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Klastrové slouceniny boéru jsou anorganické, synteticky pfipravené, trojrozmérné,
klecovité struktury. Boranové klastry, které jsou tvofené pouze atomy boru a vodiku jsou
zcela symetrické slouceniny. Jejich symetrie mize byt narusena endoskeletarni ¢i
exoskeletarni substituci za vzniku nékterych chiralnich sloucenin. Karborany,
podskupina klastrovych sloucenin boru, obsahuji ve své struktuie alespon jeden atom
uhliku, ktery se ucastni exoskeletarni substituce. Mezi chirdlni slouceniny patii také
metallakarborany obsahujici ve své struktufe atom kobaltu (bis(dikarbolidy))
a 7,8-dikarba-nido-undekaboraty, které¢ byly studovany v této praci. Diky specifickym
vlastnostem jako je vysoka lipofilita, metabolicka stabilita a delokalizovany negativni
naboj, mohou byt tyto latky vyuZity pro izosterni substituci fenylu v molekuldch
farmakoforti. Z divodu velkého vyznamu chirality ve farmacii a stoupajiciho z&jmu
o kobalt bis(dikarbolidy) a 7,8-dikarba-nido-undekaboraty je potieba stanovit vhodné
podminky pro jejich chirdlni separaci. Separace téchto latek jiz byla studovana
v minulosti za pouziti vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a B—cyklodextrinu jako
chiralniho selektoru. Ugelem této prace byla chiralni separace karborand s pouzitim
polysacharidovych a chinidinovych chirdlnich selektor. Polysacharidy se fadi mezi
nejucinnéjsi chirdlni selektory a chinidinové selektory jsou diky svému kladnému néboji
vhodné pro separaci aniontll. Bylo dosazeno alespoi ¢astecné separace tfinacti z dvaceti
jedna analyti a byly stanoveny podminky pro separaci kobalt bis(dikarbolidil)

a 7,8-dikarba-nido-undekaboratu.
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Boron clusters are inorganic, synthetically prepared, three-dimensional, cage-like
structures. Boron cluster compounds which are made only of boron and hydrogen atoms
are completely symmetrical. Their symmetry can be disrupted by endo- or exoskeletal
substitution resulting in chiral compounds. Carboranes, subgroup of the boron cluster
compounds, contain at least one carbon atom in their structure and usually include
exoskeletal substitution. Therefore, the metallacarboranes containing cobalt
bis(dicarbollides) and 7,8-dicarba-nido-undecaborates that have been studied can be
found among these chiral structures. Thanks to the specific properties such as high
lipophilicity, metabolic stability and delocalized negative charge, the studied compounds
can be used as isosteric substitution of phenyl ring in pharmacophores. Due to the
growing interest in cobalt bis(dicarbollides) and 7,8-dicarba-nido-undecaborates and the
importance of chirality in pharmacy, suitable conditions for chiral separation need to be
determined. The separation of these substances has been studied in the past using high
performance liquid chromatography and 3-cyclodextrin chiral selectors. The focus of this
study was the chiral separation of carboranes using polysaccharide and quinidine chiral
selectors. Polysaccharides are among the most effective chiral selectors while quinidine
selectors are suitable for the separation of anions due to the positive charge. At least
partial chiral separation was achieved in thirteen out of twenty-one analytes as well as
successfully determining suitable conditions for separation of cobalt bis(dicarbollides)

and 7,8-dicarba-nido-undecaborates.
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1 Uvod

Klastrové slouceniny boru jsou anorganické, syntetické latky, jejichz trojrozmérna
struktura je tvofena atomy boru a vodiku. Nahradou alespoi jednoho atomu boru atomem
uhliku vznikaji karborany, vyznamna podskupina boranovych klastrii. Boranové klastry
skladajici se pouze z atomti boru a vodiku jsou vysoce symetrické slouceniny. Tato
symetrie muze byt naruSena exoskeletarni ¢i endoskeletarni substituci, coz vede
k chiralité¢ nékterych skupin karborant. Pouziti boranovych klastri v mediciné bylo po
dlouhou dobu omezeno pouze na boérovou neutronovou zachytovou terapii, kterd se
vyuziva v 1é€bé nadorovych onemocnéni. Diky svym jedine¢nym vlastnostem jako je
hydrofobicita a vysoka metabolické stabilita 1ze boranové klastry vyuzit k modifikaci

farmakofort, kdy v molekuléach jiz znamych 1é¢iv nahrazuji obvykle fenylové skupiny.

Pro chirdlni separaci téchto sloucenin se nejcastéji vyuziva metoda kapildrni
elektroforézy a vysokoucinné kapalinové chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC). V této praci je studovan vliv polysacharidovych
a chinidinovych chiralnich selektorid na ti¢innost enantioseparace v systému HPLC a jsou
porovnany rozdilné zplsoby navdzani polysacharidovych chirdlnich selektori na

silikagel.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Chiralni separace
2.1.1 Izomerie

[zomery jsou molekuly o stejném sumarnim vzorci, které se odliSuji uspofaddnim atoma
v molekule (konstitucni izomery) ¢i v prostoru (prostorové izomery). Konstituénimi
izomery jsou molekuly lisici se usporadanim uhlovodikovych fetézct, typem funkcénich
skupin nebo umisténim néasobnych vazeb v molekule. Prostorové izomery,
tzv. stereoizomery, se liSi uspofddanim atomti v prostoru. K tomuto rozdilnému
usporddani dochdzi na tzv. chirdlnich centrech, jejichz ptitomnost udava chiralitu dané
molekuly. Nejcastéjsim centrem chirality organickych slou¢enin je atom uhliku s ¢tyfmi
riznymi substituenty. Stereoizomery rozdélujeme na enantiomery a diastereoizomery.
Enantiomery jsou vzdjemné neztotoznitelné¢ zrcadlové obrazy, majici v achirdlnim
prostiedi stejné fyzikdlni a chemické vlastnosti. LiSi se vSak ve sméru otaceni
polarizovaného svétla, kdy enantiomery stacejici rovinu polarizovaného svétla po sméru
hodinovych rucicek jsou oznaovany (+) a enantiomery stacejici rovinu polarizovaného
svétla proti sméru hodinovych rucicek jsou oznacovany (-). Smés enantiomerd v poméru
1:1 se nazyva racemicka smés a neni opticky aktivni. Z divodu identickych fyzikalné-
chemickych  vlastnosti enantiomery nelze separovat pomoci achirdlnich
chromatografickych metod. Molekuly diastereoizomerid nejsou svymi zrcadlovymi
obrazy a obsahuji dvé ¢i vice chirdlnich center. V pfipadé Ze se diastereoizomery lisi
konfiguraci pouze na jednom chirdlnim centru, jedna se epimery. Diky rozdilnym
chemickym a fyzikélnim vlastnostem je mozZné diastereoizomery izolovat v achirdlnich
podminkach [1,2,3]. Vztah mezi stereoizomery efedrinu a pseudoefedrinu znazoriuje

Obrazek ¢.1.

enantiomery enantiomery

OH H ?H H OH H OH H
N, N. N, - N.
Y CHg CHg CHg - CHgy
CHs CHs CHg CHj
(+)-Efedrin (-)-Efedrin (+)-Pseudoefedrin (-)-Pseudoefedrin

\_k//

diastereoizomery

Obrazek €.1 Struktury izomert efedrinu a pseudoefedrinu, ptevzato a upraveno z [4]



Vyslednd konfigurace molekuly v prostoru je na chirdlnich centrech znacena
stereochemickymi deskriptory, nejcasteji R a S. Konfigurace substituentl na chiralnim
centru podle klesajici priority ve sméru hodinovych rucicek je oznacovana
R (podle lat. rectus=pravy), oznaceni S (lat. sinister=levy) je pro skupiny chirdlniho centra
které jsou usporadany dle klesajici priority proti sméru hodinovych rucicek (Obrazek ¢.2).
Priorita tazeni skupin chirdlniho centra se fidi protonovym c¢islem jednotlivych
substituentl dle Cahn-Ingold-Prelogova pravidla [1,2]. Dalsi typ stereochemickych
deskriptor L a D vychazi z Fisherovy projekce, vyuzivané pii popisu struktury

aminokyselin a sacharidi [1].

?Hs CH,
g
H4 “CcH,cH, cH,cHy \'H
HO OH

Obrazek ¢.2 Struktury (S)-butanolu (vlevo) a (R)-butanolu (vpravo),

pievzato a upraveno z [5]

2.1.2 Vyznam chirality v pFirodé a ve farmacii

Chiralita je pfirozenym jevem vyskytujicim se v pfirodé. Mezi chiralni latky se fadi
mnoho biologickych sloucenin vcetné proteini, enzymi, sacharidli a hormonti. Na rozdil
od abiotickych chirdlnich latek se vétSina ptfirodnich asymetrickych sloucenin vyskytuje
dominantné v jedné enantiomerni formé&. Typickym piikladem jsou aminokyseliny
vyskytujici se jako L-izomery a sacharidy ptirodniho ptivodu ve formé D-izomert [2,6].
Dusledkem chiralniho prostiedi zivych organismil je rozdilné chovani enantiomerd
xenobiotik v lidském téle. Jelikoz farmakokinetické procesy jako je absorpce, distribuce,
metabolismus a vylu¢ovani Casto upfednostituji jeden z paru enantiomerd, mohou byt
u enantiomert stejného 1é¢iva pozorovany odlisné biologické vlastnosti [6,7]. Castym
jevem je odliSna farmakologické aktivita paru enantiomert, kdy pojem eutomer oznacuje
farmakologicky aktivnéj$i izomer, zatimco jeho opak je nazyvan distomer. Distomer
muze rovnez vykazovat aktivitu odliSnou, zpiisobovat vedlejsi Gcinky, plsobit jako

antagonista ¢i zptisobovat toxicitu [7,8].
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Zvlaste fatalnim ptipadem odlisné aktivity enantiomeru a jejich toxicity byla v poloviné
20. stoleti thalidomidovéa aféra, kdy byl 1ék thalidomid podavan téhotnym zenam jako
sedativum. Uzivani thalidomidu vedlo k zavaznym malformacim embryi, které byly
zpusobené teratogennim pusobenim (S)-enantiomeru. Jelikoz je (S§)-enantiomer
v lidském téle racemizovan, nelze vyloucit teratogenni pusobeni ani pii podani

neskodného (R)-enantiomeru (Obrazek ¢€.3) [6,9].

racemizace

(5)-thalidomid (R)-thalidomid

Obrazek ¢.3 Struktura thalidomidu, pfevzato a upraveno z [9]

Z divodu zvySujicich se pozadavkid na bezpecnost a ucinnost 1é¢iv vydala FDA
(Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv, USA) v roce 1992 pokyny pro p¥isnéjsi hodnoceni
jednotlivych enantiomerdi a pro vyvoj novych chirdlnich 1éCiv, které uptednostiiuji
pfipravu enantiomerné Cistych sloucenin oproti racematim [6,8,10]. V disledku téchto
nafizeni se farmaceutické firmy zacaly zabyvat takzvanym chiral-switchingem. Tento
pojem byl zaveden Agranatem a Canerem vroce 1999 [11] a vyjadfuje vznik
enantiomerng¢ Cisté latky z chiralniho 1é¢iva, které bylo diive vyvinuto jako racemat nebo
sm¢s diastereoizomert. Piiklady 1é¢iv, u kterych byl proveden chiral-switching zobrazuje

Tabulka €. 1. Potencidlnimi vyhodami zavedeni chiral-switchingu jsou [12]:

a) Lepsi terapeuticky index z ditvodu zvySené G€innosti a selektivity a sniZzeni poctu
vedlejSich tcinkt

b) SniZend tendence vzniku lékovych interakci

¢) Rychlejsi nastup ucinku

d) Redukce davky
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enantiomerné Cistou verzi. Divodem byl dikaz vice neZz stonasobné aktivity
(S)-enantiomeru jako inhibitoru enzymu cyklooxygenazy 1 oproti (R)-enantiomeru [12].
V néekterych piipadech miize samostatna studie enantiomerni aktivity odhalit také nové
biologické pilisobeni. Ptikladem tohoto jevu je (S)-fluoxetin vykazujici terapeutické
ucinky v prevenci migrény, zatimco u racemického 1éku se tyto ucinky nevyskytuji [7].
Pfitomnost obou enantiomera v racemické smési mtize byt ovSem v nékterych ptipadech
prospésna, to lze vysvétlit farmakodynamickymi ¢i farmakokinetickymi interakcemi
mezi parem enantiomerd, jejichz nasledkem je prevence toxicity jednoho enantiomeru
enantiomerem druhym. Pfikladem je molekula labetalolu, jejiz izomer dilevalol byl
stazen z trhu z dGvodu zvySené hepatotoxicity ve srovnani s jeho racemickou smési [6].
Ackoliv ne vzdy pfinese pouziti Cistého enantiomeru terapeuticky pfinos, pocet novych

stereochemickych 1é¢iv patentovanych v posledni dob¢ stale roste [7].

Tabulka ¢.1 Priklady 1é¢iv a jejich chiral-switchingu [6]

Lécivo Enantiomer Stereochemie Pisobeni enantiomeru
ofloxacin levofloxacin (S) (-) -ofloxacin antibakterialni
ibuprofen dexibuprofen (S) (+) - ibuprofen protizanétlive

ketoprofen dexketoprofen (S) (-) -ketoprofen protizanétlivé
omeprazol esomeprazol (S) (-) -omeprazol inhibitor protonové
pumpy
cetirizin levocetirizin (R) (-) - cetirizin H-1 antihistaminikum
citalopram escitalopram (S) (+) - citalopram antidepresivum (SSRI)

12



2.1.3 Mechanismus chiralni separace

Mechanismus chirélni separace 1ze popsat pomoci modelu tiibodové interakce, ktery byl
poprvé piedstaven v roce 1933 Eassonem a Stedmanem [13]. V plivodni interpretaci
tohoto modelu bylo uvedeno, Ze pro Uspésné chirdlni rozpoznavani jsou vyzadovany
alesponn tfi na konfiguraci zavislé, pritazlivé interakce mezi chirdlnim selektorem
a chiralnim substratem (Obrazek ¢.4). Mnohdy byl ovSem opomijen Ctvrty pozadavek
tykajici se pristupnosti k receptoru, ktery je Casto pfistupny pouze z jedné strany [14].
Ackoliv je v dnesni dob¢ jiz zndmo Ze na enantioseparaci se podileji jak sily pfitazlivé,
tak odpudivé, tento model je pro sviij priznive ilustraéni charakter stale pouzivan [1,2,15].
Molekularni interakce uplatiiujici se v enantioseparaci popisuje Tabulka ¢. 2. Chiralni
separace enantiomerti probihd za tvorby reverzibilnich diastereoizomernich komplexi

(pfima metoda) nebo ireverzibilnich diastereoizomert (nepfima metoda) [1].

-
B s
? c |

D.

C'

Obrazek ¢. 4 Ttibodovy interakéni model chirdlni separace, ptevzato a upraveno z [16]
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Tabulka ¢ .2 Typy interakci v chiralni separaci [17]

typ interakce

charakter interakce

sila interakce

coulombické sily

vodikova vazba

stérické stinéni

ion-dipol

dipol-dipol

dipdl-indukovany dipol

disperzni interakce

pritazlivé i odpudivé

pfitazliva

repulzni

pritazlivé

ptitazlivé

pritazlivé

pfitazlivé

ptitazlivé

14

velmi silné

velmi silna

velmi silné

silné

silné

stfedni

slabé

slabé



2.1.4 Pfim4a metoda chiralni separace

Pii pfimé metod¢ dochdzi k tvorbé piechodnych diastereoizomernich komplext mezi
enantiomery a chirdlnim selektorem, které se 1isi stabilitou. Pro provedeni ptfimé separace
existuji dva rizné zptsoby. Prvni zptisob vyuziva chiralnich aditiv mobilni faze (CMPA,
chiral mobile-phase-additive mode). Pii této metod¢ dochdzi ke tvorbé diastereo-
izomernich komplext piimo v mobilni fazi a je mozné pouzit achirdlni stacionarni faze.
Uplatnéni této metody v HPLC je omezeno nizsi selektivitou, chiralni Cistotou selektoru,
vznikem systémovych pikti a inkompatibilitou chiralnich aditiv s ur€itymi detektory.
CMPA je vSak metodou volby pro separaci enantiomer pomoci kapilarni elektroforézy.
Druhym a v soucasné dob¢ preferovanym zptisobem piimé separace je pouziti chirdlnich
stacionarnich fazi (CSP). Chirdlni selektory mohou byt na chromatograficky nosi¢
fyzikalné adsorbované ¢i kovalentné vazané. Mobilni faze pti vyuziti CSP je achiralni.
Diastereoizomerni komplexy vznikaji pfi migraci analytu kolonou, kde jsou jednotlivé
enantiomery zadrzovany za pouziti vhodné CSP. Tento zplsob je vyuzivan pro
analytickou 1 preparativni separaci, nevyhodou jsou ov§em vysoké investice na pofizeni

kolon [1,15,17]. Nejcast&ji pouzivané typy CSP jsou popsany v kapitole 2.3.

2.1.5 Neprima metoda chiralni separace

Druhym zpiisobem chirdlni separace je metoda nepiima neboli chiralni derivatizace.
Principem této metody je tvorba diastereoizomert, vznikajicich reakci analytu (X) v R ¢i

S konfiguraci a opticky ¢istého derivatizacniho ¢inidla (CDR) [1].

(R)-X + (R)-CDR — (R,R)-X-CDR
(S)-X + (R)-CDR — (S,R)-X-CDR

Diastereoizomery lze nasledné separovat pomoci achirdlni chromatografie v reverznim
moédu. Vyhodou nepiimé metody je nepotfebnost finanéné narocnych chirdlnich
stacionarnich fazi, coz je ovS§em kompenzovano vyssi Casovou naroc¢nosti a pracnosti této

metody [1,2,18].
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2.1.6 Reverzni mod v chiralni HPLC

Za pouziti klasického reverzniho modu (RP) je vyzadovéano pouziti mobilni faze (MF)
vodné ¢i pufrované, zpravidla ve smeési s acetonitrilem nebo s vodou misitelnymi
alkoholy (methanol, ethanol). Jako aditiva upravujici iontovou silu ¢i jako pufry se
vyuzivaji latky z fad anorganickych (sirany, fosfore¢nany, chloristany) nebo organickych
(octany, citronany). Interakce piisobici v reverznim modu jsou vodikové vazby, iontové
reakce, hydrofobni vazby, vazby dipol-dipdl, inkluze, n-m a stérické interakce. MF
slozené z organického rozpoustédla a pufru maji vliv na vznik vodikovych vazeb,
n-1 interakci, vazby dip6l-dipdl, stérickych a hydrofobnich interakci mezi analyzovanou
latkou a chirédlni stacionarni fazi. Retenci analytu lze ovlivnit pomoci zmény poméru
organického modifikatoru. PouZitim acetonitrilu jako organické slozky MF na misto
methanolu je obvykle dosazeno vyssi elucni sily. Pii upravé pH MF Ize kromé retence
ovlivnit i selektivitu enantioseparace. Z téchto diivodu je vysledek separace nejcastéji
korigovan upravou pH ¢i zménou organického modifikatoru. Pii separaci analytl
o kyselém charakteru jsou pouzivany kyselé MF, které brani disociaci analytl a vzniku
iontovych interakci s povrchem nosi¢e SF. Bazické analyty je nutné analyzovat

s vyuzitim MF o pH >7 [17].

2.1.7 Polarné-organicky méd v chiralni HPLC

V polarné-organickém modu (PO) je MF sloZzena ze smési organickych rozpoustédel
(methanol, acetonitril) s pfidavkem organické kyseliny (kyselina octova, mravenci,
trifluoroctovd) a zasady (triethylamin, diethylamin, ethylendiamin). Selektivita je dana
interakcemi mezi stanovovanym analytem a CSP. Na chirdlni separaci se podileji
vodikové vazby, n-m interakce, iontove interakce a stérické interakce. Pfi tomto modu je

mozné snadno uskutecnit detekci s vyuzitim hmotnostni spektrometrie [17].

2.1.8 Normalni mod v chiralni HPLC

Pfi vyuziti normélniho médu (NP) obsahuje MF nepolarni organickd rozpoustédla
(pentan, hexan, heptan) a modifikatory MF (alkoholy, acetonitril, ethery, chlorované
uhlovodiky). Nejcastéji pouzivanou smési je smes n-alkant (heptan, hexan) s ptidavkem
niz8ich alkoholt (ethanol). V ptipadé separace bazickych ¢i kyselych analytl se pouziva
ptidavek amint (triethylamin) ¢i kyselin (octova, trifluoroctova) v mnozstvi 0,01-1,0 %

[17].
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Na retenci, rozliSeni a selektivitu ma vyznamny vliv koncentrace a druh alkoholu v MF.
Hodnoty retence a rozliSeni se obvykle snizuji se zvySujici se koncentraci alkoholu
v MF. Stereoselektivita separace je ovlivnéna strukturou modifikatoru MF a stérickymi
efekty mezi analytem a CSP. Proces separace je zde uskuteCiiovan dipolovymi a m-n
interakcemi. Spolecné s polarné-organickym moédem je normalni méd vhodny zejména

pro separaci neutralnich molekul [17].

2.1.9 Superkriticka fluidni chromatografie v chiralnich separacich

Alternativni technikou k HPLC pro enantioseparaci 1é¢iv se v poslednich letech stala
superkriticka fluidni chromatografie (SFC, supercritical fluid chromatography). Oproti
HPLC v normalnim mddu poskytuje SFC diky své vyssi difuzivité a nizs8i viskozité az
pétkrat rychlejsi separace. SFC vyuziva jako MF superkritickou ¢i témét superkritickou
tekutinu, nejcastéji CO2. Vyhodami pouziti CO; je nehoflavost, nizka cena, a predevs§im
Setrnost k zivotnimu prostiedi. Pro eluci polarnich latek jsou vyuzivany polarni pomocna
rozpoustédla (methanol, ethanol, acetonitril). Do pomocného rozpoustédla se dale pro
zvySeni U€innosti piidavaji aditiva, naptiklad kyselina trifluoroctova ¢i isopropylamin.
Pro chirdlni separace v SFC se vyuziva metoda pfimé separace s vyuzitim CSP. Tato
metoda je pouzivana jak pro analytickou, tak pro preparativni separaci enantiomert

[19,20].
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2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie
2.2.1 Uvod

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je v dnesni dob¢é jednou z nejrozsitenéjSich
analytickych separac¢nich metod. Hlavni pfednosti této metody je moZnost soucasné
kvalitativni 1 kvantitativni analyzy separovanych latek, vysoka selektivita a vysoka
citlivost. Pro analyzu pomoci HPLC sta¢i pouze malé objemy vzorkli a s pomoci
automatického davkovace (autosampleru) je mozné metodu zcela automatizovat [16].
Jednotlivé analyty jsou charakterizovany signdly (piky), které jsou vyobrazeny

v grafickém zdznamu separace — chromatogramu [17].

2.2.2 Princip chromatografie a vybrané chromatografické charakteristiky

Princip chromatografické metody je zalozen na ustanovovani rovnovahy analyzovanych
latek mezi dvémi nemisitelnymi fazemi — stacionarni a mobilni. Stacionarni faze (SF) je
tvofena tuhou ¢i kapalnou latkou a je umisténa ve formé sorbentu v chromatografické
koloné, kde probiha separace. MF je kapalina protékajici kolonou, kterd je do
chromatografického systému privadéna pomoci vysokotlakého Cerpadla. Analyty s vyssi
afinitou ke SF jsou vice zadrzovany a eluuji se pozdé&ji nez analyty s nizsi afinitou ke SF.
Eluci lze provést pomoci MF o konstantnim slozeni (isokraticka eluce) ¢i vyuzitim MF
o ménicim se sloZeni (gradientova eluce). Pouziti isokratické eluce je vhodné v ptfipadé
latek o podobnych fyzikalné-chemickych vlastnostech, v ptipadé rozdilnych vlastnosti se

vyuziva eluce gradientova [17].

Retencni ¢as (tr) je kvalitativni veli¢inou oznacuji dobu od nastfiku vzorku na kolonu po
dosaZeni maxima piku. Miru afinity analytu ke SF ur€uje reten¢ni faktor (k). Jedna se
0 bezrozmérnou veli¢inu a vypocita se dle Vzorce €.1, kde to je mrtvy reten¢ni ¢as [17,21].
Mrtvym ¢asem rozumime Cas, ktery je potieba pro eluci nezadrzované latky [22].

(tg — to)
to

k =

Vzorec. €. 1 Vzorec pro vypocet retencniho faktoru
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Cas, ktery analyt stravi ve staciondrni f4zi je oznadovan jako redukovany retenéni &as tr.

Vypocita se dle Vzorce ¢.2 odectenim mrtvého ¢asu od retenéniho Casu [17].

Vzorec ¢.2 Vzorec pro vypocet redukovaného retencniho ¢asu

Distribuce analyti mezi SF a MF je vyjadifena pomoci distribu¢ni (rozdélovaci) konstanty
Kb, kde cs je koncentrace analytu ve SF a cm je koncentrace analytu v MF (Vzorec. ¢.3).
Cim vy33i je hodnota distribuéni konstanty, tim vétsi je afinita analytu ke stacionarni fazi

a tim v¢tsi je retencni faktor [17].

Vzorec ¢.3 Vzorec pro vypocet distribuéni konstanty

Schopnost rozdéleni dvou latek je popisovana selektivitou. Tato veli¢ina se dle Vzorce
¢.4 vypocita pomérem retencnich faktort kqa k,, ¢i pomérem redukovanych reten¢nich
Casl separovanych latek. Separace roste se zvysujici se selektivou a pro rozdéleni analyti
je nutné hodnota vys$si nez 1 [17,23].

ki tgr, — 1o

Q=—=——
ky, tp, —to

Vzorec €.4 Vzorec pro vypocet selektivity

VeliCina, ktera popisuje separaci pikl je rozliSeni. RozliSeni patii mezi bezrozmérné
veli¢iny a vypocita se dle Vzorce €. 5 jako podil rozdilu reten¢nich cast (tr) a souctu
Sitek pikd v poloviné vysSky (wn). Mira separace je pomoci rozliSeni charakterizovana
1épe nez v ptipadé selektivity, protoze zahrnuje ve vypoctu i Sitky piku [17, 22].

tp. — ¢
R=1’18u
wy + w,

Vzorec €.5 Vzorec pro vypocet rozliseni
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2.2.3 Instrumentace

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf se sklada z n€kolika c¢asti, které znazoriuje
schéma na Obrazku ¢.5. Mobilni faze je Cerpana ze zasobniki (1) pomoci vysokotlakého
Cerpadla (2). Vzorky jsou nastfikovany na kolonu ruéné ¢i automaticky za pomoci
davkovace (3). Automatické davkovace jsou v dnesni dob¢ preferovany predevsim pro
urychleni pracovniho procesu a vyssi reprodukovatelnost davkovaného objemu. MF se
vzorky prochéazi kolonou (4) kde dochazi k separaci smési a jednotlivé latky jsou
detekovany pomoci vhodného detektoru (5). V soucasné dob¢ se pouzivd mnoho typl
detektorti, naptiklad spektrofotometrické ¢i hmotnostni. Signal z detektoru je pomoci

chromatografického softwaru v PC (6) pfeveden na pfislusny chromatogram [17].

Obrazek €.5 Schéma vysokoucinného kapalinového chromatografu
(1-zasobniky MF, 2-vysokotlaké cerpadlo, 3-davkovaci zatizeni, 4-kolona, 5-detektor,

6-PC pro vyhodnoceni dat), pfevzato a upraveno z [24]
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2.3 Chiralni stacionarni faze

Pro tspésnou chirélni separaci je kliCovy spravny vybér chiralni stacionarni faze. Volba
selektoru se odviji od preferovaného mechanismu separace, separatniho moddu
a vlastnosti stanovovaného analytu. Chiralni selektory Ize rozd¢lit dle ptivodu na piirodni,
semisyntetické a syntetické, pficemz nejvice pouzivané jsou CSP semisyntetické

a syntetické [17]. V Tabulce ¢.3 jsou uvedeny nejpouzivanéjsi typy CSP.

Tabulka ¢.3 Ptehled nejvice pouzivanych CSP, druhii interakei, separa¢nich podminek

a typt analyti [1, 17, 25, 26, 27, 28, 29]

CSP Stanovovany analyt Typy interakei Se[::ll(l;zcm
obiemnd skupina v vodikové mistky, m—m interakce,
Polysacharidy bliszos i chirélrrl)i centra dipo6l-dipol, Van der Waalsovy NP, RP, PO
sily, stérické, inkluzivni komplexy
kyselé chirdlni latky, | vodikové vazby, vazby dipol-dip6l,
Chinidiny N-derivatizované n-m interakce, Van der Waalsovy | NP, RP, PO
aminoskupiny sily, stérické vlivy
Cyklodextriny planarm §kup1ng, vodikové mustky, inkluzivni NP, RP, PO
aromatické skupina komplexy
primarni
Cyklofruktany aminoskupina, vodikové mistky NP, RP, PO
aromaticka skupina
Crown-ethery | primarni aminoskupina vodikové miistky, inkluzivni NP, RP, PO
komplexy
objemnd skupina v
Donor- blizkosti chiralniho
, centra, skupina vodikové mustky, n—n interakce,
akceptorové g o s 1T, NP
(Pirklovy) poskytujici vodikové dipol-dipol
mustky, aromaticka
skupina
l())ﬁjz ir(r)l;? cslliigiﬁilh‘cl) vodikové mustky, 7—n interakce,
Makrocyklicka . dipo6l—dipol, ion-dipol, iontové
centra, skupina . 1, NP, RP, PO
ATB o 0o interakce, hydrofobni vazby,
poskytujici vodikové rické efek
miistky stericke efekty
Licand- dve az tfi elektron
v 'liénné donorové funkéni koordinacni vazby NP, RP, PO
y skupiny v analytu
s ionizovatelna skupina, hydrofobni interakce,
Proteinove aromaticky kruh elektrostatické interakce RP
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2.3.1 Polysacharidové CSP

NejcCastéji pouzivanymi zastupci polysacharidd pro CSP jsou celuléza a amyldza.
Celuléza je polymer s linearni strukturu tvoifenou D—(+) gluk6zovymi jednotkami
spojenymi B-1,4-glykosidickou vazbou. Struktura amylézy je helikalni s D—(+)
gluk6ézovymi jednotkami navzajem spojenymi o—1,4-glykosidickou vazbou (Obrazek
¢.6) [25, 26]. Spirdlovité uspotradani jednotek ve struktufe amylozy poskytuje vice
chiralnich center pro rozliSeni enantiomert, diky tomu je dosaZeno lepSich vysledkl

separace pomoci amylozy [25].

OR; DH}-
o
“% o
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Obrazek €.6 Struktura derivati celulozy (vlevo) a amylozy (vpravo), pievzato a

upraveno z [30]

Pii pouziti pfirodnich polysacharidii je problémem jejich nizka selektivita. Z tohoto
divodu se pro chiralni separace pouzivaji polysacharidové derivaty, predev§im
karbamaty a estery [1]. NejlepSich vysledkli separace bylo dosazeno za pouziti
3,5-dimethylfenylkarbamatti [26]. Polysacharidové CSP mohou byt na povrchu nosice
nanesené (tzv. coating) ¢i kovalentné navdzané (imobilizované). Nevyhodou pouziti
selektorti nanesenych na nosi¢ je nizsi tepelna stabilita kolon a rozpousténi polymerni
vrstvy pit nespravném vybéru rozpousStédla MF. Stabilitu téchto CSP lze zvysit
imobilizaci selektoru [31]. Castym problémem imobilizovanych selektori je oviem jejich
sniZend chiralni rozpoznévaci schopnost. NiZ8i schopnost enantioseparace je zplisobena
naruSenim pravidelné struktury polysacharidu imobilizaci [32]. U n&kterych analytii byla
pfi pouziti imobilizovaného selektoru (tris(3-chlor-5-methylfenylkarbamét) amylozy)
pozorovana zména v poradi eluce enantiomert, piikladem takovych latek je ketoprofen
[31] ¢i naproxen [33]. Stacionarni faze na bazi polysacharidl patii mezi nejpouzivanéjsi

CSP diky jejich vysoké separacni schopnosti Sirokého spektra analyta [30].
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2.3.2 Chidininové/Chininové CSP

Chinidinové CSP jsou tvorené karbamaty chininu a chinidinu, kovalentné
imobilizovanymi na silikagel. Chinin a chinidin jsou slouceniny obsahujici planarni
chinolin a rigidni kruh chinuklidinu, které jsou spojeny pomoci sekundarniho, methyl-
alkoholového mustku (Obrazek ¢.7). Struktura s péti stereogennimi centry muze
poskytnout velmi dobry zédklad pro chirdlni rozpoznavani analyta [34]. Vysoce bazicka
tercialni aminoskupina v chinuklidinovém kruhu je za pouziti slabé kysel¢ MF
protonovana a stava se iontoménicovym mistem [27,35]. Je zde tak pfitomen reten¢ni
mechanismus iontové vymeény pro separaci kyselych chirdlnich latek, jako naptiklad
N-derivatizovanych aminokyselin, a-aryloxyalkylkarboxylovych a a-arylalkyl-
karboxylovych kyselin. Pro separaci N—derivatizovanych aminokyselin jsou vyhodné
predevsim CSP zalozené na chiralnich selektorech s objemnymi substituenty na
karbamatové funkci, zatimco u a-aryloxyalkylkarboxylovych a a-arylalkyl-
karboxylovych kyselin je dosaZeno vys$$i enantioselektivity pfi CSP s aromatickymi
karbamatovymi substituenty. Pro mechanismus iontové vymeény je nezbytna ionizace
kyselé funkéni skupiny chirdlnich analytli, ta zajiStuje interakci s kladné nabitou
chinuklidinovou ¢asti chiradlniho selektoru. Z tohoto divodu mohou byt CSP
chinidinového typu klasifikovany jako slabé chirdlni anexy [27]. Slab4d povaha
iontoméni¢e umoziuje pouZiti vSech separanich modi, separace kyselych analyti byla
vSak provadéna predev§im za vyuziti polarné-organického modu [35,36]. Pfi normalni
fazi se tyto selektory chovaji jako Pirklovy CSP, jenZ jsou popisovany v kapitole 2.3.6.
[34,37].

Obrazek ¢.7 Struktura chirdlniho selektoru chinidinkarbamatu [38]
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Povrch chinidinovych selektortt CSP, pfesnéji chininikarbamatovych derivati, je slozen
z vysokoenergetickych  enantioselektivnich a nizkoenergetickych neselektivnich
adsorp¢nich mist. Chiralni separace je mozna predevsim diky silnym interakcim mezi
chiralnim analytem a selektivnimi misty, o sile podobné polarnim ¢i vodikovym
interakcim. Pocet neselektivnich mist je zna¢né vyssi nez selektivnich, to vysvétluje
pomérné nizkou hodnotu selektivity. Ur¢ité mnozstvi chiralnich center mtize ptsobit jako
neselektivni mista v zavislosti na typu a slozeni MF [38, 39]. Specificka vlastnost chininu
a chinidinu jsou jejich kvazi-enantiomerni vlastnosti, diky nimz jsou ¢asto oznacovany
jako ,,pseudo-enantiomery*. Tato vlastnost se mize projevit opaCnym potfadim eluce

jednotlivych enantiomerti, coz miize byt vyhodné naptiklad pii stopové analyze [34].

2.3.3 Cyklodextrinové CSP

Cyklodextriny jsou skupinou cyklickych oligosacharidl, které byly izolovany jako
degrada¢ni produkt $krobu. Skrob je rozkladan hydrolyzou pomoci enzymu
cyklodextringlykosyltransferdzy, ktery je produkovan riznymi skupinami bakterii.
Cyklodextriny jsou tvofeny glukozovymi jednotkami, které jsou navzajem spojeny
a-1,4-glykosidickymi vazbami. Spojenim glukézovych jednotek vzniké struktura svym
tvarem pfipominajici komoly kuzel (kavitu) (Obrazek €.8). Vnitini ¢ast kavity je
lipofilniho charakteru a wvnéjsi €ast je hydrofilni z divodu pfitomnosti volnych
hydroxylovych skupin na $ir§im 1 uz§im okraji jeji struktury. Hydroxylové skupiny
mohou byt derivatizovany za vzniku ethert, esterti ¢i karbamatd, ¢imz je mozno ménit
chemicko-fyzikalni vlastnosti, rozpustnost 1 samotnou chiralni diskriminaci
cyklodextrinti. Chiralni separace v reverzni fazi probiha za tvorby inkluzniho komplexu,
kdy molekula analytu vstupuje alespont ¢aste¢né do cyklodextrinového kruhu. Tento déj
se nejcastéji uskuteciiuje ve vodé €i ve smési vody s jinym polarnim rozpoustédlem.
Analyt je uvnitt kavity stabilizovan ptitomnosti disperznich, van der Waalsovych ¢i

vodikovych vazeb [1,17,26].
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Dle poctu glukézovych jednotek od sebe mizeme rozlisit tfi nejvyznamnéjsi zastupce
této skupiny. a-cyklodextrin obsahuje Sest gluk6zovych jednotek, B-cyklodextrin sedm
jednotek a y-cyklodextrin je latka s osmi jednotkami. Vybér cyklodextrinli o vhodné
velikost je kli¢ovy pro vznik inkluzniho komplexu a néslednou separaci dan¢ho analytu.
Pro separaci molekul obsahujicich jeden cyklus je pouzivan o—cyklodextrin,
substituovana fenylova a naftalenova jadra jsou separovana pomoci B—cyklodextrini
a separace objemnych molekul (napf. steroidil) probiha s vyuzitim y-cyklodextrint

[1,26].

OH
o OH
0% ‘% [oH[,
9 Ho
OH H 0
OH :

We | 0 H|
a-Cyclodextrin n=0m=6

S-Cyclodextrin n=1m=7

m

»Cyclodextrin n=2 m=8

Obrazek ¢. 8 Struktura cyklodextrind a odvozenych CSP, pievzato a upraveno z [15]
2.3.4 Cyklofruktanové CSP

Cyklofruktany jsou slouc¢eniny produkované ptisobenim aktivniho enzymu cykloinulo-
oligosacharidové fruktanotransferdzy ¢i fermentaci inulinu pomoci specifickych
organismil [26,40]. Jednd se o cyklické latky ze skupiny oligosacharidl, které jsou
tvofeny zS8esti nebo sedmi P(2—1) vazanych D-fruktofuranézovych jednotek
(Obrazek ¢.9). Pocet jednotek fruktézy v molekule je oznacovan zkratkami CF6, CF7
a CF8. Enantioselektivita je zpravidla vysSi u derivatizovanych nez u nativnich
cyklofruktant. Chiralni separace probihd za tvorby komplext, jenZ jsou formovany

pomoci vodikovych vazeb, dipdl-dipdl, ion-dipol a n-n interakei [26,29].

25



Hlavni ptfednosti téchto CSP je jejich schopnost separovat analyty kyselé, bazické
1 neutralni povahy. Zvlasté vyhodné je vyuziti alifaticky substituovanych derivati CF6

pro separaci primarnich amini [26,29].

Obrazek €. 9 Struktura cyklofruktanu, pfevzato a upraveno z [40]

2.3.5 Crown-etherové CSP

Crown-ethery jsou skupinou synteticky pfipravenych makrocyklickych polyethert,
v jejichz struktufe nachazime ethylenoxidové mustky (-CH2CH2O-). Dle poctu téchto
mustkil se nasledné odviji velikost vysledné molekuly (Obrazek ¢.10). Nativni crown-
ethery jsou samy o sob¢ achiralni slou€eniny. Chirdlni vlastnosti ziskavaji az diky
zavedeni chiralni molekuly do jejich struktury. Casto pouzivané chiralni molekuly jsou
napiiklad kyselina vinna ¢i 1,1'-binaftyl. Crown-etherové CSP jsou vyuZzivany pfedevSim
pro jejich schopnost separovat enantiomery obsahujici primarni aminoskupinu.
Enantiomery a-aminokyselin a primarnich amint jsou obvykle separovany pomoci etherti
obsahujicich 1,1'-binaftyl. Slouceniny obsahujici kyselinu vinnou jsou vyuZivany pro
enantioseparaci primarnich a sekundarnich aminosloucenin, ¢i u sloucenin které ve své
struktufe aminoskupinu neobsahuji. Pro separaci je podstatné kyselé pH mobilni faze
(1-3,5), kdy mezi protonizovanym primarnim aminem a volnymi elektronovymi pary
etherovych kyslikii dochazi k tvorbé vodikovych mustkl a diasteroizomerniho komplexu

[1,17,29,41].
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Obrazek ¢.10 Struktura crown-ethert, pfevzato a upraveno z [42]

2.3.6 Donor-akceptorové (Pirklovy) CSP

Donor-akceptorové CSP jsou znamé taktéZ pod nazvem brush-type selektory ¢i Pirklovy
selektory. Zakladem donor-akceptorovych CSP jsou nizkomolekuldrni, neutralni,
syntetické, chirdlni molekuly. Tato skupina je charakteristicka pfitomnosti =—donorovych
(pf. naftalenovy kruh) a m—akceptorovych skupin (pf. dinitrofenylovy kruh), pomoci
kterych dochazi k tvorbé donor—akceptorovych vazeb. Z divodu dilezitosti téchto
interakci je separace provadéna s vyhodou za normalniho médu. Charakteristickym je pro
tyto selektory princip reciprocity, podle které jsou funkce selektoru a analytu zaménitelné
(pokud je chiralni selektor A schopen separovat analyt B, pak analyt B je schopen
separovat enantiomery latky A) [1,29]. Vyhodou pouziti tohoto typu CSP je jejich
kompatibilita se Sirokou Skélou rozpoustédel pouZzivanych jako MF a vysoka teplotni

stabilita [29].

2.3.7 Makrocyklické ATB

Zastupci makrocyklickych antibiotik se déli dle jejich struktur do ctyt skupin:
ansamyciny, polypeptidy, glykopeptidy a aminoglykosidy. Pro chiralni separace se
nejcastéji vyuzivaji makrocyklickd antibiotika ze skupiny glykopeptidii — teikoplanin,
avoparcin, vankomycin a ristocetin A [29,43]. Struktura glykopeptidickych selektori je
tvofena aglykonovym “kosikem* skladajicim se z makrocyklického kruhu a peptidického
fetézce, sruznym poctem navazanych sacharidovych jednotek [17]. Sacharidové
jednotky pfipojené k aglykonovému “kosSiku* mohou volné€ rotovat a zaujimat tak riizné
orientace [29,43]. Zatimco teikoplanin a ristocetin A obsahuji C¢tyfi makrocykly,

vankomycin ma ve své struktuie pouze tfi makrocykly (Obrazek ¢.11) [17].
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Diky vysokému poctu funkénich skupin ve struktufe téchto latek existuje vysoka
pravdépodobnost tvorby ptfechodnych diastereomernich komplext a nasledné chirdlni
separace analyti [17]. Chromatografickym nosicem tohoto typu CSP je pfevazné
silikagel a lze pii jejich pouziti pracovat ve vSech rezimech chromatografické eluce.
Nejcastéji se ale diky vyssi ucinnosti pouziva reverzni a poladrné-organicky rezim [1].
Jelikoz struktura glykopeptidi obsahuje vysoky pocet chirdlnich center a ionizovatelnych

skupin, k interakcim s analytem dochazi pomoci mnoha mechanismu [17,26].
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Obrazek €.11 Chemické struktury makrocyklickych antibiotik: vankomycin (A),
teikoplanin (B), avoparcin (C), ristocetin (D) [43]

2.3.8 Ligand-vyménné (a iontové vyménné) CSP

Chirélni separace ligandové vymény je zaloZzena na tvorbé ternarnich koordina¢nich
komplexit mezi chirdlnimi funkénimi ligandy a centrdlnim kovovym iontem
(Cu?*,Ni?*, Zn?"). Vysledné komplexy jsou stabilizovany pomoci dip6l-dipél, sterickych
a vodikovych vazeb. Tento druh separace je omezen na analyty s nejmén¢ dvéma elektron
poskytujicimi skupinami, jako jsou latky ze skupiny aminokyselin, hydroxykyselin

a aminoalkoholt [15,17,26].
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Pro separaci se pouziva CSP nebo MF s ptidavkem chirdlniho selektoru a centralniho
kovového iontu [15,17,26]. Mezi tyto CSP fadime napi. N,N-dimethyl-L-fenylalanin,
L-hydroxyprolin a L-leucin [17]. Nejcastéji separované latky na tomto druhu CPS jsou
a—aminokyseliny a a—hydroxylkarboxylové kyseliny [15].

2.3.9 Proteinové CSP

Proteiny jsou makromolekularni latky s piirozenou stereoselektivitou a velkym
povrchem obsahujicim fadu stereogennnich center a vazebnych mist. Pro separaci
kyselych i neutrdlnich latek je pouzivan o-kysely glykoprotein a surovy ovomukoid,
cellobiohydrolaza je preferovana u bazickych analyti a lidsky sérovy albumin pro
separaci kyselych analyti. Mé&feni pomoci proteinovych CSP vyZaduje pouZiti reverzniho
modu, opatrnost ohledné teploty, pH a mnozstvi organického rozpoustédla v MF.
Vsechny tyto aspekty mohou zptisobit nevratnou denaturaci proteind ¢i negativng ovlivnit
separa¢ni schopnosti kolony. Vyhodou proteinovych CSP je kompatibilita s hmotnostni

spektrometrickou detekei za pouziti vodnych ¢i vodno-organickych MF [1,15,29].
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2.4 Klastrové slouc¢eniny boru

Klastrové slouc¢eniny boru (BCC) jsou anorganické, syntetické latky, jejichz specifické
vlastnosti jsou jiz fadu let pfedmétem zkoumani. Pouziti téchto latek bylo po dlouhou
dobu omezeno pouze na borovou neutronovou zachytovou terapii, kterd se vyuziva
v 1écbé invazivnich malignich nadortt mozku. Omezené vyuziti bylo zpisobeno
pfedevS§im nedostatenou znalosti jejich fyzikalnich vlastnosti a komplikovanou
chemickou syntézou. Nyni vSak védci zkoumaji dal§i moznosti vyuziti BCC, predevsim

jejich zavedeni do molekuly 1é¢iva k modifikaci farmakoforu [44,45].

2.4.1 Vlastnosti

Bor, jakoZto hlavni stavebni prvek borovych klastrl, se nachazi ve 13. skupiné periodické
soustavy prvkl s elektronovou konfiguraci 1s?2s*2p!. Na rozdil od organickych
sloucenin, jejichz struktury se skladaji z fetézct,, maji BCC trojrozmérnou polyedrickou
klecovitou strukturu [46]. Atomy boru tvoii tiistfedové vazby, ve kterych tii atomy sdileji
pouze jeden elektronovy par a vznika tak delokalizovany zdporny naboj, zodpovédny za
vyslednou aromaticitu sloucenin [47]. Nejjednodussi strukturou BCC je ikosaedricky
dodekaboratovy anion (Bi2Hi2)*> ktery je tvofen pouze atomy béru a vodiku
(Obrazek ¢.12). BCC skladajici se pouze z atomt boru a vodiku jsou vysoce symetrické
molekuly. Pomoci exoskeletarni ¢i endoskeletarni substituce 1ze ov§em symetrii narusit,
coz muze vést ke vzniku nékterych chirdlnich sloucenin [47,48]. Nejvice rozsifend je
podskupina karborani, ve kterych je minimaln¢ jeden atom boru nahrazen atomem uhliku
[46,48]. Karborany se vyskytuji ve 3 riznych izomernich formach ortho-, meta-, para-,

v zavislosti na poloze dvou atomt uhliku v klastru (Obrazek €.13) [46,49,50].

20

Obrazek ¢&.12 Struktura dodekaboratu (B12H12)*, prevzato a upraveno z [46]
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Obrazek €.13 Izomerni formy slou¢enin karborani, pievzato a upraveno z [50]

Prvni zéstupce karboranli byl syntetizovan roku 1963 reakci dekaboranu s acetylenem
v pritomnosti slabé Lewisovy baze za vzniku odpovidajiciho ortho-karboranu. Tepelnou
izomerizaci ortho-karboranu za inertnich podminek lze ziskat meta- a para—karboranové
izomery (Obréazek €. 14). Dnes jsou jiZ jednotlivé izomery karboranli komer¢né dostupné,
coz eliminuje pouzivani toxického a vybusného dekaboranu pii jejich syntéze v laboratofi

[50,51,52].

Lewisova baze
BigHia + H———H + 2H.
rurpuu'-;tedlu

ortho
465-500 *C
H
C
/\ 515 *C
—l-
\.Cf
H
prara miefa

Obrazek ¢. 14 Syntéza karboranovych izomerq, pievzato a upraveno z [50]
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Pocet atomtl boru a delokalizovanych elektront ve struktufe je zodpoveédny za vysledny
tvar a velikost BCC [47]. Karborany se d¢€li dle poctii elektronti v klastru do nékolika
strukturnich typt, a to closo-, nido-, arachno-, hypno- a klado- [47,50,53]. Podrobnéji
budeme pokracovat ve vyctu vlastnosti pouze u prvnich dvou skupin. Zastupci karboranti
se vSemi dvandcti vrcholy a ,juzavienym* uspofdddnim jsou oznaceny piedponou
closo-. Piednosti closo-karboranti je vynikajici chemickd a tepelnd stabilita [47].
Karborany sjednim chybéjicim vrcholem jsou oznaceny piedponou nido-. Nido-
karborany jsou anionty se schopnosti vytvaret komplexy s kovovymi kationty zvané
metallakarborany (Obrazek ¢.15). Metallakarborany jsou koordina¢ni slouceniny
skladajici se ze dvou nido-karboranti a centralniho kovového kationtu. Nejvice
studovanym zastupcem metallakarboranii je 3-kobalt-bis(1,2-dikarbolid) ([3,3-Co(1,2-
C2B9Hi1)2]” obsahujici kobaltnaty kationt, zkracené COSAN™ [46].

Chiralitu téchto latek zobrazuje Obrazek ¢. 16. V ptipad¢ skupiny nido-karborant je
chiralita odvozena z asymetrie klece vyvolané exoskeletarni substituci. Chiralita kobalt
(bis)dikarbolidii je zpisobena odliSnou polohou dvou nido-karboranovych kleci

v prostoru [54].

Obrazek ¢.15 Struktury sloucenin nido-karboranu (C2B1oH12)™ (vlevo)

a metallakarboranu [Co(C2B9H11)27] (vpravo), pievzato a upraveno z [46]
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Obrézek €.16 Zobrazeni chirdlni struktury nido-karboranti (vlevo) a kobalt

(bis)dikarbolidl (vpravo), pfevzato a upraveno z [54]

Charakteristickou vlastnosti BCC je jejich acidita. Protony na atomech uhliku v klastru
maji kysely charakter a mohou byt snadno deprotonizovany za vzniku nukleofilii. Acidita
zavisi na typu izomeru klastru a klesé v potadi ortho-, meta-, para-. Vysoka acidita CH
skupiny v ortho-karboranech je dana vyssi elektronegativitou sousedniho atomu uhliku
ve srovnani s vrcholy boru v ostatnich izomerech. Z diivodu nizké elektronegativity boru
nachazime v klastrech malo polarizované vazby B-H. Diky této skutecnosti se
borohydridy ucastni dihydrogenovych vazeb na misto vodikovych. Dihydrogenové vazby
jsou ovsem slabsi nez klasické vodikové vazby, dochazi k odpuzovani okolnich molekul
vody a z tohoto diivodu je pozorovana hydrofobni povaha BCC [46,48,50,52]. Dtivodem
vysoké biologické stability BCC je jejich Cisté synteticky ptivod, neexistuje tedy dostatek
enzymatickych systémul schopnych metabolizovat tyto latky [46,48].
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2.4.2 Vyuziti

Ikosahedrické karborany jsou nové vznikajici skupinou latek s potencialni aplikaci pii
designu modernich 1é¢iv, kdy molekuly karborani nahrazuji fenylovou ¢i
heterocyklickou skupinu uvnitt jiz znamého 1é¢iva [55]. K tomuto vyuziti jsou karborany
vhodné zejména diky jejich vysoké hydrofobicité, kterd je vyuzivdna pro navozeni
pozadované biologické aktivity a k usnadnéni transportu molekul 1€¢iv pies bunécné
membrany [44]. Témét dvojnasobna velikost struktur karboranti oproti fenylové skupiné
a moznost trojrozmérného piipojeni substituentli na atomy boru je ¢ini vyhodnéj$imi pii
navrhu 1é¢iv oproti benzenovym systémtm [50]. Dalsi vyhodou aktivnich latek na bazi

boru je jejich vysokd biologicka stabilita dana jejich abiotickym ptivodem [52].

Ptikladem vzniku novych inovativnich 1é¢iv je skupina borokaind, kterd byla vytvofena
nahradou dimethylfenylu izomery karboranu v molekule lokélniho anestetika lidokainu
(Obrazek ¢.17). U takto vzniklych analogti doslo ke zlepSeni a prodlouzeni anestetickych
ucinkll oproti piivodnimu [éCivu. ZvySena aktivita oproti pivodnimu lé¢ivu byla
pozorovana piedev§im u analogl 1,2-dikarba-closo-dodekaboranu a 1,7-dimethyl-1,7-

dikarba-closo-dodekaboranu [52].

HJ-C GH;

22

Lidokain

[D=BH, ®@=CH/ C

Obrazek ¢.17 Struktura lidokainu a jeho analogli borokainti, pfevzato a upraveno z [48]

Derivaty metallakarboranii siln€¢ a selektivné inhibuji protedzy viru lidské
imunodeficience (HIV), enzymu nezbytného pro zivotni cyklus HIV. Tyto slouceniny
pusobi doposud neznamym mechanismem a vykazuji ucinnost 1 vic¢i rezistentnim
virovym kmentim. Interakce metallakarboranii s aktivnim mistem enzymu je uskutecnéna

pomoci nekonvencnich dihydrogenovych vazeb [47,56].
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Diky antibiofilmové aktivit¢ a nizkému pfedpokladu tvorby lékové rezistence, maji
klastrové slouceniny boru potencidl také pro vyuziti v antimikrobni terapii. Jako prvni se
antimikrobni aktivit¢ boranovych klastri vénoval Totani et al., ktery studoval aktivitu
derivati ortho- a nido-karborani. Touto studii byla prokdzéna aktivita proti
grampozitivnim bakteriim a houbam u skupiny hydrofilnich derivatl nido-karborant,
predevsim u zastupct obsahujicich lipofilni alkylové skupiny nebo o-karboranovou klec.
Mechanismus antimikrobni aktivity boranovych klastri probiha poskozenim bunécné

stény bakterii €i inhibici metabolickych drah patogenii [46].

Vznik slou¢enin obsahujicich karborany byl velmi vyznamny také pro pouziti v borové
neutronové zachytové terapii (Boron Neutron Capture Therapy, BNCT). BNCT je
radiaéni metoda pro lécbu rakoviny, zejména nelécitelnych malignich nddor mozku
glioblastoma multiforme [56]. Principem BNCT je jaderna §tépna reakce izotopu '°B,
ktery je cilené¢ dodavan do nadorovych bunck a néasledné ozafen neutrony o vhodné
energii. Jadro izotopu '°B absorbuje neutron za vzniku excitovaného jadra ' B, které se
rozpada a emituje ¢astici o (*He?") a ion "Li** s vysokou kinetickou energii. Pienos
energie téchto siln¢ nabitych ¢astic pak pronika do DNA ¢i RNA nddorovych bunék
anicije. Vyhodou BNCT je minimalizace cytotoxicity vii¢i okolnim tkanim, jelikoz takto
nabité Castice se mohou pohybovat pouze v rozmezi priméru jedné buiky [51]. Pro
dosazeni uspésného vysledku 1écby musi byt BNCT c¢inidla schopna dodat do cilové
buiiky dostate¢né mnozstvi °B, ptiblizngé 20-35 pg na 1 gram nadorové tkané. Mezi
nejcastéji pouzivana Cinidla v BNCT se fadi L-para-dihydroxyborylfenylalanin (BPA)
a merkaptoundekahydro-closo-dodekaborat disodny (BSH) (Obrazek ¢.18) [57].

iz

Ha
COOH

HO’B‘"OH

Obrazek ¢&.18 Cinidla pouzivana v BNCT: L-para-dihydroxyborylfenylalanin (vlevo)
a merkaptoundekahydro-closo-dodekaborat disodny (vpravo) [57]
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Karborany mohou byt dale vyuzity pro nahrazeni fullerent pfi pfipravé nanonosict
slouzicich ke kontrolovanému transportu 1é¢iv (Obrazek ¢.19). Pouzitim karborant Ize
vyftesit problém s fotoaktivitou a nizkou rozpustnosti fullerenovych derivati, ktera
znemoznuje zisk ¢istych produktl. Para-karborany, stejné tak jako fullereny, vykazuji
vysokou sférickou symetrii a aromaticitu. Mezi dal$i vyhody karboranl patii schopnost

funkcionalizace vrcholi klece [53].

Obrézek €. 19 Prvni nanonosi¢ na bazi karboranu [53]

Komplex Ni™/Ni'V' bis(dikarbolidu) lze vyuZit pro optimalizaci vlastnosti solarnich
¢lanku citlivych na barvivo (DSC, dye-sensitizes solar cells). Solarni ¢lanky citlivé na
barvivo jsou nové potencialni solarni zdroje elektrické energie, jejichZ vyhodou je nizka
cena a snadna vyroba. Oproti diive pouzivanému aniontovému redoxnimu paru I/I5"jsou
komplexy Ni/Ni'V bis(dikarbolidu) nekorozivni, coz vyznamné rozsifuje moznost
vybéru barviv a material elektrod. Dalsimi vyhodnymi vlastnostmi komplexu Ni'//Ni'V
bis(dikarbolidu) je rychlost redoxniho potencialu, rychly transport hmoty a rychla
regenerace barviva [58]. Borové klastry se vyuZzivaji také jako luminiscenéni materialy
pro tvorbu organickych svétlo emitujicich diod (OLED), kdy jsou jejich klecovité
struktury zavedeny do komplexu iridia [53].
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3 Cil prace

Cilem této prace je testovani vlivu experimentalnich podminek na chiralni separaci kobalt
bis(dikarbolidi) a 7,8-dikarba-nido-undekaborati s vyuzitim polysacharidovych
a chinidinovych CSP v HPLC. Nasledn¢ budou kolony porovnany a v ptipade
polysacharidovych CSP bude diskutovan vliv zptisobu navazani chiralniho selektoru na

stacionarni fazi.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Pristroje, pomicky, chromatografické kolony a chemikalie

Pristroje:

K chromatografické separaci byl pouzit kapalinovy chromatograf LC 20 A Prominence
(Schimadzu, Kyoto, Japonsko), jehoz komponenty jsou: odplyiovac (typ DGU 20 A3),
dvé vysokotlaka cerpadla (typ LC 20 AD), autosampler (typ SIL-20 AC), fidici jednotka
(typ CMB-20), detektor (typ SPD-M20A), kolonovy prostor (typ CTO-20AC) a software
LabSolutions 5.3 (Schimadzu, Kyoto, Japonsko).

Dale jsme pracovali s acidimetrem (Acidimetr 333, Drupta, Praha, Ceska republika),
analytickymi vahami (Kern, Unipro-Alpha, Praha, Ceska republika), spektrofotometrem
(UV-2401, Schimadzu, Japonsko), ultrazvukovou lazni (Ecoson, Praha, Ceska republika)
a vakuovou filtraci (Supelco, USA).

Pomiicky:

laboratorni sklo (odmérné valce, odmérné banky, kadinky, sklenéna tyCinka), pipety,

Spicky, vialky

Chromatografické kolony:

Pro enantioseparace borovych klastri byly pouzity kolony s polysacharidovymi
chirdlnimi selektory i-Cellulose-5 (tris(3,5-dichlorofenylkarbamat) celuldzy, velikost
¢astic Sum, 4.6 x 250 mm) a i-Amylose-1 (tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) amylozy,
velikost ¢astic 5 um, 4.6 x 250 mm) (Phenomenex®) (Obrazek ¢.20).
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Obrazek ¢.20 Struktury kolony i-Cellulose-5 (vlevo) a i-Amylose-1 (vpravo),

pievzato a upraveno z [59]
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Druhym typem testovanych chiralnich selektorti byly chinidinové kolony, poskytnuty
doc. Ing. Michalem Kohoutem PhD. (Ustav organické chemie Vysoké Skoly
chemicko-technologické v Praze). Struktury pouzitych kolon zobrazuji Obrazky

¢. 21-25.
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Obrazek ¢.21 QN AX tBu, terc-butyl-carbamoyl-CHINIDIN,
velikost ¢astic 5 um, 150 x 4.6 mm

Obrazek €.22 MK 373 (216 pmol /g silikagelu), triazol-methyl-carbamoyl-CHINIDIN,
velikost ¢astic 5 pm 150 x 4.6 mm

Obrazek ¢.23 MK 391 (253 umol/g silikagelu), Allyl-carbamoyl-DIHY DROCHINIDIN
velikost ¢astic 5 um ,150 x 4.6 mm
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Obrazek ¢.24 SW 061 (286 umol /g silikagelu),
Allyl-carbamoyl-DIHY DROCHINIDIN, velikost ¢astic 5 um 150 x 4.6 mm

Obrazek €.25 SW 069 (157 umol /g silikagelu),
Allyl-carbamoyl-DIHY DROCHINIDIN, velikost ¢astic 5 pm, 150 x 4.6 mm

Chemikalie:

Organické rozpoustédla methanol (MeOH) a acetonitril (ACN) byla pofizena od firmy
Merck (Praha, Ceska republika). Aditiva mobilni faze chloristan sodny (NaClO4), chlorid
sodny (NaCl), triethylamin (TEA), kyselina octovd (AcA), octan amonny (AcNHa)
pochazi také od firmy Merck (Praha, Ceska republika). Kyselina trifluoroctova (TFAcA),
trifluoroctan amonny (TFAcNH4), hydroxid amonny (NH4OH) a hexobarbital
(C12H16N203) byly potizeny od firmy Sigma Aldrich (Praha, Ceska republika).
2-amino-2-(hydroxy-methyl)-1,3-propandiol  (Tris) pochazi od firmy LachNer
(Neratovice, Ceska republika). Ultradistd voda byla ziskana pomoci systému Millipore,

Merck-Millipore (Némecko).
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4.2 Priprava vzorka a mobilnich fazi

Piiprava vzorki

Analyzované latky byly rozpusStény v acetonitrilu a po jejich piipravé uchovavany
v ledni¢ce pii teplot¢ 4-7 °C. Vzorek hexobarbitalu byl pfipraven rozpusSténim
v methanolu. VSechny vzorky byly filtrovany ptes 0,45 um polyvinylidenfluoridové filtry
a jejich vysledna koncentrace byla 1 mg/ml. Analyzované derivaty boranovych klastrt
byly laskavé poskytnuty RNDr. Bohumirem Griinerem, CSc. (Akademie véd CR).

Systematické nazvy a strukturni vzorce analytt jsou uvedeny v Seznamu analytt 4.4.
Priprava mobilni faze

Mobilni faze byly pfipraveny smisenim odpovidajicich objemt organického rozpoustédla
(MeOH, ACN) s vodnym roztokem pufru nebo soli. Vodna slozka MF byla ptipravena
rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi aditiva MF v ultracisté vodé, tak abychom ziskali
50 mM roztok. U vodné slozky MF obsahujici TEA nebo Tris byla nasledné upravena
hodnota pH na pozadovanou hodnotu. Vodné roztoky byly filtrovany pomoci vakua pies

nylonové filtry o velikosti pora 0,45 um a odplynény ultrazvukovou lazni.

4.3 Chromatografické podminky

Pritok mobilni faze pfi méfeni byl 1 ml/min a objem nastfikovaného vzorku byl 1 pl.
Chromatografické eluce probihala za isokratickych podminek a teplota termostatu byla
temperovana na 25 °C. Zastupci nido-karboranli byly detekovany pii vinové délce
220 nm, latky ze skupiny metallakarboranli byly detekovany pfi vinové délce 254 nm.
Separacni schopnost kolon byla ovéfovana pomoci hexobarbitalu, ktery slouzil jako
referencni latka. Analyzy probihaly pfedev§im v reverznim modu. V piipadé polarné-
organického mddu byly pouzity MF o sloZzeni MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/w)
a MeOH/TFAcA/TFAcNH4(98:2:0,5) (v/v/w).
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4.4 Seznam analyta

Tabulka ¢.4 Seznam analytl s jejich systematickym ndzvem a strukturnim vzorcem.
V tabulce jsou atomy uhliku znazornény ¢ernou barvou, atomy boru zelenou barvou,
atomy bromu oranzovou barvou, atomy kysliku ¢ervenou barvou, atomy dusiku modrou

barvou, atomy kobaltu tmavé modrou barvou a atomy siry zlutou barvou.

Nazev vzorku Systematicky nazev Strukturni vzorec

El [5-Br-7,8-nido-CoBoHi1]
9IE1 [9-Br-7,8-l’lid0-C2B9H1 1]'
E2 [7-Me-7,8-nido-C2BoH11]
E4 [7-Ph-7,8-nido-C2BoH 1]
5E4 [5-Ph-7,8-nido-C2BoH 1]

[9-NCS-7,8-nido-

ES
C2BoHiJ
[9-MeS-7,8-nido- o« -
ke CaBoHI T .S
2BoH 11 a3
T
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5-Me-11-Me>S-7,8-nido-

5-ME-11-ZW ; §r”’
C2BoHii g‘{ _,\‘
[6,6-p-S-(1,7-C2BoH10)2- Iy&'\
F9 ® -
2,2-CoT y
A
[1-(HOC;Hs)-Co(1,2- 0,
HOEt ®
C2BoHio)2] ?{
“,
[1-(HOCH,)-Co(1,2- éf?@
HOMe ®
C2BoHi0)2] [ (CH3)sNH] \)\Tﬁ
L%:. ;
}‘ .
[1,1-(HOC2Hy),-Co(1,2- IA
(HOETf)2 ®
CoBoHio)2] sy
#5)
[1,1°<(HOCH2)»-Co(1,2- Qx\.\{'
(HOMe): ®
C2BoHio)2] o
"
[1-(HOC:Hg)- A
HOPr .
Co(1,2-C2BoHi0)2] \r"
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H2NEt

[1-(H2NC2H4)2-Co(1,2-
C2BoHi0)2]

bisPHE

[8,4',8',4-u-bis(Phe)>-
Co(1,2-CoBoHi0)2]

bisTOL:2

4,8'4' 8-u-(C6H3CH3)2-
(1,2-C2B9H10)2-3,3°-
Co(IID]Cs

CPENT

4-MeS-3-CsHs-Co-(1,2-
C2BoHio)

bisEtPHE

(4,8',4",8-1-
(C6H3C2H5)2-(1,2-
C2B9H10)2-3,3’-
Co(IIN)]Cs

DIEtAmSULF

[(1,1’-H.NS(O).NH-
(CH.):-1,2-C:ByH).-3,3'-
Co](H3C)sN

DIEtSULFON

[(1,1°-H:NS(O)-(CHo)o-
1,2-C:BsH 0)-3,3'-
Co](H3C)
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5 Vysledky a diskuse
5.1 Polysacharidové chiralni selektory
5.1.1 Chiralni selektor: tris(3,5-dichlorofenylkarbamat) celulézy

Nejprve byly zkoumany separacni schopnosti kolony s chirdlnim selektorem tris(3,5-
dichlorofenylkarbamétem) celul6zy imobilizovanym na silikagelové matrici. Separacni
moznosti této kolony byly zkouméany pomoci nékolika mobilnich fazi o rtizném slozeni,
kdy bylo postupovano od nejvyssi koncentrace organického rozpoustédla ke koncentraci
nejnizsi. Soucasné s pomeérem organické a vodné slozky se ménila i koncentrace aditiv
MF, které zde byly ptritomny pouze ve vodné slozce. Jako prvni byly testovany MF
s ptidavkem anorganickych aditiv. Eluovany zde byly vSechny zkousené latky, avSak
k separaci doSlo pouze u latek ze skupiny kobalt bis(dikarbolidfl). Pfi méfeni s MF
o sloZzeni MeOH-50 mM NaClO4 a MeOH-50 mM NacCl bylo dosazeno naznaku separace
analytu CPENT. Za pouziti MF MeOH/NaClO4 (70/30) (v/v) byl analyt CPENT eluovan
v retencniho ¢ase 14 minut s ndznakem separace (rozliSeni 0,06). RozliSeni nepatrné
vzrostlo na 0,11 pti vyuziti MF MeOH/ 50 mM NaCl (70/30) (v/v). U vSech analytl byly
se snizujicim se procentem MeOH v MF pozorovany zvySujici se hodnoty reten¢niho
faktoru, souvisejici s vys$im zadrzovanim analytd na SF. Tuto skute¢nost zobrazuji
Obrazky €. 26 a 27. Naptiklad snizenim obsahu MeOH v MF MeOH/ 50 mM NaClOg4
z70 % na 60 %, doslo u analytu F9 aZ k osmindsobnému zvySeni reten¢niho faktoru

z hodnoty 1,17 na 9,26.

Poté bylo provedeno méfeni s MF, ve kterych byl MeOH nahrazen méné polarnim
acetonitrilem (ACN). V MF ACN-50 mM NaClO4 i ACN-50 mM NacCl byl separovan
aniontovy zastupce kobalt bis(dikarbolid) F9. K separaci enantiomerd tohoto analytu
doslo u MF s pomérem organické a vodné slozky (60/40) (v/v) a (50/50) (v/v). Nejvyssi
dosaZené rozliSeni analytu F9 bylo 1,44 za pouziti MF ACN/ 50 mM NaCl (50/50) (v/v)
s dobou separace 27 minut. V tomto pfipadé doslo k separaci téméf na zékladni linii. Pti
vyuziti MF s ACN a aditivem NaCl byla pozorovana kromé separace analytu F9
1 CasteCnd separace analytd (HOEt) a bisPHE. Dihydroxyethylovy derivat
bis(dikarbolidii) (HOEt); byl prvné separovan piti MF ACN/ 50 mM NacCl (40/60) (v/v)
s rozliSenim 0,41; avSak snizenim obsahu ACN v MF o 5 % se hodnota rozliSeni zvysila
dvojnasobné na 0,85. Touto zménou doSlo ovSem i ke zvySeni reten¢niho faktoru

z hodnoty 3,25 na 8,66.
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Néznak separace analytu bisPHE byl pozorovan za pouziti MF ACN/ 50 mM NaCl
(50/50) (v/v) s hodnotou rozliSeni 0,37. Reten¢ni faktor testovanych analytii vykazoval
spolecné s rozliSenim zvySujici se tendenci se snizujicim se obsahem organického
rozpoustédla v MF (Obrazek ¢.28 a 29). Chromatogramy analyti F9, bisPHE a (HOEt),
jsou zobrazeny na Obrazku €. 30 a 31. Pfi srovnani MF s anorganickymi aditivy, bylo dle
poctu uskuteénénych separaci na této koloné nejvyhodnéjsi pouziti MF ACN-50 mM

NacCl.

5,00

4,00

3,00
A

2,00

1,00

0,00

El
u70%

9EI

E2
50%

E4

5E4
45%

E5
m35%

E6

Obrazek ¢.26 Graf zavislosti reten¢niho faktoru 7,8-dikarba-nido-undekaboratti na

% MeOH/ 50mM NaClO4 v MF
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Obrazek ¢€.27 Graf zavislosti retencniho faktoru kobalt bis(dikarbolidil) na

% MeOH/ 50mM NaClO4 v MF
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Obrazek ¢.28 Grafy zavislosti reten¢nich faktorti kobalt bis(dikarbolidil) (vlevo) a rozliseni (vpravo) na % ACN/ 50 mM NaClO4 v MF
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Obrazek €.29 Grafy zavislosti retencnich faktorti kobalt bis(dikarbolidil) (vlevo) a rozliseni (vpravo) na % ACN/ 50 mM NaCl v MF
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Obrézek €.30 Chromatogramy analytu F9 za podminek ACN/ 50 mM NaClO4 (50/50) (v/v) (vlevo) a ACN/ 50 mM NaCl (50/50) (v/v) (vpravo).

Enantiomery jsou v chromatogramech oznacené hvézdickou.
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Obrazek ¢.31 Chromatogramy vzorku bisPHE za podminek ACN/ 50 mM NacCl (50/50) (v/v) (vlevo) a vzorku (HOEt), za podminek
ACN/ 50 mM NaCl (40/60) (v/v) (vpravo). Enantiomery jsou v chromatogramech oznac¢ené hvézdickou.
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Dale byly testovany MF obsahujici organicka aditiva mobilni faze triethylamin (TEA)
a 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris), jejichz pH bylo upraveno na
hodnotu 5 pomoci kyseliny octové. Organicka aditiva MF byla pouzita pro zlepSeni tvart
pikl a zamezeni jejich chvostovani. MF obsahujici TEA ¢i Tris formuje neutralni iontovy
par s negativn¢ nabitym klastrem a analyty tak mohou lépe interagovat s chirdlnim
selektorem. Pouzitim téchto MF doslo k eluci vSech analytii, ovSem stejné jako pfi pouZiti
anorganickych aditiv MF zde také nebyl separovan zadny vzorek ze skupiny 7,8-dikarba-
nido-undekaboratt. Pii pouziti MF o slozeni MeOH/ 50 mM TEA pH 5 a MeOH/ 50 mM
Tris pH 5 doslo pfiddnim protiiontu k narlstu retencniho faktoru analytii oproti
ptfedchozim MF o slozeni MeOH/ 50 mM NaClO4 a MeOH/ 50 mM NaCl. Hodnota
retenéniho faktoru analytu HOPr v MF MeOH/ 50 mM TEA pH 5 vzrostla oproti
vysledkim MF MeOH/ 50 mM NaClO4 aZ na sedmindsobek. Podobné bylo dosaZeno
témet Ctyfndsobného zvyseni retence analytu HOEt. Z Obrazku ¢.32 je patrné, ze
k narlstu retence pii ucasti protiionti doslo predevsim u MF s TEA. Vyjimkou tohoto
tvrzeni byly analyty H>Net a CPENT jejichz reten¢ni faktor byl nejvy$si u MF
MeOH/50mM Tris pH 5. Latka HoNet ma v téchto podminkach charakter zwitteriontu
a diky tomu nedochazi ke zménam jeji retence jako u ostatnich analytii. Vyuzitim MF
MeOH/ 50 mM TEA pH 5 byl ¢astecné separovan vzorek CPENT a F9. Rozd¢leni analytu
CPENT v MF MeOH/ 50 mM TEA pH 5 (70/30) (v/v) probéhlo s rozliSenim 0,32. Pro
rozdéleni piku analytu F9 bylo v MF MeOH/ 50 mM TEA pH 5 vyhodnéjsi sniZeni
pomeéru organické faze ze (70/30) (v/v) na (60/40) (v/v), kdy doslo ke zvySeni hodnoty
rozliSeni z 0,17 na 0,60. V MF MeOH/ 50 mM Tris pH 5 doslo k ndznaku separace pouze
u analytu CPENT o rozliSeni 0,25.

Néhradou MeOH za ACN v MF s organickymi aditivy bylo dosazeno vysSiho poctu
separovanych latek (Obrazek ¢.33). Doslo zde k rozdéleni analytd F9, HOEt, HOEt,,
HOPr a bisPHE v MF ACN/ 50 mM TEA pH 5 1 ACN/ 50 mM Tris pH 5. RozliSeni
separovanych latek bylo obecné vyssi v MF ACN/ 50 mM TEA pH 5 nez v MF
ACN/ 50 mM Tris pH 5. Ptikladem tohoto tvrzeni je analyt F9, ktery byl separovan az na
zakladni linii v MF ACN/ 50 mM TEA pH 5 s rozliSenim 1,88; v MF ACN/ 50 mM Tris

pH 5 doslo ke sniZeni rozliSeni na hodnotu 1,30.
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TaktéZ jako v MF o slozeni MeOH/ 50 mM TEA pH 5 i zde piisobilo na rozliSeni vzorka
pfiznivé snizeni koncentrace organické slozky v MF. Tuto skutecnost zobrazuji
chromatogramy analytu F9 na Obrazku ¢.34, kdy snizenim obsahu ACN v MF
ACN/ 50 mM TEA pH 5 o 10 % doslo ke zvySeni rozliSeni z 1,3 na 1,88.
Monohydroxylové slou¢eniny HOEt a HOPr spolecné s dihydroxylovou slou¢eninou
(HOEY), byly nejlépe separovany pii 40 % koncentraci ACN v MF ACN / 50 mM TEA
pH 5. V MF o slozeni ACN/ 50 mM TEA pH 5 byly vzorky obecné eluovany s vysSimi
retencnimi faktory oproti MF ACN/ 50 mM Tris pH 5. Vyssi retence v MF obsahujicich
TEA je dana vyssi hydrofobicitou iontového paru. Jelikoz se nam pomoci ACN podafilo
separovat vice vzorkli, mizeme ACN oznacit jako rozpoustédlo s vy$Sim potencidlem
pro separaci téchto latek na koloné¢ s chirdlnim selektorem  tris(3,5-
dichlorofenylkarbamatem) celul6zy. Ze ziskanych vysledkl se jako nejvyhodnéjsi jevila
MF o slozeni ACN/ 50 mM TEA pH 5. Pouziti MF s ptidavkem anorganickych aditiv

bylo vyhodnoceno jako méné vyhodné, stejné tak jako pouziti organického aditiva Tris.

Ziskané vysledky byly poté porovnany s vysledky piedchozi diplomové prace Jany
Marvalové, kterd jako chirdlni selektor pouzila tris(3,5-dimethylkarbamat) celul6zy. Pti
porovnéani téchto dvou chirdlnich selektord bylo pouziti imobilizovaného chiralniho
selektoru tris(3,5-dichlorofenylkarbamat) celulézy méné vyhodné. V piipadé tris(3,5-
dichlorofenylkarbamat) celulozy doSlo k rozdéleni péti analytl oproti chirdlnimu

selektoru tris(3,5-dimethylkarbamat) celulozy ktery umoznil separaci sedmi analytt [60].
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Obrazek ¢.32 Grafy zavislosti reten¢nich faktorti kobalt bis(dikarbolidit) (vlevo) a rozliSeni (vpravo) na typu aditiva v MF s MeOH
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Obrazek ¢.33 Grafy zavislosti retencnich faktorti kobalt bis(dikarbolidii) (vlevo) a rozliSeni (vpravo) na typu aditiva v MF s ACN
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Obrazek €.34 Chromatogramy analytu F9, MF ACN/TEA pH 5 (60/40) (v/v) (vlevo) a (50/50) (v/v)

(vpravo). Enantiomery jsou v chromatogramech oznacené hvézdickou.
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5.1.2 Chiralni selektor: tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) amylozy

Druhym testovanym chirdlnim selektorem na bazi polysacharida byl tris(3,5-
dimethylfenylkarbamat) amylézy imobilizovany na silikagelové matrici. Pfi tomto
experimentu byly pouzity MF MeOH-50 mM NaClO4 a ACN-50 mM NaClO4 o rizném
pomérovém slozeni. Tyto MF byly zvoleny z diivodu nejlepsSich vysledkl separace pfi
pouziti chirdlniho selektoru naneseného na silikagel [60]. Vyuzitim kolony
s imobilizovanym selektorem byl separovan analyt CPENT. K naznaku déleni CPENT
doslo za podminek MF MeOH/ 50 mM NaClO4 (70/30) (v/v) a kompletni separace tohoto
analytu probéhla v MF ACN/ 50 mM NaClOs (60/40) (v/v). Dale doslo k naznaku
separace analytu HOEt v MF ACN/ 50 mM NaClO4 (40/60) (v/v). Vyhodngjsi bylo
pouziti MF o slozeni ACN/ 50 mM NaClO4, kdy mé&ly latky niZ$i retencni Casy a vyssi

rozliSeni nez u MF s MeOH.

Poté byly porovnany ziskané hodnoty s vysledky ptedchozi diplomové prace, kde byl
chirélni selektor tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) amyldzy naneseny na silikagel. Ani pfi
jednom zpiisobu navéazéani selektoru nedoslo k separaci analytl ze skupiny 7,8-dikarba-
nido-undekaborati, je zde tedy hodnocena separace pouze kobalt bis(dikarbolidii). Pti
porovnani obou zptisobll navazani selektoru na silikagel (Obrazek ¢.35 a 36) je patrné, ze
hodnoty retenéniho faktoru pii naneseném selektoru byly niz§i nez u selektoru
imobilizovaného. Z diivodu nizsich retencnich faktori a vyssiho poctu separovanych
latek je vyhodngj$i pouziti selektoru naneseného. Hodnoty rozliSeni byly vyssi
u selektoru nanesené¢ho. Toto tvrzeni potvrzuje analyt CPENT, ktery byl pomoci
selektoru naneseného separovan s rozliSenim 3,10. V ptipadé selektoru imobilizovaného
bylo rozlisSeni CPENT 1,82 (Obrazek ¢.37) [60]. Je zde tak potvrzena teorie, Ze narusenim
pravidelné spirdlovité struktury amyldzy pii imobilizaci dochazi ke sniZeni schopnosti

separace [32].
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Obrézek ¢.36 Grafy zavislosti retencnich faktort (vlevo) a rozliSeni (vpravo) na selektoru imobilizovaném ¢i naneseném na silikagelu,
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Obrézek €.37 Chromatogramy analytu CPENT za pouziti selektoru imobilizovaného s MF ACN/ 50 mM NaClO4 (60/40) (v/v) (vlevo)
a selektoru nanesené¢ho s MF ACN / 50 mM NaClO4 (60/40) (v/v) (vpravo) [60]. Enantiomery jsou v chromatogramech oznacené hvézdickou.
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5.2 Chinidinové chiralni selektory

Druhym typem chirdlnich selektort, které jsme pouzivali pfi naSem méfeni byly
chinidinové kolony. V pribéhu meéfeni pomoci téchto kolon doslo k eluci vSech
zkousenych vzorkli. K separaci doslo opét pouze u zéastupcti kobalt bis(dikarbolidi).
Jedinou vyjimkou byl analyt E4, zastupce 7,8-dikarba-nido-undekaboratl, k jehoz
naznaku separace doslo u kolony QN AX tBU.

5.2.1 Chiralni kolona: MK 373

Jako prvni byla dle doporuceni vyrobce kolony pfipravena MF o sloZeni
MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/iw) ve které se objevil ndznak separace péti analyti.
Pot¢ jsme zkusili zaménit MF MeOH/AcA/AcNHs (98:2:0,5) (v/v/iw) za MF
MeOH/TFAcA/TFAcNH4 (98:2:0,5) (v/v/iw). Pouziti MF MeOH/TFAcA/TFAcNH4
(98:2:0,5) (v/v/iw) bylo zcela nevhodné, protoze doslo k nadmérnému zadrzovani analyti
na kolon¢ diky vyssi hydrofobicité trifluoroctanu amonného. Nasledné byla s dobrymi
vysledky pouzita MF MeOH/ AcA (200mM, pH 6) (90:10) (v/v) jejiz pH bylo upraveno
pomoci NH4OH. Pouziti této MF bylo doporuceno vyrobcem, pokud nedojde
k dostateCnym ¢i zaddnym separacim v podminkach MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0.5)
(v/v/w). Déle jsme zkoumali idealni pomérové slozeni MF sestdvajici se z ACN/AcA
(200mM, pH 6). Jako nejvyhodné&jsi pomér byl vyhodnocen ACN/AcA (200mM, pH 6)

(50:50) (v/v) pro jeho dobré elucni a separacni vlastnosti.

Retencni faktor eluovanych latek dosahoval nejvyssich hodnot u MF MeOH/AcA/AcNH4
(98:2:0,5) (v/v/w), svyjimkou analyth bisPHE, bisTOL,, bisEtPHE, 5-ME-11-ZW
a CPENT (Obrazek ¢. 38). Na této koloné bylo separovano pét analyti, pficemz latky
bisTOL, a bisEtPHE byly separovany aZz na zékladni linii s hodnotou rozliSeni nad 1,5.
Pti separaci se podafilo oddélit neCistoty eluované mezi enantiomery, které vznikly
v pribéhu syntézy. Nejvys§iho rozliSeni analyti bylo dosazeno pouzitim MF
MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/w). Toto tvrzeni ovSem nepotvrzuje latka (HOE),,
jejiz rozliSeni bylo nejvyssi v MF MeOH/ AcA (200mM, pH 6) (90:10) (v/v) (Obrazek
¢.39).
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Obrazek ¢. 38 Grafy zavislosti retencnich faktort 7,8-dikarba-nido-undekaborati (vlevo) a kobalt bis(dikarbolidl) (vpravo) na slozeni MF,
kolona MK 373. U analyt DiEtSULFON a DiEtAmSULF v MF MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/iw) nebylo dosazeno eluce do 90 minut.
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Obrazek ¢.39 Graf zavislosti rozliSeni kobalt bis(dikarbolidi) na slozeni MF, kolona MK 373
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5.2.2 Chiralni kolona: SW 061

Na kolon¢ SW 061 byly pozorovany vyssi retencni faktory oproti predeslé koloné
MK 373. Reten¢ni faktor byl stejn¢ jako u pfedchozi kolony nejvyssi v MF
MeOH/AcA/AcNHs (98:2:0,5) (v/v/iw) svyjimkou latek 5-ME-11-ZW, CPENT,
bisTOL, a bisEtPHE, které¢ byly nejvice zadrzovany pti MF ACN/AcA (200mM, pH 6)
(50:50) (v/v) (Obrazek ¢.40). Pomoci této kolony bylo dosazeno separace osmi latek,
pricemz analyty (HOEt),, DIEtSULFON a bisEtPHE byly separovany na zékladni linii.
Nejvyssich hodnot rozliseni bylo dosazeno v MF MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/iw)
(Obrazek ¢.41). Jedinym analytem, ktery byl alespon castec¢né separovan za pouziti vS§ech

ttech MF byl bisPHE.
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Obrazek ¢.40 Graf zavislosti reten¢niho faktoru kobalt bis(dikarbolidl) na slozeni MF,

kolona SW 061
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Obrazek €.41 Graf zavislosti rozliSeni kobalt bis(dikarbolidl) na sloZzeni MF,
kolona SW 061
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5.2.3 Chiralni kolona: MK 391

Na Obrazku €. 42 lze vidét, ze retencni faktory vétSiny analyti dosahovaly nejvyssich
hodnot pfi pouziti MF MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/iw). Vyjimkou byly latky
bisPHE, bisTOL, a bisEtPHE, které byly zadrzovany nejvice pii MF ACN/AcA
(200 mM, pH 6) (50:50) (v/v). Na této koloné doslo k ndznaku separace latek HOMe
a (HOEt),, jejichz rozliSeni bylo mensi nez 1. K separaci s hodnotou rozliSeni nad 1,5
doslo u analyti bisPHE, bisTOL2 a bisEtPHE v MF MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5)
(v/v/w) (Obrazek ¢.43).
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Obrazek ¢.42 Graf zavislosti reten¢niho faktoru kobalt bis(dikarbolidl) na slozeni MF,
kolona MK 391
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Obrazek €.43 Graf zavislosti rozliSeni kobalt bis(dikarbolidl) na sloZzeni MF,
kolona MK 391
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5.2.4 Chiralni kolona: SW 069

cvwr

(Obrazek ¢.44). Nizsi retencni faktory méla tentokrat MF MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5)
(v/v/w) u niz doslo k nejvyssim hodnotam rozliSeni. Pouzitim MF MeOH/AcA/AcNH4
(98:2:0,5) (v/v/w) doslo k separaci vzorku bisEtPHE az na zékladni linii. Dale za pouziti
této kolony doslo k ¢astecné separaci analyti HOMe, (HOEt),, bisPHE a bisTOL>
(Obrazek ¢.45).
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5.2.5 Chiralni kolona: QN AX tBU

Jako posledni probehlo testovani kolony QN AX tBU. Retencni faktor byl obecné
nejvys$si u MF MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5). Vyjimkou byly latky CPENT, H:Net,
bisEtPHE a 5-Me-11-ZW, jejichz reten¢ni faktory byly nejvyssi pfi MF ACN/AcA
(200mM, pH 6) (50:50) (v/v) (Obrazek ¢.46). Pouzitim této kolony doslo
k enantioseparaci deseti vzorkili, véetné zastupce 7,8-dikarba-nido-undekaboratti E4.
Latky HOMe a DIiEtSULFON byli separovany az na zakladni linii (Obrazek ¢.47).
Zastupce skupiny 7,8-dikarba-nido-undekaborati E4 byl separovan s rozliSenim 0,25

v MF MeOH/AcA/AcNH; (98:2:0,5) (V/v/w).
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Obrazek ¢. 47 Grafy zavislosti rozliseni 7,8-dikarba-nido-undekaboratt (vlevo) a kobalt bis(dikarbolidl) (vpravo) na slozeni MF,
kolona QN AX tBU
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5.2.6 Porovnani chinidinovych kolon:

Pfi zavéreCném srovnani vSech chinidinovych kolon byla jako nejvyhodnéjsi
vyhodnocena kolona QN AX tBu, za jejiz pouziti doslo k separaci nejvyssiho poctu latek
a jako jedind byla schopna naznaku separace u latky ze skupiny 7,8-dikarba-nido-
undekaboratl. Velice dobré separace bylo dosazeno téz u kolony MK 391 pomoci které
doslo k rozliSeni nad 1,5 u enantiomert analyt bisPHE, bisTOL, a bisEtPHE. Ackoliv
tato kolona nema nejlepsi vysledky separace pro vSechny analyty, jevi se jako vhodna pro
separaci bisarylenovych kobalt bis(dikarbolid). Mizeme tedy pfedpokladat, ze se zde
uplatnil pozitivni vliv skupiny allyl- ve struktufe chiralniho selektoru, ti€astnici se n—n
interakci. Pfi srovnani kolon SW 061 a SW 069 bylo dosazeno vice chiralnich separaci
u kolony SW 061, obsahujici 268 umol chiralniho selektoru na 1 g silikagelu oproti
koloné¢ SW 069, ktera obsahuje pouze 157 pumol/g silikagelu. Vyssi obsah chirdlniho
selektoru se pozitivné projevil na zlepSeni rozliSeni, retencni faktory byly ovSem az
pctinasobné vyssi. Kolona MK 373, v jejiz struktuie je chirdlni selektor navazan ptes
triazolovou skupinu, byla schopna separovat pét analyti ze skupiny kobalt
bis(dikarbolidii). Stejného poctu rozdelenych latek bylo dosazeno i1 pouzitim kolony MK
391, ve které je chirdlni selektor navdzan pfes thioetherovou skupinu. Pouzitim kolony
MK 391 bylo oproti koloné¢ MK 373 dosaZeno separaci o vysSim rozliSeni a niZSich
retencnich faktorech, coz dokazuje vyhodné&js$i navdzani chirdlniho selektoru timto
zpusobem. Pfi navdzani chirdlniho selektoru kolony QN AX tBU z odlisné strany nez
u kolony MK 391 bylo pozorovéano vyssi mnozstvi uskute¢nénych enantioseparaci oproti
a to u analyttl bisTOL: a bisEtPHE. Nejlepsi podminky pro separaci vzorkd za pouziti
chinidinovych chirdlnich selektorti jsou zobrazeny v Tabulce ¢.5. Reprezentativni

chromatogramy separovanych vzorki zobrazuji Obrazky ¢.48-53.
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Tabulka ¢€.5 Nejlepsi podminky pro separaci vzork pomoci chinidinovych kolon

analyt k1 Rs
QN AX tBu MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/w)
E4 14,10 0,25
DiEtSULFON 19,19 2,00
QN AX tBu MeOH/AcA (200 mM, pH 6) (90:10) (v/v)
DiEtAmSULF 3,28 0,35
QN AX tBu ACN/AcA (200mM, pH 6) (50:50) (v/v)

HOMe 7,61 1,48

HOEt 6,08 0,59

(HOMe), 6,73 0,67
SW 061 ACN/AcA (200mM, pH 6) (50:50) (v/v)

(HOEY), 18,73 1,60
MK 391 MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/w)

bisPHE 29,96 1,53

bisETPHE 21,18 5,90

bisTOL, 25,90 5,91
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Obrazek €.48 Chromatogramy analytu E4 (vlevo) a DIEtSULFON (vpravo) kolona QN AX tBu, MF MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/w).
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Obrazek ¢.49 Chromatogramy analytu DiIEtAmSULF, kolona QN AX tBu, MF MeOH/AcA (200 mM, pH
a analytu (HOEt),, kolona SW 061, MF ACN/AcA (200mM, pH 6) (50:50) (v/v) (vpravo).

Enantiomery jsou v chromatogramech oznacené hvézdickou.
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Obrézek €.50 Chromatogramy analytu HOMe (vlevo) a HOEt (vpravo), kolona QN AX tBu, MF ACN/AcA (200mM, pH 6) (50:50) (v/v).
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Obrazek €. 51 Chromatogram analytu (HOMe),, kolona QN AX tBu, MF ACN/AcA (200mM, pH 6) (50:50) (v/v).

Enantiomery jsou v chromatogramu oznacené hvézdickou.
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6 Zavér
V této diplomové praci jsem se zabyvala vlivem odlisnych chirdlnich selektorti na

ucinnost separace latek ze skupiny bis(dikarbolidl) a 7,8-dikarba-nido-undekaboratt

v systému HPLC.

V ptipad¢ polysacharidovych CSP bylo dosazeno lepsich vysledkli chiralni separace
u kolony celulézové. To je pravdépodobné dano rozdilnym uspotadanim amyloézovych
a celulozovych jednotek v prostoru. Nejvyhodnéjsi MF pii méteni s celulozovou kolonou
byla MF o slozeni ACN/ 50mM TEA pH 5. Pfi méfeni pomoci obou polysacharidovych
CSP byly pozorovany rostouci hodnoty reten¢nich faktord a rozliSeni, se snizujicim se
procentem organické slozky v MF. Pii porovnani zplisobt navazéani chiralniho selektoru
u amylozové kolony, byl pro nase analyty vyhodnéjsi selektor naneseny na silikagel.
Pouzitim selektoru naneseného bylo dosaZeno separaci o vys$Sim rozliSenim a kratSimi
retenénimi Casy nez u selektoru imobilizovaného. Nizka schopnost separace
imobilizovanych CSP je dana pravdépodobné narusenim polysacharidové struktury
v prib¢hu imobilizace. Enantioseparace pomoci chinidinovych CSP byla testovana na
ruznych kolonach v reverznim a polarné-organickém modu. Jako nejvyhodnégjsi kolona
pro separaci naSich analytii byla oznacena kolona QN AX tBu, jejimz pouzitim bylo
dosaZeno nejvyssiho poctu separovanych analyti a jako na jediné se objevil naznak
separace analytu ze skupiny 7,8-dikarba-nido-undekaboratli. V podminkach kolony
QN AX tBu s MF o slozeni MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/iw) bylo dosazeno
prvniho pfipadu rozdé€leni na zakladni linii analytu DiEtSULFON, latky dilezité smérem

k vyzkumu inhibitor karbonické anhydrazy.

Tato prace dopliluje pfedchozi diplomovou praci o cennd data na dalSim typu
polysacharidovych chiralnich stacionarnich fazi. Pii srovnani vysledki obou experimentt
je nejlepSim  chirdlnim selektorem pro separaci kobalt bis(dikarbolidii)
tris(3,5-dimethylfenylkarbamat) celulézy naneseny na silikagel. Déale mé prace piinasi
nové poznatky o chirdlnich separacich na iontoménicovych chirdlnich stacionarnich
fazich. Cast dat byla vyuZita pro sepsani publikace, ktera byla piijata do ¢asopisu Journal

of Chromatography A (IF 4,759) [61].
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7 Seznam pouZzitych zkratek

ACN acetonitril

BCC klastrové slou¢eniny boru

BNCT borova neutronova zachytova terapie
CSP chiralni stacionarni faze

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
MeOH methanol

MF mobilni faze

NP normalni mod

PO polarné-organicky mod

RP reverzni méd

SF stacionarni faze

SFC superkriticka fluidni chromatografie

TEA triethylamin

Tris 2-amino-2-(hydroxy-methyl)-1,3-propandiol

8 Seznam obrazku

Obrazek €.1 Struktury izomeru efedrinu a pseudoefedrinu, pievzato a upraveno z [4]
Obrazek ¢.2 Struktury (S)-butanolu (vlevo) a (R)- butanolu (vpravo), pievzato
a upraveno z [5]

Obrazek €.3 Struktura thalidomidu, pfevzato a upraveno z [9]

Obrazek ¢. 4 Tribodovy interak¢ni model chiralni separace, pfevzato a upraveno z [16]
Obrazek ¢.5 Schéma vysokoucinného kapalinového chromatografu, pfevzato a upraveno
z [24].

Obrazek ¢.6 Struktura derivati celulézy (vlevo) a amyloézy (vpravo), pievzato
a upraveno z [30]

Obrazek ¢.7 Struktura chirdlniho selektoru chinidinkarbamatu [38]

Obrazek €. 8 Struktura cyklodextrinti a odvozenych CSP, ptfevzato a upraveno z [15]
Obrazek €. 9 Struktura cyklofruktanu, pfevzato a upraveno z [40]

Obrazek €.10 Struktura crown-ethert, pfevzato a upraveno z [42]

Obrazek ¢.11 Chemicke struktury makrocyklickych antibiotik: vankomycin(A),
teikoplanin(B), avoparcin (C), ristocetin (D) [43]
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Obrizek ¢.12 Struktura dodekaboratu (B12Hi2)*, pfevzato a upraveno z [46]

Obrazek €.13 Izomerni formy sloucenin karboranti, pfevzato a upraveno z [50]
Obrazek ¢. 14 Syntéza karboranovych izomert, pfevzato a upraveno z [50]

Obrazek ¢.15  Struktury sloucenin  mido-karboranu  (CoBioHi2)™  (vlevo)
a metallakarboranu [Co(C2BoH 1) 2] (vpravo), pfevzato a upraveno z [46]

Obrazek ¢.16 Zobrazeni chirdlni struktury nido-karborani (vlevo) a kobalt
(bis)dikarbolidt (vpravo), pfevzato a upraveno z [54]

Obrazek ¢.17 Struktura lidokainu a jeho analogt borokainii, pfevzato a upraveno z [48]
Obrazek ¢&.18 Cinidla pouZivand v BNCT: L-para-dihydroxyborylfenylalanin (vlevo)
a merkaptoundekahydro-closo-dodekaborat disodny (vpravo) [57]

Obrazek ¢. 19 Prvni nanonosi¢ na bazi karboranu [53]

Obrazek ¢.20 Struktury kolony i-Cellulose-5 (vlevo) a i-Amylose-1 (vpravo),
pievzato a upraveno z [59]

Obrazek ¢.21 QN AX tBu, terc-butyl-carbamoyl-CHINIDIN, velikost ¢astic 5 pum,
150 x 4.6 mm

Obrazek ¢.22 MK 373 (216 umol /g silikagelu), triazol-methyl-carbamoyl-CHINIDIN,
velikost ¢astic 5 um 150 x 4.6 mm

Obrazek ¢23 MK 391 (253 pumol/g silikagelu),  Allyl-carbamoyl-
DIHYDROCHINIDIN, velikost ¢astic 5 pm ,150 x 4.6 mm

Obrazek ¢24 SW 061 (286 pmol /g silikagelu), Allyl-carbamoyl-
DIHYDROCHINIDIN, velikost ¢astic 5 um 150 x 4.6 mm

Obrazek ¢€25 SW 069 (157 umol /g silikagelu), Allyl-carbamoyl-
DIHYDROCHINIDIN, velikost ¢astic 5 um, 150 x 4.6 mm

Obrazek €.26 Graf zavislosti retenéniho faktoru 7,8-dikarba-nido-undekaborati na
% MeOH/ 50mM NaClO4 v MF

Obrazek ¢&.27 Graf zavislosti retenéniho faktoru kobalt bis(dikarbolidii) na
% MeOH/ 50mM NaClO4 v MF

Obrazek ¢.28 Grafy zavislosti retenCnich faktorti kobalt bis(dikarbolidi) (vlevo)
a rozliSeni (vpravo) na % ACN/ 50 mM NaClO4v MF

Obrazek ¢€.29 Grafy zavislosti retencnich faktorii kobalt bis(dikarbolidl) (vlevo)
a rozliseni (vpravo) na % ACN/ 50 mM NaCl v MF
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Obrazek ¢.30 Chromatogramy analytu F9 za podminek ACN/ 50 mM NaClOg4 (50/50)
(v/v) (vlevo) a ACN/ 50 mM NaCl (50/50) (v/v) (vpravo). Enantiomery jsou
v chromatogramech oznacené hvézdickou.

Obrazek ¢.31 Chromatogramy vzorku bisPHE za podminek ACN/ 50 mM NaCl (50/50)
(v/v) (vlevo) a vzorku (HOEt), za podminek ACN/ 50 mM NacCl (40/60) (v/v) (vpravo).
Enantiomery jsou v chromatogramech oznacené hvézdickou.

Obrazek ¢.32 Grafy zavislosti retenCnich faktorti kobalt bis(dikarbolidi) (vlevo)
a rozliSeni (vpravo) na typu aditiva v MF s MeOH

Obrazek €.33 Grafy zavislosti retencnich faktori kobalt bis(dikarbolidl) (vlevo)
a rozliSeni (vpravo) na typu aditiva v MF s ACN

Obrazek €.34 Chromatogramy analytu F9, MF ACN/TEA pH 5 (60/40) (v/v) (vlevo)
a (50/50) (v/v) (vpravo). Enantiomery jsou v chromatogramech oznacené hvézdickou.
Obrazek ¢.35 Grafy zavislosti retencnich faktorti (vlevo) a rozliSeni (vpravo) na
selektoru imobilizovaném ¢i naneseném na silikagelu, MF o slozeni MF MeOH/ 50 mM
NaClO4[60]. Néazev analytu obsahuje procentuélni vyjadieni obsahu MeOH v MF.
Obrazek ¢.36 Grafy zavislosti retencnich faktorti (vlevo) a rozliSeni (vpravo) na
selektoru imobilizovaném ¢i naneseném na silikagelu, MF o slozeni MF ACN/ 50 mM
NaClO4 [60]. Nazev analytu obsahuje procentualni vyjadieni obsahu ACN v MF.
Obrazek ¢.37 Chromatogramy analytu CPENT za pouZiti selektoru imobilizovaného
s MF ACN/ 50 mM NaClO4(60/40) (v/v) (vlevo) a selektoru naneseného s MF ACN / 50
mM NaClO4 (60/40) (v/v) (vpravo) [60]. Enantiomery jsou v chromatogramech oznacené
hvézdickou.

Obrazek €. 38 Grafy zavislosti retencnich faktorti 7,8-dikarba-nido-undekaboratii
(vlevo) a kobalt bis(dikarbolidil) (vpravo) na slozeni MF, kolona MK 373. U analytii
DiEtSULFON a DiEtAmSULF v MF MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/iw) nebylo
dosaZeno eluce do 90 minut.

Obrazek ¢.39 Graf zavislosti rozliSeni kobalt bis(dikarbolidtl) na slozeni MF, kolona MK
373

Obrazek ¢.40 Graf zavislosti retenniho faktoru kobalt bis(dikarbolidl) na slozeni MF,
kolona SW 061

Obrazek ¢.41 Graf zavislosti rozliSeni kobalt bis(dikarbolidll) na sloZzeni MF,
kolona SW 061

Obrazek ¢.42 Graf zavislosti retencniho faktoru kobalt bis(dikarbolidl) na slozeni MF,
kolona MK 391
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Obrazek ¢.43 Graf zavislosti rozliSeni kobalt bis(dikarbolidli) na slozeni MF,
kolona MK 391

Obrazek ¢.44 Graf zavislosti retencniho faktoru kobalt bis(dikarbolid() na slozeni MF,
kolona SW 069

Obrazek ¢.45 Graf zavislosti rozliSeni kobalt bis(dikarbolidli) na slozeni MF,
kolona SW 069

Obrazek ¢.46 Grafy zavislosti reten¢nich faktort 7,8-dikarba-nido-undekaborati (vlevo)
a kobalt bis(dikarbolidii) (vpravo) na slozeni MF, kolona QN AX tBU

Obrazek ¢. 47 Grafy zavislosti rozliSeni 7,8-dikarba-nido-undekaboratt (vlevo) a kobalt
bis(dikarbolidi) (vpravo) na slozeni MF, kolona QN AX tBU

Obrazek ¢.48 Chromatogramy analytu E4 (vlevo) a DiEtSULFON (vpravo) kolona
QN AX tBu, MF MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/w). Enantiomery jsou
v chromatogramech oznacené hvézdickou.

Obrazek ¢.49 Chromatogramy analytu DiEtAmSULF, kolona QN AX tBu, MF
MeOH/AcA (200 mM, pH 6) (90:10) (v/v) (vlevo) a analytu (HOEt)>, kolona SW 061,
MF ACN/AcA (200mM, pH 6) (50:50) (v/v) (vpravo). Enantiomery jsou
v chromatogramech oznacené hvézdickou.

Obrazek €.50 Chromatogramy analytu HOMe (vlevo) a HOEt (vpravo), kolona QN AX
tBu, MF ACN/AcA (200mM, pH 6) (50:50) (v/v)

Obrazek €. 51 Chromatogram analytu (HOMe),, kolona QN AX tBu, MF ACN/AcA
(200mM, pH 6) (50:50) (v/v).

Obrazek ¢.52 Chromatogramy analytu bisPHE (vlevo) a bisEtPHE (vpravo), kolona MK
391, MF MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/w).

Obrazek ¢.53 Chromatogram analytu bisTOL,, kolona MK 391, MF
MeOH/AcA/AcNH4 (98:2:0,5) (v/v/iw).

9 Seznam tabulek

Tabulka ¢€.1 Priklady 1é¢iv a jejich chiral-switchingu [6]

Tabulka ¢€.2 Typy interakci v chiralni separaci [17]

Tabulka ¢€.3 Piehled nejvice pouzivanych chirdlnich CSP, druht interakci, separacnich
podminek a typt analytt [1, 17, 25, 26, 27,28, 29]

Tabulka €.4 Seznam analyti s jejich systematickym nazvem a strukturnim vzorcem.

Tabulka €.5 Nejlepsi podminky pro separaci vzorkd pomoci chinidinovych kolon
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