaly analogy zobrazené na obr. VIII (str. 12). Analog batzelladinu
K (VI a, str. 12), substituovany nonylem, dosahoval nejvyssi u¢innosti pfi MIC 5,99, 2,99,
2,99 a 11,99 umol.l'1 proti Candida albicans, C. glabrata, Cryptococcus neoformans
a Aspergillus fumigatus. Analog batzelladinu K (VIII b, str. 12) prokdazal nejvyssi aktivitu
proti C. krusei, a to pfi MIC 2,90 pmol.I'*. U dal3iho analogu batzelladinu K (VIII ¢, str. 12)
byla pozorovéana nejvy$si aktivita proti Cryptococcus neoformans, MIC byla 1,51 pmol.I™.
Derivat batzelladinu K (IX, str. 12), substituovany methylem a pentylem, byl aktivni proti
vsem vysSe zminénym patogenim, kromé HIV. Samotny batzelladin K v experimentech
prokazal aktivitu pouze proti kmenu Cryptococcus neoformans, proti ostatnim byl

neaktivni.
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Batzelladin K
Vil

a) n=2, R'=CgH1s

b) n=3, R'=CgH1s
¢) n=3, R'=CH,CH,Ph(m-CHs)

Derivaty odvozené od Batzelladinu K

Vil

n=3, R'=CsHy,

Derivaty odvozené od Batzelladinu K

IX

Jiny vyzkum byl zaméfen na pfipravu fady bis dihydropyrimidinovych slougenin®?, jez byly
nasyntetizovany reakci dapsonu s acetylacetoacetidtem za vzniku N*-4-[4-(2-

oxopropylkarboxamido)fenylsulfonyl]fenyl-3-oxobutanamidu.
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Nasledovala reakce s guanidinium chloridem a odpovidajicim aldehydem
s katalytickym mnoZstvim p-toluensulfonové kyseliny (PTSA) v pfitomnosti methanolu. Nové
vzniklé molekuly byly testovany na antimykobakteridlni aktivitu proti Mycobacterium
tuberculosis a isoniazid (INH) resistentni M. tuberculosis.

Nejslibngjdi  aktivitu vykazoval —N°-(4-4-[6-(4-fluorofenyl)-2-imino-4-methyl-1,2,3,4-
tetrahydro-5-pyrimidinylcarboxamido]fenylsulphonylfenyl)-6-(4-fluorofenyl)-2-imino-4-
methyl-1,2,3,4-tetrahydro-5-pyrimidinkarboxamid (X), a to s MIC mezi 0,08 aZ 0,10 pmol.I™".

H

O\ / N

I < > % NH
NH N
Hoe

H CHg
N NH@l
= /N

— O

O
S

H

F
N>-(4-4-[6-(4-fluorofenyl)-2-imino-4-methyl-1,2,3,4-tetrahydro-5-
pyrimidinylcarboxamido]fenylsulphonylfenyl)-6-(4-fluorofenyl)-2-imino-4-methyl-1,2,3,4-
tetrahydro-5-pyrimidinkarboxamid
X

Dalsi ze studii se zabyvala syntézou sérii derivatu benzylsuIfanyl—fenylamim‘]ls. Slouéeniny
XI-XIV (str. 15) vykazaly nejvétsi potencidlni antifungdlni aktivitu. Tyto latky byly zkoumany
na kmenech C. albicans a C. glabrata, pficemzZ u vSech c¢tyr latek dosahovala MIC hodnot
mensich nez 10 umol.I-1. Zakladni skelet bez substituovaného guanidinu vykazoval aktivitu
nizsi, molekuly s nesubstituovanou aminovou skupinou fungicidni efekt zcela postradaly.
Dalsi testy probihaly na kombinovaném biofilmu s kmeny
C. albicans a Staphylococcus epidermidis, coz jsou béiné se vyskytujici patogeny
u katetrizovanych pacientd. Derivaty benzylsulfanyl-fenylamint (XI, str. 14) a (XIl, str. 14)

vykazovaly kombinaci zdroven dobré fungicidni i antibakterialni aktivity. Testy na toxicitu

13



a in vivo ucinnost probihaly na C. albicans infikovanych Cervech Caenorhabditis elegant
a bylo pfi nich zjisténo, Ze latky (XI) a (XIll) jsou méné toxické pro tento organismus nez zbylé
dva derivaty. In vivo ucinnost se potvrdila prezitim vétSiho mnozstvi Cervl predstavujicich

minihostitelsky model.

Br S
QN j
/)\
N NH
Br i
Derivat benzylsulfanyl-fenylaminu

Xl
S
o i
/)\
Cl N NH

Derivat benzylsulfanyl-fenylaminu

Xll
[ /O
/@\/\ i
/)\
Br S N NH

Derivat benzylsulfanyl-fenylaminu

Xl
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Br

Br S NH B
| cl
Derivat benzylsulfanyl-fenylaminu

XV

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit sérii novych molekul obsahujici
guanidinovou skupinu a nasyntetizovat latky potencidlné aktivni proti fungalnim
a mykobakterialnim patogentm. Tuto aktivitu lze predpokladat pravé ze strukturalni
podobnosti s latkami jiz vyvinutymi a popsanymi, a to nejen na katedfe anorganické
a organické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, ale i na jinych pracovistich po

celém sveété.
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2. Metodicka cast

7 w7

2.1. Chemicka c¢ast

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo ptipravit dvé latky ze skupiny 1-(5-
methyl-2-alkylsulfanyl)fenylguanidinG a ddle 1-(5-methyl-2-dodecylsulfanyl)fenyl-3,3-
dimethylguanidin. DalS$im cilem byl pokus o vytvoreni metodiky pro oxidaci sulfidického

atomu siry v nasyntetizovanych molekulach.

2.1.1. Priprava sulfidi

V prvnim kroku syntézy bylo zapotrebi pfipravit prislusné molekuly 4-alkylsulfanyl-3-
nitrotoluenu. Jedna se o sulfidy, jez jsou chemicky obdobou ether(l, atom kysliku je vsak
nahrazen atomem siry. Obecné lze jejich vzorec napsat jako R' — S — R% Dva volné
elektronové pary na atomu siry davaji témto latkam slabé bazicky charakter.

Sulfidy lze pripravovat nékolika zplsoby. Mezi nejcastéji pouzivané patii alkylace
a arylace thiol(, které se v bazickém prostredi stavaji nukleofilnim ¢inidlem, za coz zodpovida
praveé silné nukleofilni atom siry. Dale Ize pfipravit napfiklad aromatické diarylsulfidy pomoci
Friedel-Craftsovy arylace”’15 dichlordisulfanu aromatickymi uhlovodiky. Katalyzatorem
téchto reakci byva chlorid hlinity nebo Zelezo.

V této experimentalni praci byly sulfidy pfipraveny reakci alkanthiol(i s 4-chlor-3-
nitrotoluenem v suchém dimethylformamidu, a to za pfitomnosti uhli¢itanu draselného
a &erstvé pripravené aktivni médi, jez plnila funkci katalyzatoru®®*’.

Schéma reakce:

CH, CHs

RSH

Y

-HCl

Cl
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2.1.2. Redukce nitrosloucenin

Pfi redukci nitrosloucenin na aminy jsou jeden nebo oba atomy kysliku nitroskupiny
nahrazeny vodikem. Tato reakce je zavisld na pH prostfedi a mulzZe probihat dvéma
zpUsoby®. V kyselém prostiedi se za p¥itomnosti kyseliny chlorovodikové provadi ptisobenim
Zeleza, cinu nebo zinku. Za téchto podminek se nitroskupina redukuje na nitrososkupinu,
kterd dale reaguje pres hydroxylaminovou skupinu na amin (viz schéma a). Alkalické
prostfedi podporuje spiSe tvorbu bimolekuldrnich latek jako meziproduktl. Provadi se

pusobenim zinku a hydroxidu sodného (viz schéma b).

Schéma reakce:

a)
©\ ©
i: N2
NO, N
- > — >
'T‘H NH,
OH
b)
O
ll\ll
+ > >~ ,
-0 N
N/
|\|IH
OH

242
|
Y
zZ—
/
I—=
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Priprava  2-(alkylsulfanyl)-5-methylanilinG  probihala  redukci  alkyl-(4-methyl-2-
nitrophenyl)sulfidil z pfedchoziho reakéniho kroku plsobenim chloridu cinatého. Reakce®

probihala v neutrdlnim prostfedi bezvodého ethanolu pod inertni dusikovou atmosférou.

Schéma reakce:

HsC H3C

Y

2.1.3. Priprava 2-(alkylsulfanyl)-5-methylanilin-chloridi

Pfiprava 2-(alkylsulfanyl)-5-methylanilin-chlorid& probéhla reakci®® etherového roztoku
2-(alkylsulfanyl)-5-methylanilin(i se suchym plynnym chlorovodikem. Vzniklé produkty byly
pouzity do nasledujicich reakci bez dalSiho ¢isténi.

Schéma reakce:

CHs CH,

HCI

Y

H,oN H3N+ cl

2.1.4. Priprava arylguanidint

Priprava arylguanidint probihala reakci amin( s komercéné vyrabénymi kyanamidy.
Reakce probiha za normalniho ¢i zvySeného tlaku. MGze se uskutecnit v roztoku (obvykle
bezvody ethanol) nebo pripadné v taveniné. Pro vznik guanidinl je optimalni zachovat
kyselé prostredi. Pfi pH vyrazné vétSim nez pét ma kyanamid21 tendenci dimerizovat, pH

mensi nez ¢tyfi vede k hydrolyze, ptipadné aminolyze.
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Schéma reakce:

H3C HyC
NCNR!R?
1 /R
: ||Q S
H,N S RZ’N\/ NH
. |

R'=H,CH; ,R*=H,CH;

2.1.5. Oxidace sulfidu

Oxidace sulfidl mize probihat dvéma zpusoby, podle toho, zda byl produkt zoxidovdn
jednoduse na sulfoxid (viz schéma a) nebo zda oxidace probéhla do druhého stupné a dala

tak vzniknout sulfonové kyseliné (viz schéma b).

Oxidace nasyntetizovanych derivat(i guanidinu byla v tomto pfipadé uskutecnéna pomoci

22,23

. / . . / 24 ’ v
manganistanu draselného za vzniku sulfonu nebo peroxidu vodiku®®, ktery vyZadoval

pritomnost chloridu zirkonicitého, za vzniku sulfoxidu. Reakce s peroxidem probiha velmi
rychle, v fadu jednotek minut.

Schéma reakce:

a)
H,C
3 H,C
R Ox.
Il?l S/ - Rl S;O
N NH I I
22N 5N NH R
HH R T
NH
b)
HyC H,C
R' S/R o 1 //o
| - R S\
2N _NH | g O
R \H/ 2N __NH
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2.1.6. Celkové schéma syntézy

Schéma syntézy je znazornéno na ndsledujicim obr. XV.:

CH3 CH3 CH3
RSH SnCl,
K,CO,, Cu, DMF B
NO, 2 7% ! NO: NH
Cl S
R™ R/S
HCl
CH, CHs
NH NH
I , 1.H,0, 2rC, | . L R'RINCN R\S
M e M g FRRNY
NH °N 2. KMnO NH N7 H—N"—H
" X B 2. HNO,
0=S—R S H
I R

R=CH3(CH,);SH, CH3(CH,)11SH
R'=H, CH;
R’=H, CHs
X=-, HNO;
Schéma syntézy

XV
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2.2. Mikrobiologicka cast

Hodnoceni novych latek z hlediska biologické aktivity bylo provddéno na sérii
patogennich i nepatogennich kmenU plisni na katedre biologickych a lékarskych véd
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Ke stanoveni antifungalni aktivity bylo vyuzito metody mikrodilu¢niho bujonového testu
in vitro. Tkdnovym médiem byl RPMI 1640 s glutaminem (SEVAPHARMA) pufrovany 0,165
mol.I" morfolinopropansulfonovou kyselinou (MOPS, Sigma) na pH 7,0. Latky byly testovéany
na osmi kmenech potencidlné patogennich hub: Candida albicans (CA), Candida tropicalis
(CT), Candida glabrata (CG), Trichosporon asahii (TA), Aspergillus fumigatus (AF), Absidia
corymbifera (AC), Trichophyton mentagrophytes (TM).

Dalsi testy probéhly na osmi kmenech bakterii: Staphylococcus aureus (SA), Methicilin
rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis (SE), Enterococcus sp.
(EF), Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumoniae (KP), Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni

(KP-E), Pseudomonas aeruginosa (PA).
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3. Experimentalni ¢ast

7 w7

3.1. Chemicka c¢ast

Pfi experimentech byly pouzity chemikdlie zkomercnich zdrojid. Oktanthiol
a dodekanthiol, 4-chlor-3-nitrotoluen, kyanamid, dimethylkyanamid (Sigma-Aldrich).

K méreni teplot tani byl pouzit mikrovyhtevny stolek Nagema Boétius . Teploty tani jsou
uvedeny bez korekce. Infracervend spektra latek (dale 1C) byla méfena
na spektrofotometrech Nicolet Impact 400 a Nicolet 6700 FT-IR. Spektra nukledrni
magnetické rezonance (dale NMR) byla mérfena na NMR spektrofotometru Varian Mercury
Vx BB 300 v laboratofi VNMR NET na katedfe anorganické a organické chemie. Hmotnostni
spektra latek (ddle LRMS) byla méfena na spektrometru AGILENT Technologies 500 lonTrap v
APCl médu.

Pro tenkovrstvou chromatografii byly jako stacionarni faze pouzity desky SILUFOL UV
254/336, mobilni fazi pak byla soustava hexan : ethanol : triethylamin (8 : 2 : 1). Detekce

byla provadéna pod UV lampou pfti vinové délce 254 nm.
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3.1.1. Priprava aktivni médi?>

Molarni hmotnost: 63,55 g.mol™

/

Zn + CuSsO, - ZnsO, + Cu

60,00 g (0,240 mol) pentahydratu siranu médnatého bylo za horka rozpusténo v 210
ml vody. Po vychladnuti bylo postupné do roztoku pfidano 18,00 g (0,275 mol) praskového
zinku. Tato smés byla po dvou hodinach opakované dekantovana horkou vodou. Pro
odstranéni nadbyte¢ného zinku byla smés ddle promyvana 5% roztokem kyseliny
chlorovodikové, dokud neustal vyvoj vodiku. Méd' pak byla dale opét dekantovédna vodou az
do neutralni reakce a konecné také trikrat absolutnim ethanolem. Zfiltrovana aktivni med'

byla po vysuseni ve vaku ihned pouZita do nasledujici reakce.
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3.1.2. Priprava oktyl-(4-methyl-2-nitrophenyl)sulfidu

Molarni hmotnost: 281,41 g.mol™

CHj CHz

Y

+
CH,(CH,)-SH
3 277 -HCl

Cl S<
(CH,),CH,

Ke smési 10,00 g (7,7 ml, 0,0583 mol) 4-chlor-3-nitrotoluenu v 88 ml bezvodého N,N-
dimethylformamidu bylo pfidano 15,3 g (0,118 mol) bezvodého uhli¢itanu draselného, 2,20 g
(0,0350 mol) aktivni médi a 10,24 g (0,070 mol) oktanthiolu. Smés byla zahtivana na olejové
Idzni na 150 °C po dobu deviti hodin.

Pribéh reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (stacionarni faze:
silikagel, SILUFOL UV 254/366, mobilni faze: hexan : ethanol : triethylamin =8:2: 1).

Po ukondéeni reakce byla smés ihned zfiltrovana a po ochlazeni byla pfidana voda.
Surovy produkt byl ponechdn vchladu krystalovat. Produkt byl opakované Ccistén
rekrystalizaci z ethanolu.

Byla namétena nize uvedena IC, NMR a hmotnostni spektra: IC-1, NMR-1a (*H NMR),
NMR-1b (**C NMR) a LRMS-1.

Vytézek reakce: 14,3 g (87%)
Teplota tani produktu: 26,9 °C- 27,4 °C
LRMS (APCI) m/z 282,3 [M+H]* (100%)
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IC-1: oktyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid
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oktyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid

NMR -1a
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oktyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid

NMR-1b
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oktyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid
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3.1.3. Priprava 5-methyl-2-(oktylsulfanyl)anilinu

Molarni hmotnost: 251,43 g.mol™

Y

S\ /S
(CH,);CH3 H5C(H,C)-

5,00 g (0,0138 mol) 4-oktylsulfanyl-3-nitrotoluenu bylo smichano s 20,55 g (0,088
mol) dihydratu chloridu cinatého a 50 ml ethanolu (99,9%). Smés byla za stdlého michani
pod zpétnym chladi¢em v ochranné atmosfére dusiku zahtivdna na 70 °C po dobu 5,5 hodiny.
Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (stacionarni faze: silikagel, SILUFOL UV 254/366,
mobilni faze: hexan : ethanol : triethylamin =8 : 2 : 1).

Po ukonéeni reakce byla smés ponechana vychladnout a poté byla zalkalizovana
roztokem hydroxidu sodného (10%). Produkt byl pétkrat vytfepdvan do ethylacetatu
a spojené organické faze byly vysuseny bezvodym siranem sodnym. Celd smés byla
zfiltrovdna a rozpoustédlo vakuové oddestilovdano. Produkt byl cistén rekrystalizaci
z ethanolu.

Bylo naméfeno nize uvedené IC spektrum IC-2.

Vytézek reakce: 4,0 g (89%)

Teplota tani produktu: 51,5 °C — 52,8 °C
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IC-2: 5-me4thyl-2-(oktylsulfanyl)anilin
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3.1.4. Priprava 5-methyl-2-(oktylsulfanyl)anilinium chloridu

Molarni hmotnost: 287,89 g.mol™

CHs CH,

Y

HCl _
cl

+

H,N H3N

S _S
H3C(H,C); H3C(H,C)7

4,00 g (0,0159 mol) 5-methyl-2-(oktylsulfanyl)anilinu byly rozpustény v minimalnim
mnozstvi bezvodého diethyletheru a smés byla vloZena do ledové lazné. Pfi stdlém chlazeni
byla smés sycena plynnym chlorovodikem po dobu 23 minut. Po ukonceni reakce byla smés
na 72 hodin vloZena do -20 °C. Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a promyty suchym

diethyletherem a bez dalSiho ¢isténi pouzity do nasledujici reakce.

Vytézek: 3,5 g (77%)
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3.1.5. Priprava 1-[5-methyl-2-(oktylsulfanyl)fenyl]guanidinium nitratu

Molarni hmotnost baze: 293,47 g.mol™

Molarni hmotnost dusi¢nanu: 356,48 g.mol™

P CH
3
) o+ NH,CN - '|\|'H
HaN
! H,N NH
HaC(H,0); et
3 2%~)7
CHy ,/HNo3
I|\|IH
HoN'™ O NH
- S
NOs  H,cH,0)F

1,00 g (0,00347 mol) 5-methyl-2-(oktylsulfanyl)anilinium chloridu byl za laboratorni
teploty didkladné promichano s 0,14 g (0,00333 mol) kyanamidu a za stalého michani byla
tato smés tavena pri teploté 130 °C. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (stacionarni
faze: silikagel, SILUFOL UV 254/366, mobilni faze: hexan : ethanol : triethylamin = 8 : 2 : 1).
Reakéni ¢as byl 25 minut.

Po ukonceni reakce byla vznikla smés za horka rozpusténa ve vodé a po vychlazeni
bylo pfidano nékolik kapek kyseliny dusi¢né do kyselé reakce (kontrola pH papirkem). Smés
byla uloZena do lednice ke krystalizaci. Produkt byl ¢istén opakovanou rekrystalizaci ze smési
voda : ethanol (5 : 1).

Byla naméfena nize uvedena I, NMR a hmotnostni spektra: IC-3, NMR-2a (*H NMR),
NMR-2b. (33C NMR) a LRMS-2.

Vytézek reakce: 0,7 g (57%)
Teplota tani produktu: 81,5 °C — 82,7 °C
LRMS (APCI) m/z 294,4 [M+H]* (100%)
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IC-3: 1-[5-methyl-2-(oktylsulfanyl)phenyl]guanidinium nitrat
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NMR-2a: 1-[5-methyl-2-(oktylsulfanyl)phenyl]guanidinium nitrat
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1-[5-methyl-2-(oktylsulfanyl)fenyl]guanidini

NMR-2b
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LRMS-2: 1-[5-methyl-2-(oktylsulfanyl)fenyllguanidinium nitrat
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3.1.6. Priprava dodecyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfidu

Molarni hmotnost: 337,52 g.mol™

CH, CHs

K,CO,, Cu

Y

CH4(CH SH
+ 3(CH2) 1 Hel
OzN O,N

Cl s
H3C(H,C)1q

K 20,00 g (0,117 mol) 4-chlor-3-nitrotoluenu bylo ptiddno 175 ml bezvodého N,N-
dimethylformamidu. Kvytvorené smési bylo pfiddno 30,61 g (0,221 mol) bezvodého
uhli¢itanu draselného, 4,45 g (0,070 mol) aktivni médi a 28,31 ml (0,0141 mol)
dodecanthiolu. Smés byla zahfivana na olejové lazni na 150 °C po dobu deseti hodin. Pribéh
reakce byl sledovan pomoci tenkovrstvé chromatografie (stacionarni faze: silikagel, SILUFOL
UV 254/366, mobilni faze: hexan : ethanol : triethylamin = 8 : 2 : 1). Po ukonceni reakce byla
smés ihned zfiltrovana a po ochlazeni byla pfidana voda. Surovy produkt byl ponechdn
v chladu krystalovat 24 hodin. Produkt byl tfikrat ¢istén rekrystalizaci z ethanolu.

Byla naméfena nize uvedena I, NMR a hmotnostni spektra: IC-4, NMR-3a (‘*H NMR),
NMR-3b (*3C NMR) a LRMS-3.

Vytézek reakce: 33,5 g (85%)
Teplota tani produktu: 45,0 °C—46,5 °C
LRMS (APCI) m/z 338,4 [M+H]* (100%)
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IC-4: dodecyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid
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dodecyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid

NMR-3a
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dodecyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid

NMR-3b
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dodecyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid

LRMS -3
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3.1.7. Priprava 5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)anilinu

Molarni hmotnost: 307,53 g.mol™

CH, CH,
SnCl,
O,N H,N
S\ /S
(CH,),,CH3 H3C(H2C) 11

10,00 g (0,0296 mol) dodecyl-(4-methyl-2-nitrophenyl)sulfidu bylo smichdno s 66,85 g
(0,282 mol) dihydratu chloridu cinnatého a 240 ml ethanolu (99,9%). Smés byla za stalého
michdani pod zpétnym chladi¢em v ochranné atmosfére dusiku zahfivana na 70° C po dobu
pét hodin. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (stacionarni faze: silikagel, SILUFOL UV
254/366, mobilni faze: hexan : ethanol : triethylamin=8:2:1).

Po ukonéeni reakce byla smés ponechana vychladnout a poté byla zalkalizovana
roztokem hydroxidu sodného (10%). Produkt byl pétkrat vytfepdvan do ethylacetatu
a spojené organické faze byly vysuSeny bezvodym siranem sodnym. Celd smés byla
zfiltrovdna a rozpoustédlo vakuové oddestilovano. Produkt byl ¢istén rekrystalizaci
z ethanolu.

Byla naméfena nize uvedend IC, NMR a hmotnostni spektra IC-5, NMR-4a (1H NMR),
NMR-4b (**C NMR) a -4.

Vytézek reakce: 7,4 g (82%)
Teplota tani produktu: 91,0 °C-92,9 °C

LRMS (APCI) m/z 308,5 [M+H]" (100%).
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IC-5: 5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)anilin
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5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)anili

NMR-4a
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5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)anili

NMR-4b
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LRMS-4: 5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)anilin
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3.1.8. Priprava 5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)anilinium chloridu

Molarni hmotnost: 343,99 g.mol™

CHs CH,
+ Hcl > cr
H,N HaN"
S _S
H3C(H,C)11 H3C(H,C) 1y

8,00 g (0,0260 mol) 5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)anilinu  bylo  rozpusténo
v minimalnim mnozZstvi bezvodého diethyletheru a uloZeno do ledové lazné. Pfi stalém
chlazeni byla smés sycena plynnym chlorovodikem po dobu 23 minut. Po ukonceni reakce
byla smés uloZena do chladu. Vzniklé krystaly byly odfiltrovany a promyty suchym
diethyletherem. Produkt byl bez dalSiho ¢isténi pouZzit do nasledujici reakce.

Bylo naméfeno nize uvedena IC spektrum IC-6.

Vytézek reakce: 5,9 g (71%)
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IC-6: 5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)anilinium chlorid
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3.1.9. Priprava 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium nitratu

Molarni hmotnost baze: 349,58 g.mol™

Molarni hmotnost dusi¢nanu: 412,59 g.mol™

CH,
CH,
. ot NH,CN - h‘H
HaN
! H,NT O NH
H3C(H,C) 1y cH .S
3 H3C(H2C)ll
HNO,
I|\|IH
HoN' O NH
NO, S
3 H3C(H,C)qq

2,00 g (5,81x10°  mol) 4-methyl-2-dodecylsulfanylanilinium-chloridu bylo za
laboratorni teploty diikladné promichano s 0,24 g (5,58x10 mol) kyanamidu a za stalého
michani taveno pfi teploté 130 °C. Pribéh reakce byl sledovan pomoci TLC (stacionarni faze:
silikagel, SILUFOL UV 254/366, mobilni faze: hexan : ethanol : triethylamin = 8 : 2 : 1).
Reakéni ¢as byl 25 minut.

Po ukonceni reakce byla vznikla smés za horka rozpusténa ve vodé a po vychlazeni
bylo pfidano nékolik kapek kyseliny dusi¢né do kyselé reakce (ovéreno pH papirkem). Smés
byla uloZena do chladu ke krystalizaci. Produkt byl ¢istén opakovanou rekrystalizaci ze smési
voda : ethanol (3 : 1).

Byla naméfena nize uvedena IC, NMR a hmotnostni spektra I1€-7, NMR-5a (*H NMR), NMR-5b
(**C NMR) a LRMS-5.

Vytézek reakce: 1,65 g (81%)
Teplota tani produktu: 73,5 °C - 75,0 °C

LRMS (APCI) m/z 350,5 [M+H]" (100%)
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IC-7: 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium nitrat
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NMR-5a: 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium nitrat
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1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium nitrat

NMR-5b
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LRMS-5: 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium nitrat
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3.1.10. Priprava 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]-3,3-

dimethylguanidinu
Molarni hmotnost: 377,63 g.mol™

CH
3 (CH2)11CH3
HsC S

Y

. cr + /N—CN
H.N H,C NH
S AR

H3C(H2C) 14 H,C NH CH,

2,00 g (581x10° mol) 4-methyl-2-dodecylsulfanylanilinium-chloridu bylo za
laboratorni teploty dtkladné promichano s 0,41 g (5,85x10™ mol) dimethylkyanamidu a za
stdlého michani taveno pfi teploté 130 °C. Prubéh reakce byl sledovdan pomoci TLC
(stacionarni faze: silikagel, SILUFOL UV 254/366, mobilni faze: hexan : ethanol : triethylamin
=8:2:1). Reakéni ¢as byl 30 minut.

Po ukonceni reakce byla reakéni smés rozpusténa v horké vodé a po ochlazeni byla
smés zalkalizovdna 10% roztokem NaOH. Produkt byl pétkrat vytfepan do ethylacetatu.
Spojené organické faze byly suseny bezvodym siranem sodnym a byly vakuové odpareny.
Ziskany produkt byl rozpustén v hexanu a uloZen do chladu na 48 hodin ke krystalizaci.
Produkt byl ¢istén opakovanou rekrystalizaci z hexanu.

Byla naméfena nize uvedena I, NMR a hmotnostni spektra: IC-8, NMR-6a (‘*H NMR),
NMR-6b (**C NMR) a LRMS-6.

Vytézek reakce: 1,45 g (66%)
Teplota tani produktu: 45,5 °C- 46,5 °C
LRMS (APCI) m/z 378,6 [M+H]" (100%)
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IC-8: 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]-3,3-dimethylguanidin
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NMR-6a: 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]-3,3-dimethylguanidin
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1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]-3,3-dimethylguanidin

NMR-6b
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LRMS-6: 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]-3,3-dimethylguanidin
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3.1.11. Priprava 1-(5-methyl-2-dodecylsulfinyl)fenylguanidinium

nitratu

Molarni hmotnost: 381,55 g.mol™

HaC :
S<
H,N

@]

S
NH HaC NH
|| PN
NH HNT XNH
HNO,
(@]
Il
S<
(CH;)1,CH3
HaC NH

+/g
H,N NH

NO5

Ke smési 0,10 g (0,286 x 10 mol) 1-(5-methyl-2-dodecylsulfanyl)fenylguanidinium
nitratu , 0,13 g (0,575 x 10 mol) chloridu zirkoni¢itého a 7,0 ml methanolu bylo za stalého
michdani pfidano 0,19 g (30%, 5,59 x 10 mol, 0,16 ml) peroxidu vodiku. Pribéh reakce byl
sledovan pomoci TLC (stacionarni faze: silikagel, SILUFOL UV 254/366, mobilni faze: hexan :
ethanol : triethylamin=8:2:1).

Reakce byla po tfech minutach ukoncena pfidanim 20 ml vody. Produkt byl
vytfepavan pétkrat do ethylacetatu a spojené organické faze byly vakuové odpareny. Pro
neuspésnost rekrystalizace z vody, ethanolu nebo jejich smési v riznych pomérech byl
produkt ciStén a délen na sloupcové chromatografii (stacionarni faze: praskova celuldza,
mobilni faze ethanol : voda = 2 : 1). Pfes opakovanou snahu o precisténi se nepodafilo ziskat
latku v krystalické forme.

Bylo naméFeno nize uvedené IC spektrum IC-9.

I€ spektrum: v(S=0): 1017 cm™.
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IC-9: 1-(5-methyl-2-dodecylsulfinyl)fenylguanidinium nitrat
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3.1.12. Priprava  1-(5-methyl-2-dodecylsulfonyl)fenylguanidinuium

nitratu

Molarni hmotnost: 381,55 g.mol™

H,C 0
\\S¢O
\
S/(CH2)11CH3 KMnO, (CH,);,CH4
H,N NH

Y

HaC NH
\H/ 3 J
N
NH HNO, HN" XNH
\\57O
\
(CH,)1,CHy
HaC NH

+

: N
NOs  p,N™" “NH

0,20 g (0,572 x 107 mol) 1-(5-methyl-2-dodecylsulfanyl)fenylguanidinium nitratu bylo
rozpusténo v 70,0 ml vody. Po rozpusténi bylo pfidano 0,05 g (0,0316 mol) manganistanu
draselného a za stdlého michani byla smés ponechana reagovat nékolik minut. Pribéh
reakce byl sledovan pomoci TLC (stacionarni faze: silikagel, SILUFOL UV 254/366, mobilni
faze: hexan : ethanol : triethylamin = 8 : 2 : 1). Po ukonceni reakce bylo pfidano nékolik
kapek kyseliny dusicné a ponechdno v lednici krystalovat. Krystaly se ani po opakovaném

¢isténi aktivnim uhlim nepodafilo ziskat a produkt se pravdépodobné zacal rozkladat.
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3. Mikrobiologicka cast

Tri nasyntetizované latky, uvedené nize v pfilozené Tabulce 1 (str. 63), byly testovany na
vybranych kmenech potencidlné patogennich hub: Candida albicans (CA), Candida tropicalis
(CT), Candida glabrata, (CG), Candida krusei (CK) Trichosporon beigelii (TB), Aspergillus
fumigatus (AF), Absidia corymbifera (AC), Trichophyton mentagrophytes (TM).

Dalsi testy probéhly na osmi kmenech bakterii: Staphylococcus aureus (SA), Methicilin
rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA), Staphylococcus epidermidis (SE), Enterococcus sp.
(EF), Escherichia coli (EC), Klebsiella pneumoniae (KP), Klebsiella pneumoniae ESBL pozitivni
(KP-E), Pseudomonas aeruginosa (PA). Ucinnost téchto kmend bakterii byla porovnavdna
s aktivitou vybranych antibiotik (neomycin (neom), bacitracin (bac) a penicilin (pen)).

Minimalni inhibi¢ni koncentrace danych slou¢enin (MIC, umol.I'") testovanych na osmi
vybranych kmenech plisni jsou uvedeny nize v pfiloZzené Tabulce 2 (str. 64).

Minimalni inhibi¢ni koncentrace danych slou¢enin (MIC, umol.I") testovanych na osmi
vybranych kmenech bakterii jsou uvedeny nize v pfilozené Tabulce 3 (str. 65).

MIC byla méfena pro ICg (inhibi¢ni koncentrace; koncentrace vyvoldvajici 80% inhibici

daného parametru).
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Tabulka 1: Prehled testovanych nasyntetizovanych latek.

kod

nazev

vzorec
a 1-[5-methyl-2-(oktylsulfanyl)phenyl]guanidinium nitrat CHg
NH
+J|\
HaN™™ ONH
: S
NO3  H,C(H,C)7
b 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)phenyl]guanidinium nitrat CHs
NH
+J|\
HaNT™ NH
NO5 S
H3C(H,C) 14
c 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)phenyl]-3,3- SCH2)7CH3
dimethylguanidin S
HC o NH
N—=
/7 N\
HaC NH CH,
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Tabulka 2: Uéinek testovanych latek na osm vybranych kmenG plisni v porovnani

s dodinem (dod) a ketokonazolem (ket).

Plisné
Testovana latka (kod)- Referenéni hodnoty MIC/I1Cso
KMEN (kéd) | ¢as MIC/ICe0
a b C dod ket
24h | 62,5 15,62 3,9 7,81 <0,24
A 48h 62,5 15,62 3,9 7,81 <0,24
24h 31,25 15,62 3,9 3,91 1,95
cr 48h 31,25 15,62 3,9 3,91 3,91
24h 31,25 15,62 3,9 3,91 0,98
cK 48h 31,25 15,62 3,9 3,91 0,98
24h 31,25 7,81 3,9 7,81 0,49
€6 48h 31,25 7,81 3,9 7,81 0,49
24h | 62,25 | 15,62 3,9 7,81 <0,24
T8 48h 62,25 15,62 3,9 7,81 <0,24
24h 62,25 15,62 3,9 7,81 7,81
AF 48h 62,25 15,62 3,9 15,63 7,81
24h 250 125 15,62 62,5 31,25
AC 48h 250 125 15,62 62,5 31,25
24h 15,62 7,81 3,9 15,63 0,98
™ 48h 15,62 7,81 3,9 15,63 0,98

MIC - minimdalni inhibi¢ni koncentrace

ICso - inhibicni koncentrace; koncentrace vyvoldvajici 80% inhibici daného parametru
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Tabulka 3: Uéinek testovanych latek na osm vybranych kmen@ bakterii v porovnani

s antibiotiky neomycinem (neom), bacitracinem (bac) a penicilinem (pen).

Bakterie
Testovana latka (kéd)- MIC/ICso Referencni hodnoty MIC/ICso
KMEN (kod) | cas

a b C neom bac pen

24h 3,9 1,95 0,98 3,9 15,62 0,24

SA 48h 3,9 1,95 0,98 3,9 31,25 0,24
MRSA 24h 3,9 1,95 1,95 0,98 15,62 125
48h 3,9 1,95 1,95 0,98 31,25 125

24h 1,95 1,95 0,98 3,9 15,62 31,25

> 48h 1,95 1,95 0,98 7,81 31,25 125
24h 15,62 3,9 1,95 250 31,25 7,81
EF 48h 15,62 3,9 1,95 250 31,25 15,62
24h 31,25 7,81 15,62 0,98 >500 125

EC 48h 31,25 7,81 15,62 0,98 >500 125
24h 31,25 15,62 15,62 0,98 >500 250

kP 48h 31,25 15,62 15,62 0,98 >500 500
24h 31,25 15,62 15,62 0,98 >500 >500

KP-E 48h 31,25 15,62 15,62 0,98 >500 >500
24h 31,25 15,62 15,62 7,81 >500 >500

PA 48h 31,25 15,62 15,62 15,62 >500 >500

MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace

ICgo - inhibicni koncentrace; koncentrace vyvoldvajici 80% inhibici daného parametru
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4. Diskuze

V prvnim kroku syntézy byly reakci alkanthiolu (oktanthiol, dodekanthiol) s 4-chlor-3-
nitrotoluenem pfipraveny produkty oktyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid a dodecyl-(4-methyl-
2-nitrofenyl)sulfid. Reakce s oktanthiolem probihala rychleji diky kratSimu alkanovému
fetézci.

Obé reakce probéhly ve velmi dobrych vytézcich (87%, 85%). Produkty byly cistény
krystalizaci z ethanolu pfi -20°C a jejich Cistota byla kontrolovdna teplotou tani a TLC.

Dalsim krokem byla redukce nitroskupiny na amin, kterd probihala bez obtizi
s vysokou vytéZznosti pohybuijici se okolo 80%.

Pro syntézu guanidini bylo potfeba prevést aminy na amoniové soli, které dale
reagovaly s kyanamidem nebo dimethylkyanamidem. Reakce probihaly dobre. Problémy
nastaly pti rekrystalizaci, nebot bylo obtizné nalézt vhodné rozpoustédlo. Nakonec se pro
nemethylované guanidiny osvédcila kombinace vody a ethanolu vrlznych pomérech
s pfidanim nékolika kapek kyseliny dusi¢né. Vysledny nitrat krystaloval Iépe neZ baze. Pro
dimethylovany guanidin byl vhodny hexan. Pfi pouzZiti hexanu bylo nutné produkt
zalkalizovat a nasledné vytfepat do ethylacetatu a nasledné vysusit a vakuové odpafit, coz
mohlo zpUsobit nizsi vytézek.

Dalsim dlvodem z pocatku neuspésné krystalizace byla pravdépodobné i mala Cistota
produktd, které byly poté precistovany aktivnim uhlim a opakovanou krystalizaci. Metoda
sloupcové chromatografie na silikagelu nebo praskové celuléze se pro Cisténi latek
neosvédcCila z ddvodu naadsorobovani produktu na silikagel nebo naopak pfili§ rychlé
promyti na celuldze. Konecné vytézky dosahovaly pfiblizné 60%.

Atom siry v molekulach derivatd guanidinG byl dale oxidovdan pomoci dvou metod.
Prvnim oxidaénim Cinidlem byl manganistan draselny, ktery oxidoval vychozi latku na sulfon.
Tato reakce nevedla kzisku oxidované Ilatky s odpovidajici Cistotou, jiz by bylo mozné
izolovat krystalizaci. Oddéleni na sloupcové chromatografii nebylo moiné provést.
Opakované pokusy o rekrystalizaci vedly pravdépodobné k rozkladu latky.

Metoda oxidace peroxidem probihala lIépe a rychleji nez s manganistanem. Produktem
této reakce byl sulfoxid, ktery mél tendenci ve formé nitratu krystalovat |épe nez sulfon
z reakce s manganistanem. TotoZnost této latky Ize pfedpokladat z naméfeného IC spektra
IC-9 (str. 60), na kterém je vidét valenéni vibrace S=O skupiny p¥i 1017 cm™. Vzhledem k
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velmi malé vytéinosti a nedostatku vychozi latky nebylo moiné latku 1-(5-methyl-2-
dodecylsulfinyl)fenylguanidinium nitrat ziskat v krystalické formé v takovém mnoZstvi, které
by umoznilo charakterizaci a testovani.

Charakterizace latek a ovéfovani struktury bylo provedeno pomoci TLC, IC, NMR a
LRMS spektrometrie a teploty tani. NMR spektra jsou uvedena pouze u v literature dosud
nepopsanych latek.

Latky byly testovany na antifungdini a antibakteridlni aktivitu pomoci mikrodilu¢niho
bujénovéhu testu. Hodnoty uvedené v Tabulce 2 (str. 64) a Tabulce 3 (str. 65) dokazuji, Ze
vSechny zkoumané latky jsou proti vybranym patogenlm ucinné.

Latka 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)phenyl]-3,3-dimethylguanidin je dle wvysledka
nejucinn&jéi proti plisiovym patogentim. MIC se pohybovala v rozmezi 3,9 — 15,62 pmol.I*
Méné aktivni je 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)phenyl]guanidinium nitrat a nejméné 1-[5-
methyl-2-(oktylsulfanyl)phenyllguanidinium nitrat. Ztoho lze usuzovat, Ze se zvysujici se
lipofilitou téchto latek roste také jejich ucinnost.

Zkoumané latky muiZieme oznadit jako fungicidni a baktericidni, coz vyplyvd ze
shodnych vysledk(l po 24 i 48 hodinach testovani. Pri testovani antifungalnich ucink(
vykazovala latka 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)phenyl]-3,3-dimethylguanidin  nejlepsi
vysledky. Ve vsSech pripadech je ucinnéjsi nez srovnavana latka dodin. V porovnani
s ketokonazolem je latka 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)phenyl]-3,3-dimethylguanidin
ucinnéjsi pouze proti Absidia Corymbifera.

Na vSechny testované bakteridlni kmeny byla ve vSech pripadech, kromé E. coli, opét
nejucinnéjsi latka 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)phenyl]-3,3-dimethylguanidin. Ve srovnani
s ucinnosti antibiotik na vybranych bakteridlnich kmenech byla tato latka ve vSech pfipadech
mnohokrdt ucinnéjsi neZz bacitracin. U bakteridlnich kmenUl Staphylococcus aureus
a Staphylococcus epidermis byla uUcinnost testované latky vyssi nez u neomycinu. Ve
srovnani s penicilinem by tato latka ve vSech pripadech kromé kmenu Staphylococcus aureus
vyrazné ucinnéjsi.

Testovani na vybranych bakteridlnich kmenech ukazalo rovnéz zvysujici se aktivitu
v zavislosti na lipofilité ziskanych latek. V porovnani s aktivitami vybranych antibiotik vykazuji
nové nasyntetizované latky velmi dobrou ucinnost proti vétsiné patogend. Nejaktivnéji opét
pusobila latka 1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)phenyl]-3,3-dimethylguanidin, a to v MIC 0,98
- 15,62 umol.I™.
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Vzhledem k tomu, Ze podle vysledk( stoupd aktivita s narlstajici lipofilitou, mohly by
na provedeny vyzkum navazat dalsi studie, které by objasnily mechanismus Gcinku téchto
latek, a které by ovéfily jejich schopnost vyssi inhibice rlstu patogennich organismi s

narUstajici délkou postrannich retézcu.
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5. Zavér

Vramci diplomové prace bylo nasyntetizovano celkem sedm v literatufe dosud

nepopsanych latek:

1-[5-methyl-2-(oktylsulfanyl)fenyl]guanidinium nitrat

1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium nitrat

1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]-3,3-dimethylguanidin

oktyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid

5-methyl-2-(oktylsulfanyl)anilin

dodecyl-(4-methyl-2-nitrofenyl)sulfid

5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)anilin

Latky 1-[5-methyl-2-(oktylsulfanyl)fenyllguanidinium nitrat, 1-[5-methyl-2-
(dodecylsulfanyl)fenyl]guanidinium nitrat a  1-[5-methyl-2-(dodecylsulfanyl)fenyl]-3,3-
dimethylguanidin byly testovdny na antifungdlni a antimikrobidlni aktivitu na katedre
biologickych a lékarskych véd na Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové. Bylo zjisténo, Ze
narUstajici lipofilita zvySuje antifungdlni a antibakteridlni aktivitu.

Na provedeny vyzkum by mohly navazat dalsi studie, které by objasnily mechanismus
ucinku téchto latek, a které by ovéfily jejich schopnost vyssi inhibice rlstu patogennich

organismu s narUstajici délkou postrannich retézcu.
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