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Abstrakt

Předložená  disertační  práce  je  komentovaným  souborem  čtyř  publikací 

popisujících  využití  kapilární  elektroforézy,  kapalinové  chromatografie  a  UV/Vis 

spektrometrie  ke  studiu  komplexů  rhenia  s aromatickými  ligandy.  Ke  strukturální 

charakterizaci  jednotlivých komplexů byly využity metody hmotnostní  spektrometrie 

s měkkými  ionizačními  technikami,  1H  a  13C  nukleární  magnetické  resonance 

a infračervené  spektrometrie.  Komplexy  byly  připraveny  v reakcích  rheniového 

prekurzoru  tetrabutylamonium  tetrachlorooxorhenátu  s odpovídajícím  ligandem 

za aerobních  i  anaerobních  podmínek.  V průběhu  výzkumu  byla  zjištěna  nestabilita 

připravených komplexů (s Re v oxidačním čísle +V a +VI) a jejich přechod na jinou 

stabilnější formu (Re+VII).

V průběhu výzkumu byly úspěšně realizovány následující dílčí projekty:

 Návrh a  úspěšná  realizace  postupu syntézy  vybraných  rheniových  komplexů 

s aromatickými  ligandy  1,2-dihydroxybenzen,  1,2,3-trihydroxybenzen  a  2,3-

dihydroxynaftalen  v reakcích  bez přístupu vzduchu a s  přístupem vzduchu a 

jejich strukturální charakterizace metodami ESI-MS, APPI-MS, LDI-MS, ESI-

MS/MS, NMR a IR. 

 ESI-MS SRM a UV/Vis časové studie chování primárně vzniklých rheniových 

komplexů  (Re+V)  s  aromatickými  ligandy  v  reakční  směsi  v  závislosti  na 

přídavku triethylaminu jako akcelerátoru reakce a přeměna komplexů na jinou 

stabilnější formu. 

 Vývoj a úspěšná realizace postupu separace jednotlivých složek reakce metodou 

kapilární  zónové  elektroforézy  v  rozdílných  základních  elektrolytech 

o proměnlivé  hodnotě  pH.  Sledování  závislosti  migračních  časů  jednotlivých 

složek  reakční  směsi  v  závislosti  na  pH  základního  elektrolytu.  Analytická 

validace metody stanovení složek reakční směsi obsahující  rheniový komplex 

s 1,2,3-trihydroxybenzenem.
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Abstract

This  PhD  thesis  provides  a  commented  set  of  four  publications.  These 

publications  are  focused  on  capillary  electrophoresis,  liquid  chromatography,  and 

UV/Vis spectrometry used to study complexes of rhenium with aromatic ligands. The 

methods  of mass  spectrometry  with  soft  ionization  techniques,  1H  and  13C  nuclear 

magnetic resonance, and infrared spectrometry were used for structural characterization 

of the individual  complexes.  The  complexes  were  synthetized  in  reactions  of  the 

rhenium precursor tetrabutylammonium tetrachlorooxorhenate with the corresponding 

ligand under both aerobic and anaerobic conditions. In the course of the research, it was 

revealed that the prepared complexes (with Re in the oxidation number +V and +VI) are 

unstable and their oxidation numbers change to another more stable form (Re+VII).

Sub-projects  which  were  successfully  implemented  during  the  research  were 

as follows: 

 Design and successful realization of the process of synthesis of selected rhenium 

complexes  with  aromatic  ligands  1,2-dihydroxybenzene,  1,2,3-

trihydroxybenzene, and 2,3-dihydroxynaphthalene in reactions with and without 

air access, and their structural characterization by ESI-MS, APPI- MS, LDI-MS, 

ESI-MS/MS, NMR, and IR.

 ESI-MS SRM and UV/Vis time studies of the behaviour of primary rhenium 

complexes  (Re+V)  with  aromatic  ligands  in  the  reaction  mixture,  depending 

on the addition  of  triethylamine  as  a  reaction  accelerator  and the  conversion 

of the complexes to another more stable form.

 Development  and  successful  realization  of  the  process  of  separation 

of the individual components of the reaction using the method of capillary zone 

electrophoresis  in  background  electrolytes  with  a  changing  pH-value. 

Monitoring  of the  dependency of  the migration  time of  the reaction  mixture 

components  on the  pH-value  of  the  background  electrolytes.  Analytical 

validation of the method for determining the components of the reaction mixture 

containing the rhenium complex with 1,2,3-trihydroxybenzene.
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1 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLŮ

1H NMR vodíková nukleární magnetická resonance

13C NMR 13C uhlíková nukleární magnetická resonance

ACN acetonitril

ACN-d3 deuterovaný acetonitril

ADP adenosin difosfát

APCI chemická ionizace za atmosférického tlaku (z anglického Atmospheric 
Pressure Chemical Ionization)

API aktivní farmaceutická substance (z anglického Active Pharmaceutical 
Ingredient)

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku (z anglického Atmospheric 
Pressure Photo Ionization)

APPI-MS hmotnostní spektrometrie s fotoionizací za atmosférického tlaku

ATP adenosin trifosfát

Cat. katechol (ligand 1,2-dihydroxybenzen)

CZE kapilární zónová elektroforéza (z anglického Capillary Zone 
Electrophoresis)

DAD detekce pomocí diodového pole (z anglického Diode Array Detection)

DESI desorpční ionizace elektrosprejem (z anglického Desorption 
Electrospray Ionization)

DNA deoxyribonukleová kyselina

EOF elektroosmotický tok (z anglického ElectroOsmotic Flow)

ESI elektrosprejová ionizace (z anglického ElectroSpray Ionization)

ESI-MS hmotnostní spektrometrie s elektrosprejovou ionizací

ESI-MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie s elektrosprejovou ionizací

Exp. experimentálně získaná hodnota

EZ elektronový záchyt

FAB ionizace urychlenými atomy (z anglického Fast Atom Bombardment)
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FD ionizace polem (z anglického Field Desorption)

FLD fluorescenční detektor

HEDP 1,1-hydroxydietiliden difosfát

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie (z anglického High 
Performance Liquid Chromatography)

i; i0 intenzita signálu píků

IP izomerní přechod

IR infračervená spektrometrie (z anglického InfraRed spectrometry)

kal. vypočtená hodnota

LDI laserová desorpce/ionizace (z anglického Laser Desorption/Ionization)

LDI-MS hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí/ionizací

LOD limit detekce (z anglického Limit Of Detection)

LOQ limit kvantifikace (z anglického Limit Of Quantification)

MALDI laserová desorpce/ionizace za přítomnosti matrice (z anglického Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization)

MIBI metoxyisobutylisonitril

MS hmotnostní spektrometrie (z anglického Mass Spectrometry)

MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie

N počet signálů produktový iontů ve vzorci indexu podobnosti

NMR nukleární magnetická resonance

p-BA para-bromanilin

PESI elektrosprejová ionizace využívající jehly (z anglického Probe 
Electrospray Ionization)

PET pozitronová emisní tomografie

PG pyrogalol (ligand 1,2,3-trihydroxybenzen)

RNA ribonukleová kyselina

RTG rentgen, rentgenové záření
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SCE nasycená kalomelová elektroda (z anglického Saturated Calomel 
Electrode)

SI index podobnosti (z anglického Similarity Index)

SRM záznam vybraných přechodů (z anglického Selected Reaction 
Monitoring)

TEA triethylamin

TLC tenkovrstvá chromatografie

UV/Vis spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra

v/v objem podílu/objem celku (z anglického volume/volume)

Z protonové číslo

α záření alfa 

β+ záření beta plus 

β- záření beta mínus 

γ záření gama 

δ chemický posun [ppm]

λ vlnová délka [nm]

m/z poměr hmotnosti a náboje (z anglického mass/charge ratio)

ppm jedna miliontina celku (z anglického Parts Per Million)

R2 interval spolehlivosti regresní přímky

t čas [min]

t1/2 poločas rozpadu [h]

Δt časové intervaly [min]
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2 ÚVOD

Nukleární medicína se řadí mezi rychle se rozvíjející medicínské obory schopné 

diagnostikovat  buněčné  nádorové  bujení  již  v prvotním  stádiu  pomocí  vhodných 

otevřených radioaktivních zářičů aplikovaných do těla pacienta. Výhodou současných 

metod  nukleární  medicíny  je  neinvazivnost,  tedy  prakticky  absence  jakýchkoli 

vedlejších  účinků  a  většinou  i  nízká  radiační  zátěž.  Vhodné  diagnostické  metody 

umožňují  sledování  funkčního  stavu  orgánů,  jejich  metabolické  aktivity  i  na 

molekulární  úrovni,  zobrazení  různé  patologické  léze  (včetně  primárních  nebo 

sekundárních  nádorů),  zobrazení  distribuce  nádorových  antigenů,  hormonálních 

receptorů, neuroreceptorů, sledování aktivity zánětů a mnohé další zajímavé aplikace. 

Hlavní nevýhodou radiodiagnostických technik je nedostatečné zobrazení a vykreslení 

anatomických  detailů  jednotlivých  orgánů  a  pochopitelně  i  nutnost  práce 

s radioaktivními zářiči za přísně kontrolovaných podmínek [1].

Otevřený  radiozářič  (např.  99mTc,  123I,  131I  nebo  201Tl)  je  do  těla  pacienta 

aplikován nejčastěji intravenózně. Vhodnou zobrazovací technikou (např. pozitronovou 

emisní tomografií)  využívající  gama kameru jako zobrazovací  přístroj je detekována 

radiace  vycházející  z otevřeného  radiozářičového  indikátoru,  která  je  následně 

převedena do snímkové podoby.  Metabolicky aktivnější  tkáně (rakovina)  soustřeďují 

aktivní látku mnohem více než okolní zdravá tkáň a proto jsou na výsledném snímku 

více patrné. Nevýhodou v současné době nejvíce využívaného otevřeného radiozářiče 
99mTc je jeho krátká doba poločasu rozpadu. Musí být připravován přímo před vlastní 

aplikací  do  těla  pacienta,  což  s  sebou  nese  rizika  spojená  s přípravou  a  vystavení 

personálu nemocnice nežádoucímu záření a nemalé finanční náklady spojené s nutným 

vybavením k práci s otevřenými radiozářiči [1].

V posledních  několika  letech  se  pozornost  vědců  zaměřila  na  radioaktivní 

izotopy jiných kovů (s techneciu podobnými chemickými vlastnostmi) včetně rhenia, 

které má pro medicínské účely vhodné izotopy 186Re a 188Re. Rheniové izotopy vykazují 

jisté  podobnosti  s techneciovými  analogy  a  mají  navíc  delší  poločasy  rozpadu 

umožňující  přípravu  na  specializovaných  pracovištích  mimo  nemocniční  pracoviště. 

Podobnost mezi techneciovými a rheniovými analogy je dána jejich pozicí v periodické 

tabulce i jejich jadernými vlastnostmi, nicméně predikce chování rheniových preparátů 

na základě znalosti techneciových analogů bez podrobnějších chemických a klinických 
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studií není možná [2]. Fyzikálně chemické vlastnosti (velikost, lipofilita atd.) komplexů 

rhenia  a technecia  se  stejnými  ligandem  jsou  v některých  případech  podobné.  Tato 

analoga nicméně vykazují i několik odlišností (např. rhenium v komplexech je mnohem 

obtížněji  redukovatelné),  které  mohou  vést  k odlišné  distribuci  v lidském  těle.  [3]. 

V posledních několika letech se soustřeďuje výzkum na využití izotopů rhenia zejména 

k diagnostikování rakoviny kostní tkáně. 

Na rozdíl od většiny ostatních léčiv jsou radiofarmaka často podávána ve formě 

reakčních směsí bez předchozí izolace účinné látky. Před vlastní aplikací do těla pacienta 

je  nutno znát  konkrétní  složení  této  reakční  směsi  včetně  zastoupení  nezreagovaných 

výchozích  látek,  požadovaného  produktu  reakce  a  všech  vznikajících  vedlejších 

a degradačních  produktů.  Složky  reakčních  směsí  při  přípravě  rheniových  komplexů 

je možné  stanovit  mnoha  analytickými  metodami  v závislosti  na  parametru  měření: 

změna  oxidačního  stavu  rhenia  (elektroanalytické,  spektrometrické  metody), 

monitorování  složení  reakční  směsi  a  zastoupení  jednotlivých  složek  reakce 

(vysokoúčinná  kapalinová  chromatografie,  kapilární  zónová  elektroforéza)  případně 

určení čistoty a analýza produktů (tenkovrstvá chromatografie, hmotnostní spektrometrie, 

nukleární magnetická resonance, infračervená spektrometrie). Hmotnostní spektrometrie 

s měkkými  ionizačními  technikami  (ESI,  APPI,  APCI  nebo  LDI)  patřící  do  skupiny 

nedestruktivních  metod  je  vhodná  ke  studiu  struktury  výsledných  komplexů 

a monitorování složení reakční směsi. Dobrá znalost doby stálosti rheniového komplexu, 

struktur degradačních produktů a jednoduchá příprava jsou důležité pro případné budoucí 

využití rheniových izotopů v nukleární medicíně.
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3 CÍLE PRÁCE

Tato  disertační  práce  si  klade  za  cíl  rozšířit  spektrum  analytických  metod 

vhodných  pro  kvantifikaci  a  strukturní  charakterizaci  organometalických  komplexů 

rhenia  s aromatickými  ligandy.  Bude  prostudována  možnost  využití  hmotnostní 

spektrometrie  s měkkými  ionizačními  technikami  pro  strukturní  charakterizaci 

vznikajících  komplexů.  Bude  prostudována  možnost  separace  a  kvantifikace 

jednotlivých  složek  reakční  směsi  při  přípravě  komplexů  metodou  kapilární  zónové 

elektroforézy. 

Konkrétní dílčí cíle disertační práce jsou následující:

 Optimalizovat  postupy  přípravy  vybraných  komplexů  rhenia  s  organickými 

aromatickými  ligandy  (1,2-dihydroxybenzen,  1,2,3-trihydroxybenzen  a  2,3-

dihydroxynaftalen);

 Prostudovat  možnosti  strukturální  charakterizace  připravených  rheniových 

komplexů metodou hmotnostní spektrometrie  s využitím měkkých ionizačních 

technik (elektrosprejové ionizace, chemická a foto ionizace za atmosférického 

tlaku a laserové desorpční ionizace);

 Charakterizovat  produkty  následných  reakčních  přeměn  připravených 

rheniových  komplexů  v aerobních  podmínkách  metodami  hmotnostní 

spektrometrie a UV/Vis spektrometrie;

 Vyvinout,  optimalizovat  a  částečně  validovat  metodu  kapilární  zónové 

elektroforézy  a  zhodnotit  separační  metodu  z hlediska  dosažené  separační 

účinnosti,  citlivosti  detekce,  doby  analýzy  a  dalších  běžných  validačních 

parametrů.
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4 RHENIUM A JEHO KOMPLEXY

4.1 Nukleární medicína

Nukleární medicína patří mezi nejrychleji se rozvíjející samostatné medicínské 

obory. Principiálně se zabývá diagnostikou a léčbou nádorového bujení prostřednictvím 

cílené  aplikace  zdroje  ionizujícího  záření  (otevřeného  radioaktivního  zářiče)  do  těla 

pacienta. 

Historie nukleární medicíny se začala psát prvním publikováním využitelnosti 

RTG záření Wilhelmem Conradem Röntgenem roku 1895. Pokusy ohledně RTG záření 

byly prováděny asi od 50. let 19. století, ale až Röntgenovi (prvnímu nositeli Nobelovy 

ceny za fyziku) se podařilo využít toto neznámé záření (Röntgenem pojmenováno jako 

záření X) k zobrazovacím technikám. Na Röntgenovu práci navázal téhož roku Thomas 

Alva  Edison  vynálezem  fluoreskopu  využívajícího  fluorescence  určitých  materiálu 

po vyjmutí z RTG pole [1]. Do lékařského odvětví se RTG záření dostalo v roce 1908 

díky Johnu Hall-Edwardsovi a jeho založení  lékařského oboru ozařovací  terapie  [2]. 

Začátek  nukleární  medicíny  se  datuje  mezi  roky  1934  a  1946,  kdy  byla  objevena 

radioaktivita  určitých  izotopů  prvků  a  průmyslová  výroba  radionuklidů  stabilních 

prvků,  přestože  již  v roce  1913  György  Hevesy  úspěšně  použil  radionuklid  jako 

značkovač  chemických  procesů  [3].  Za  tento  objev  mu  byla  v roce  1943  udělena 

Nobelova cena. Od 50. let 20. století, kdy byla vynalezena scintilační kamera (Hall O. 

Anger)  a  přímočarý  skener  (Benedict  Cassen),  je  nukleární  medicína  využívána  pro 

chirurgická, nefrologická, endokrinologická fyziologická a jiná lékařská vyšetření [4]. 

V roce  1971  byla  nukleární  medicína  uznána  jako  samostatná  lékařská  specializace 

Americkou lékařskou asociací, čím se dostává do povědomí většiny lékařů [5]. 

Diagnostické metody se v nukleární medicíně dělí na  in vivo (asi 95 % všech 

vyšetření)  a  in  vitro.  Mírou  využití  in  vivo metod  se  nukleární  medicína  odlišuje 

od ostatních zobrazovacích technika využívajících vnějších zdrojů RTG záření. Záření 

emitované  diagnostickými  radiofarmaky  je  mnohdy  mnohonásobně  nižší  než  dávka 

obdržená  při  RTG  diagnostice.  Lze  tedy  detailně  vyšetřit  velmi  náchylné  oblasti 

a to bez nutnosti invazivního zásahu nebo chirurgického zákroku. Nukleární medicínu 

a její  zobrazovací  techniky  lze  pokládat  za  nejbezpečnější  způsob  diagnostiky 

primárních a sekundárních nádorů z pohledu radiační zátěže pacienta [6].
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Nukleární medicína je samostatným medicínským oborem navazujícím na další 

klinické obory (kardiologie,  neurologie nebo onkologie). Metody nukleární medicíny 

jsou  založeny  na  indikátorovém  (stopovacím)  principu  aplikovaného  radionuklidu. 

Po zakoncentrování  radionuklidu  mohou  být  vhodnou  zobrazovací  technikou 

diagnostikovány primární i sekundární nádory. Primární nádor vzniká prvotně v určitém 

orgánu (např.:  primárním nádorem plic  je  bronchogenní  karcinom),  jako sekundární 

nádor určitého orgánu se označují metastázy pocházející z nádoru v jiné části těla [7]. 

Jako  nádor  se  obecně  označují  shluky  buněk  rostoucí  samostatně  bez  řízení 

organismu.  Nádory  mohou  vzniknout  v jakékoliv  tkáni,  nejčastěji  ale  vznikají  ve 

tkáních,  kde  se  nejvíce  množí  buňky  (dýchací  soustava,  trávicí  soustava)  anebo  s 

největší  stimulací  buněk hormony (prostata,  vaječníky,  prsy) [8].  Rakovinové buňky 

jsou charakterizovány svou schopností růst i bez přítomnosti většiny růstových faktorů, 

neschopností  odpovídat  na  signály  omezujícího  jejich  růst,  omezenou citlivostí  vůči 

obrannému  mechanismu  programované  buněčné  smrti,  teoreticky  neomezenou 

schopností dělení a schopností šíření se i do vzdálených tkání [9]. 

Mezi nejčastější faktory ovlivňující vznik a vývoj rakovinového bujení je možné 

zařadit: 

1. dědičnost

Vliv poškozených genů zděděných po rodičích,  kdy je  zárodečná mutace  přenesena 

již pohlavními buňkami a byla by tedy obsažena ve všech buňkách dítěte, je poměrně 

vzácná  (nastává  asi  v 5  -  10  %  nádorových  onemocněních).  Týká  se  zejména 

nádorových  onemocnění  diagnostikovaných  již  ve  velice  útlém  věku  dítěte  (např. 

nádory  oka  nebo dětské  nádory  ledvin).  Jsou však  známé případy  tzv.  „nádorových 

rodin“  v jejichž  rodokmenu  je  možné  vysledovat  určité  typy  nádorů  pravidelně  se 

objevujících přes několik generací.

2. ionizující záření

Ionizující  záření  je  zodpovědné  asi  za  5  %  všech  úmrtí  spojených  s nádorovým 

onemocněním.  Většinou  se  jedná  o  expozici  přírodnímu  záření.  Nejvýznamnějším 

zástupcem je v přírodě běžně se vyskytující radon a jeho rozpadové produkty. 
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3. UV záření

UV záření je spojené se vznikem většiny melanomů (nádorových onemocnění kůže). 

Při snížení  frekvence záměrného slunění  a používání  ochranných pomůcek je možné 

snížit možnost vzniku melanomu na minimum.

4. výživa

Strava  je  asi  nejčastějším  faktorem,  podílejícím  se  na  vzniku  nádorového  bujení. 

Jako typický  příklad  je  možné  použít  rakovinu  tlustého  střeva,  která  řadí  Českou 

republiku  na první  místo  v celosvětovém  měřítku  pacientů  s tímto  onemocněním 

na 100 000 zdravých jedinců.  Jako problematické se jeví  nadměrné solení,  přejídání, 

nedostatek čerstvých potravin,  nadbytečný příjem masa nebo nadbytek smažených a 

jinak na oleji upravených jídel [10].

Dalšími  faktory  ovlivňujícími  vznik  nádorových  onemocní,  jsou  zejména 

kouření, konzumace alkoholu, elektromagnetické záření, viry, bakterie nebo nechráněný 

sexuální život (spojený zejména s karcinomem děložního čípku) [10, 11]. 

Léčba již propuklých nádorových onemocnění je závislá na době, kdy byl karcinom 

objeven, tedy, v jakém stádiu nemoci se pacient nachází. Léčebný proces je rozdělen do 

dvou fází: fáze diagnostikování nádorového onemocnění a fáze terapeutické. Strategie léčby 

(terapie) závisí na biologickém charakteru nádoru, na jeho velikosti a lokalizaci a na věku 

a celkovém stavu pacienta [12]. Terapeuticky lze nádorová onemocnění řešit pomocí tří 

léčebných záměrů:

1. kurativní záměr

Cílem  léčby  je  nemocného  vyléčit.  Jako  kritérium  úspěšnosti  použité  léčby  je  přežití 

pacienta bez návratu onemocnění po určitou dobu. U většiny nádorů se jako úspěšná léčba 

pokládá doba bez návratu onemocnění alespoň po 5 let, u pomalu rostoucích nádorů pak po 

10 let.

2. paliativní záměr

Cílem léčby je nemocného zbavit projevů onemocnění a zpomalit nebo úplně zastavit 

růst  nádorového  onemocnění.  Nádor  nicméně  není  možné  z těla  pacienta  odstranit 

úplně. Nemocný pak může žít kvalitním životem ještě po několik let nebo desetiletí.
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3. symptomatický záměr

Pacient se již nachází v takovém stavu, že vyléčení není možné a nedá se ani zastavit 

postup  onemocnění.  Jedná  se  zejména  o  onemocnění  spojená  s maligními  nádory. 

Základem  léčby  je  snaha  o  udržení  kvality  života,  tišení  případné  bolesti  a  řešení 

komplikací spojených s růstem nádoru [13-15].

Léčba  nádorového  onemocnění  (pro  kurativní  záměr  léčby)  je  prováděna 

zejména  chirurgicky  (metoda  se  stále  největší  nadějí  na  úplné  vyléčení), 

chemoterapeuticky  (léčba  vysokou  dávkou  cytostatik  předpokládající  větší  citlivost 

nádorových  buněk  k toxickému  poškození  vyvolanému  podáním  cytostatika), 

radioterapeuticky (léčba ionizujícím záření), termoterapeuticky (likvidace nádorového 

onemocnění  pomocí  tepla),  imunoterapeuticky  (cílená  stimulace  imunitního  systému 

pacienta), hormonálně (podání látek tlumících účinek některých hormonů) nebo pomocí 

biologických látek (ovlivnění nádorového bujení na buněčné úrovni pomocí zásahu do 

životního pochodu buňky) [16, 17].

Lokalizace,  rozsah či charakter nádoru jsou určeny diagnostickými metodami. 

Diagnostika předchází terapeutickému procesu a od jejího výsledku se odvíjí následně 

použitá terapeutická metoda. Cílem diagnostického procesu je v první řadě zjistit, zda je 

v těle  pacienta  přítomen  nádor.  Po  prokázání  rakovinového  bujení  v organismu  je 

důležitá  charakterizace  nádoru,  zda  se  jedná  o  maligní,  potencionálně  maligní  nebo 

benigní  nádor  [18].  Nádorová  onemocnění  jsou  diagnostikována  pomocí  základních 

skupin metod: 

 

1. metody biochemické

Využívají  vyšetření  krve,  moči  nebo  stolice  na  určení  zastoupení  jednotlivých 

nádorových markerů v odebraném vzorku. Jako příklad může být test na množství krve 

obsažené ve  stolici,  které  může indikovat  rakovinu tlustého střeva.  Obsáhlý  přehled 

markerů byl publikován v [19, 20].

2. metody genetické

Předmětem  výzkumu  jsou  změny  v molekule  DNA  signalizující  narušení  buněk 

na genetické úrovni.
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3. metody bioptické

Zahrnují  odběr  tkáně  pacienta  pomocí  bioptické  jehly  a  její  následné  zkoumání 

pod mikroskopem (histologie).

4. metody cytologické

Sledují  přítomnost  nebezpečných  buněk  ve  vzorcích  tělních  tekutin  (zejména 

mozkomíšní mok nebo výpotek).

5. metody zobrazovací

Hledající přítomnost nádorového onemocnění pomocí rentgenových a jim podobných 

snímků  [21-23].  Princip  pozitronové  emisní  tomografie  (PET)  je  znázorněn  na 

obrázku 4.1.

Obr.  4.1 Schéma vyšetření  mozku pomocí  pozitronové emisní  tomografie  (převzato 

z [24], upraveno)
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Diagnostické  metody  zobrazovací  (PET,  radiodiagnostika  nebo  hybridní 

metody zobrazování) jsou založeny na aplikaci radiofarmaka s krátkým poločasem 

rozpadu a jeho následném stopování (indikaci) v těle pacienta [8]. Principem PET 

je  lokalizace  místa  rozložení  radiofarmaka  po  jeho  aplikaci  a  následném 

zakoncetrování  zejména  v místě  rakovinového  bujení  vykazujícího  větší 

metabolickou aktivitu než zdravá tkáň. Po zakoncentrování radiofarmaka následuje 

postupné  rozložení  nuklidu  kovu  obsaženého  v aplikovaném  radiofarmaku 

doprovázené uvolněním  pozitronů.  Pozitrony  reagují  ihned  s elektrony  z okolní 

tkáně za vzniku dvou fotonů záření gama. Vzniklé fotony odlétají  z  místa vzniku 

v opačném  směru  v téměř  dokonalé  přímce,  díky  čemuž  je  možné  vhodnou 

zobrazovací technikou přesně lokalizovat místo výskytu nádoru [24]. Radioizotopy  

aplikované do těla pacienta podléhají v organismu stejné chemické cestě (stejnému 

metabolismu) jako neradioaktivní stabilní izotop téhož prvku. Díky této vlastnosti 

je  možný  výzkum  metabolismu  daného  farmaka  v laboratorních  podmínkách 

na neradioaktivním izotopu bez ohrožení vědeckých pracovníků [25].

Zatímco  klasické  zobrazovací  metody  (RTG,  magnetická  resonance) 

zobrazují  pouze  anatomickou  strukturu  vyšetřovaných  tkání,  diagnostické 

zobrazovací metody mají  možnost také sledovat fyziologické a biologické změny 

patologického ložiska a porovnat je s okolní tkání  zcela  neinvazivním postupem. 

Mohou  tedy  odhalit  případné  nemoci  již v raném  stádiu  vývoje.  Díky 

neinvazivnímu  způsobu  léčby  je  nukleární  medicína  vhodná  i  pro  pediatrická 

vyšetření  pacientů  v kojeneckém  věku.  Metodami  nukleární  medicíny  je  možné 

sledovat vylučovací funkci ledvin, pumpování krve srdcem nebo zakoncentrování  

jódu ve štítné žláze [26].  

Výhoda  označení  nádoru  pomocí  radiofarmaka  oproti  klasickému  RTG 

ozařování je naznačena na obrázku 4.2. 
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Obr. 4.2 Srovnání klasického externího RTG vyšetření s cíleným vyšetřením pomocí 

radiofarmak (převzato z [27], upraveno)

Z obrázku  4.2  je  patrné,  že  oproti  klasickému  RTG  zobrazení,  které  ozáří 

širokou  oblast  lidského  těla  a  může  tedy  negativně  ovlivnit  i  zdravé  lidské  buňky, 

označení  nádoru  pomocí  radiofarmaka  nepředstavuje  téměř  žádné  riziko  pro  zdravé 

buňky.  Vzhledem  k tomu,  že  nádorová  buňka  vykazuje  řádově  vyšší  metabolické 

pochody  než  buňka  zdravá,  dochází  téměř  výlučně  k zakoncentrování  radiofarmaka 

právě  do  těchto  buněk.  Nepatrné  množství,  které  se  dostává  do zdravých buněk,  je 

oproti ozáření RTG zářením téměř zanedbatelné.

4.1.1 Prvky využívané v  nukleární medicíně

Prvky se v přírodě vyskytují většinou jako směs různých izotopů (různých nuklidů 

stejného prvku). Nuklidy prvků se schopností samovolné radioaktivní přeměny jader jsou 

označovány  jako  radionuklidy.  Během přeměny  jádra  radionuklidu  dochází  k uvolnění 

přebytečné  energie  buď  ve  formě  vytvoření  nových  částic  (radioaktivita)  nebo  jejím 

uvolněním do elektronu v atomovém obalu. Během rozpadu tedy dochází k uvolnění alfa 

částice, subatomární částice nebo radioaktivního záření gama. Mezi příklady využití prvků 

vykazujících  radioaktivitu  můžeme  zařadit  použití  v technice  (jaderné  elektrárny, 

odhalování skrytých vad materiálů, měření tloušťky materiálů), archeologii (radioizotopová 

metoda  určení  stáří  nálezu  pomocí  izotopu  14C),  zemědělství  (šlechtitelství,  ochrana 

skladovaných  potravin),  vojenství  (jaderná  bomba)  a  především  lékařství  [27].  Každý 

radionuklid má svůj charakteristický poločas rozpadu, druh přeměny a aktivitu.  

22



K radiodiagnostickým vyšetřením je možné využít radionuklidy mnoha prvků. 

Stručný  přehled  používaných  radionuklidů  včetně  jejich  poločasu  rozpadu,  druhu 

přeměny,  energie  záření  a  příkladu  použití  jsou  uvedeny  v tabulce  4.1  [27,  28]. 

Pod zkratkami jsou uvedeny jednotlivé druhy při přeměně vysílaného záření: záření alfa 

(α), záření beta plus (β+) a beta mínus (β-), záření gama (γ), elektronový záchyt (EZ) 

a izomerní přechod (IP).

Tab. 4.1 Příklady radionuklidů využívaných v medicíně včetně jejich poločasu rozpadu, 

druhu přeměny,  energie záření  a příkladu využití  používaných v nukleární  medicíně. 

Zkratky  EZ  a  IP  označují  přechody  elektronovým  záchytem  (EZ)  a  izomerním 

přechodem (IP) [27, 28].
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Z tabulky  4.1  je  patrná  využitelnost  technecia  pro  lékařské  účely.  Energie 

emitovaného záření je dostatečně velká, aby nebyla příliš odstíněna okolními orgány nebo 

tkání (je snadno detekovatelná), a relativně krátký poločas rozpadu nezatěžuje organismus 

v dlouhém časovém úseku. 

Jednotlivé  radionuklidy  výše  vyjmenovaných  kovů  nachází  své  uplatnění 

v rozdílných radiodiagnostických metodách v závislosti  na zkoumaném orgánu. Některé 

orgány potřebují dlouhý poločas rozpadu izotopu, aby se do něj radionuklid dostal a mohl 

se v něm zakoncentrovat, jinými radionuklid naopak rychle prochází do dalších částí těla. 

  

4.1.2 Radiofarmaka

Radiofarmaka jsou medicínské přípravky skládající se s radionuklidu (účinná látka) 

navázaného  na  neradioaktivní  vhodný  nosič  (farmakum,  voleno  na  základě  chování  a 

specifické  distribuce  v organismu)  se  specifickou  farmakokinetikou  zajišťující  správné 

místo akumulace. Podle českého lékopisu dostupného na internetových stránkách Státního 

ústavu pro kontrolu léčiv  jsou jako radiofarmaka označeny jakékoliv  léčivé  přípravky, 

které, když jsou připraveny k podání, obsahují jeden nebo více radionuklidů (radioaktivních 

izotopů) a jsou určeny k léčebným nebo diagnostickým účelům [54]. Oproti jiným léčivům 

je možná změna obsahu látku nesoucí vlastní účinek přípravku. Zvolená radiofarmaka jsou 

do těla pacienta dávkována ve stopovém množství (nano- a pikomolární koncentrace 10-9 - 

10-12 mol dm-3, hmotnostně asi 10-10  - 10-14 gramů), aby nedocházelo k ovlivnění funkce 

jednotlivých orgánů ani okolní tkáně [55]. 

Radionuklidy jsou děleny podle doby rozkladu, druhu záření (α,  β+,  β- nebo  γ) 

a vysílané energie  (eV, keV, MeV) ionizujícího záření.  Radiofarmaka s α zářiči  nejsou 

v klinické praxi příliš využívána, β zářiče jsou používány pro terapeutické účely a γ zářiče 

v metodách  in  vivo diagnostiky.  V závislosti  na  době  přeměny  jsou  radionuklidy 

připravovány  hromadně  v lékárenských  koncernech  (dny  až  týdny)  nebo  přímo 

na klinickém  pracovišti  (minuty,  hodiny)  těsně  před  aplikací  do  těla  pacienta  [56]. 

Vyráběny jsou v cyklotronech (111In, 67Ga, 123I, 11C), jaderných reaktorech (99Mo, 131I, 51Cr) 

nebo jsou získávány jako dceřiné produkty z radionuklidových generátorů (99mTc). Oproti 

jiným  léčivům  se radiofarmaka  vyznačují  s časem  exponenciálně  klesající  koncentrací 

účinné látky vlivem radioaktivní přeměny radionuklidu na jiný prvek [55]. 
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Jako nosiče jsou využívány chemicky a biologicky aktivní látky anorganických 

solí, molekul organických látek nebo složek krve, peptidy a protilátky [57]. Obecně lze 

diagnostická  a  terapeutická  radiofarmaka  rozdělit  do  dvou  skupin  podle  použitého 

nosiče. První skupina zahrnuje složitější biomolekuly (např. monoklonální protilátky, 

peptidy nebo oligonukleotidy) tvoří tzv. cílící skupiny. Tyto cílící skupiny jsou následně 

obohaceny malými organickými molekulami obsahujícími již zabudovaný radionuklid 

a po  vpravení  do  těla  pacienta  napomáhají  vizualizaci  např.  nádorů  se  specifickými 

receptory ve své buněčné membráně ([111In]pentetreotid) [58]. 

Druhou skupinou jsou pak molekuly radiofarmak často odvozené ze zavedených 

léčiv  nebo  přírodních  látek,  jež  jsou  většinou  značeny  záměnou  jednoho  z atomů 

za odpovídající  radioaktivní  izotop  (např.  [11C]cholin)  nebo  za  izotop  jiného  prvku 

neobsaženého v původní molekule ([18F]cholin) [59]. Příkladem využití druhé skupiny 

radiofarmak může být zobrazení nádorů založených na nespecifických mechanismech. 

Mezi  taková  zobrazení  patří  použití  [99mTc]MIBI  (MIBI  =  metoxyisobutylisonitril) 

jako lipofilního kationtu akumulovaného v mitochondriích viabilních buněk na základě 

potenciálového rozdílu na membráně mitochondrií [60-62]. Vyšší akumulace je typická 

pro metabolicky aktivnější buňky (nádor).  

  Podle  fyzikální  struktury  můžeme  radiofarmaka  rozdělit  na  pravé  roztoky, 

koloidní  disperze,  suspenze  nebo  plyny.  Nejčastěji  se  radiofarmaceutické  přípravky 

podávají  parenterálně,  intravenózně  (pravé  roztoky,  suspenze,  disperze),  subkutánně 

(disperze)  nebo  intralumbálně  (roztoky  nebo  plyny)  [63].  Radiofarmaka  se  z 93  % 

využívají  k diagnostickým  účelům  (zobrazení  distribuce,  metabolismu  v cílových 

orgánech, posouzení poruch obvyklé farmakokinetiky) a ze 7 % jsou využívána k přímé 

terapii  lokálním  ozářením  postiženého  orgánu  specifickým  radiofarmakem.  Nejvíce 

využívané radiofarmakum obsahující technecium 99mTc jako účinnou látku je podáváno 

injekčně. 

  Technecium 99m bylo objeveno v roce 1938 při ostřelování molybdenu 99. 

Tento způsob přípravy byl zachován v komerčních aplikacích do dnešních dnů, protože 

je nejekonomičtější. Výroba technecia je rozdělena do několika kroků a bohužel neplatí, 

že by se v jednom podniku ozářil  uran za vzniku odpovídajícího  99mTc radiofarmaka 

transportovaného do nemocnice k dalšímu využití. Celý proces výroby je komplikován 

krátkým poločasem rozpadu 99mTc, který činí 6 hodin. Kvůli krátkému poločasu rozpadu 

není  možné  technecium  skladovat  po  delší  dobu  a  tedy  i  přepravovat  na  velké 
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vzdálenosti. Proto je nejdříve v reaktoru ozářen vysoce obohacený uran 235U za vzniku 

izotopu  99Mo s  poločasem  rozpadu  66  hodin,  umožňujícího  transport  a  krátkodobé 

přechovávání. V jiném zařízení umístěném poblíž nemocnice potom probíhá přeměna 

molybdenu 99 na technecium 99m. 

Tomografický  záznam  vyšetření  kostní  tkáně  pomocí  99mTc  radioizotopu 

je ukázán  na  obrázku  4.3.  Červené  části  zvýrazňují  oblast  výskytu  nádorového 

onemocnění.

Obr. 4.3 Tomografie kostní tkáně po aplikaci radiofarmaka s 99mTc (převzato z [64]).  

Schématické zobrazení přípravy techneciového radionuklidu v molybdenovém 

generátoru  z izotopu  molybdenu  99  je  ukázáno  na  obrázku  4.4.  Podobná  příprava 

se uplatňuje i v případě rheniového radionuklidu.
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Obr. 4.4 Příprava techneciového radiofarmaka z uranu 235 (převzato z [64], upraveno).

27



V současné  době  jsou  radiofarmaka  většinou  dodávána  do  nemocničního 

pracoviště  ve  formě  „kitových  přípravků“,  ze  kterých  se  po  přidání  radionuklidu 

připraví značené radiofarmakum o potřebné kvalitě s efektivitou značení obvykle vyšší 

než 95 %. 

Oproti diagnostické nukleární medicíně terapeutická nukleární medicína využívá 

radioaktivního izotopu aplikovaného do těla  pacienta  z důvodu léčení  rakoviny nebo 

kontroly  nad  rakovinovými  symptomy.  Jako  terapeutické  radionuklidy  využíváme 

nuklidy s vysokou aktivitou a nízkým dosahem záření (131I, 90Y, 89Sr). Radionuklidy jsou 

specificky  vychytávány  rakovinovou  tkání  a  prodělávají  nejčastěji  β přeměnu  [63]. 

Příkladem  terapie  pomocí  nukleární  medicíny  může  být  léčba  nádoru  štítné  žlázy 

využívající  schopnosti  štítné žlázy intenzivně vychytávat jód (používá se  131I), léčení 

kostní  metastázy  (89Sr,  153Sm,  186Re) nebo prodloužení  života  pacientů  s rezistentním 

karcinomem prostaty (223Ra).  

4.1.3 Využití  rhenia v radiodiagnostice

Rhenium patří mezi stříbrobílé vzácné, tvrdé a těžké kovy s vysokou odolností, jehož 

existenci předpověděl Dimitrij  Ivanovič Mendělejev při vytváření  své periodické tabulky 

prvků. Mendělejev nazval neznámý prvek dwi-mangan, protože měl mít podobné vlastnosti 

jako  mangan.  První  nepřímá  zmínka  o  objevení  rhenia  pochází  již  z roku  1908,  kdy 

japonských vědec Masataka Ogawa zkoumal minerály thoria ze Srí Lanky a nalezl v pásech 

atomové spektrometrie neznámý prvek. Mylně se domníval, že se jedná o již známý mangan 

a proto objevu nevěnoval patřičnou pozornost a objevení nového prvku nepublikoval. 

Rhenium  bylo  objeveno  německými  vědci  Walterem  Noddackem,  Idou  Tacke-

Noddackovou a Otto Carl Bergem jako jeden ze vzácnějších elementů v zemské kůře RTG 

spektroskopií v roce 1925 jako stopová příměs v platinových rudách a minerálech kolumbit, 

gadolinit  a  molybdenit.  Z prvků  tvořících  stabilní  izotopy  bylo  rhenium objeveno  jako 

poslední.  Stejně  jako  většina  kovů  těžších  než  železo,  je  rhenium  produktem  výbuchu 

supernovy [65]. 

V roce 1928 se Noddackovi s Bergem podařilo úspěšně izolovat 1 g čistého rhenia 

zpracováním 660 kg molybdenitu. V zemské kůře činí průměrný obsah rhenia pouze 1 – 5 ng 

na  kilogram  zeminy,  většinou  jako  příměs  v minerálu  molybdenit.  V přírodě 
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se rhenium volně vyskytuje jako směs neradioaktivního stabilního nuklidu  185Re (37,4%) a 

radioaktivního nuklidu  187Re (62,6%) s poločasem rozpadu 4,12·1010 let  přecházejícím  β 

rozpadem na osmium 187 [66]. Podíl radioaktivního izotopu je tedy téměř dvakrát vyšší než 

stabilního izotopu. Toto zvláštní chování v přírodě vytváří  po rheniu pouze osmium. Po 

uhlíku a wolframu má rhenium třetí nejvyšší bod tání (3186 °C), díky čemuž patří mezi 

nejhůře tavitelné prvky. Název rhenia je odvozen od latinského názvu řeky Rýn = Rhenus 

odkud objevitelé pocházeli.

Další vlastnosti rhenia shrnuje tabulka 4.2.

Tab. 4.2 Vlastnosti rhenia [66, 67]

Většina rhenia (více jak 80 %) se využívá jako přísada do vysokoteplotních slitin 

wolframu a  molybdenu pro letecké  motory  nebo do platino-rheniových katalyzátorů 

využitelných v rafinérském průmyslu při výrobě vysokooktanových benzínů. Nachází 

se také  v tepelně  namáhaných  součástkách,  např.  jako  součást  žárovkových  vláken 

nebo jako součást supravodivých materiálů. 

Na vzduchu je  rhenium odolné vůči  vzdušné oxidaci,  mnohem reaktivnějším 

se stává v práškové podobě nebo podobě porézní houby. Při zahřívání v kyslíku hoří 

na molekulu  Re2O7,  v kovové podobě se výborně rozpouští  v oxidujících  kyselinách. 
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V přírodě se rhenium většinou nevyskytuje v čistém stavu v podobě minerálů nebo rud, 

proto  se  nejčastěji  získává  rafinací  polétavého  prachu  molybdenových  koncentrátů 

nebo termickým rozkladem rhenistanu amonného podle rovnice (1.1) [66]:

2 NH4ReO4 + 7 H2 → 2 Re + 2 NH3 + 8 H2O (1.1)

,

Jediným popsaným minerálem rhenia je rhenit  (ReS2),  který byl nalezen v roce 

1994  v sopce  Kudriavy  na  Kurilových  ostrovech.  Roční  světová  produkce  rhenia 

se pohybuje mezi 40 -  50 tunami,  přičemž největšími  výrobci  jsou Čile,  Spojené státy 

americké,  Peru a Polsko. Ve sloučeninách se rhenium vyskytuje nejčastěji  v oxidačních 

stavech Re+II, Re+IV, Re+V a Re+VII, i když výjimkou nejsou ani oxidační stavy Re-I, Re+I 

či Re+VI [67].  Kyselina  rhenistá  patří  mezi  silné  kyseliny,  její  iont  ReO4- je  bezbarvý. 

Rhenium nevykazuje žádnou biologickou aktivitu ani není součástí žádných biologických 

drah či přeměn. Další vlastnosti rhenia včetně toxicity jsou blíže popsány v [68, 69].

Blízká  podobnost  s techneciem  (radioizotop  99mTc  je  využíván  v 80  % 

diagnostických  vyšetřeních)  činí  z rhenia  slibného  kandidáta  pro  diagnostické 

a terapeutické  aplikace.  Výzkum  komplexů  rhenia  je  nejčastěji  zaměřen  na  rhenium 

v oxidačním stavu (+V) z důvodu podobnosti s komplexy technecia vytvořenými kolem 

TcOIII+ jádra  [70].  Analoga  technecia  a  rhenia  vykazují  nicméně  i  několik  odlišností, 

které mohou vést k odlišné distribuci v lidském těle. Například, rhenium v komplexech je 

mnohem obtížněji redukovatelné, vykazuje vyšší stabilitu ve vyšších oxidačních stavech a 

je více substitučně inertní než analoga technecia [71]. K radiodiagnostickým účelům jsou 

vhodné radionuklidy  186Re a  188Re,  jejichž  radiodiagnosticky důležité  vlastnosti  shrnuje 

tabulka 4.3.

Tab.  4.3 Základní  fyzikální  vlastnosti  radionuklidů  rhenia  důležité  pro  klinickou 

diagnostiku [72]
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Z tabulky  4.3  je  patrný  rozdíl  mezi  izotopy  rhenia  a  izotopem  technecia, 

kdy na rozdíl od technecia (poločas rozpadu 6 hodin) mají oba izotopy rhenia mnohem 

delší  poločas  rozpadu,  tudíž  při  jejich  přípravě  není  nutný  mezikrok  na  stabilnější 

meziprodukt vhodný k transportu na pracoviště. 

Oba  rheniové  radionuklidy  lze  využít  k terapeutickým  účelům  díky  emitaci 

β záření s doplňkovým gama zářením. Díky nižšímu dosahu β záření lze radionuklid 
186Re využít k diagnostice malých nádorů, 188Re je vhodnější k diagnostice rozsáhlejších 

ploch. Výběr vhodného radionuklidu se řídí přísnými faktory, jako jsou poločas rozpadu 

nebo technické  aspekty produkce radionuklidu.  V literatuře  jsou publikována využití 

radionuklidů rhenia k diagnostice [73] a léčení rakoviny prsu [74], prostaty [75] a kostní 

tkáně [76]. Do kostní tkáně se rakovinové buňky většinou dostanou v případě maligního 

rakovinového bujení v jiném orgánu krevním nebo mízním řečištěm. Obliba komplexů 

rhenia  jako  radiodiagnostické  látky  stoupla  po  prokázání  diagnostických  vlastností 

rheniového komplexu 186Re-HEDP (HEDP = 1,1-hydroxydietiliden difosfát) použitého 

k diagnostice  kostní  metastázy  [77]  a  strukturálně  určeného  v citaci  [78]. 

Radiofarmaceutická léčiva mohou být do cílového orgánu dopravována prostřednictvím 

molekulárním přenašečů, jako jsou komplexy se správnými ligandy o známé struktuře, 

které splní přísné klinické stabilitní parametry. 

Rhenistanová radiofarmaka jsou vyráběna z radioaktivního rhenistanového iontu 

(188ReO4
-)  připraveného  v  generátoru.  Vhodným  redukčním  činidlem  (oxid  siřičitý, 

hydrazin,  chlorid  cínatý,  zinek)  musí  být  následně rhenistanový iont  zredukován  na 

nižší  oxidační  číslo  (např.  +V),  které  je  vhodnější  pro  cílenou  chelataci  vhodným 

ligandem [79]. 

Snadná  příprava  obou  radionuklidů  rhenia  je  další  vlastností  hovořící  ve 

prospěch používání  jeho komplexů v nukleární  medicíně.  Příprava  186Re  se  provádí 

neutronovou  aktivací  neradioaktivního  isotopu  185Re.  Rhenium  188Re  se  připravuje 

ve 188W/188Re  generátoru,  kde  se  radioizotop  rhenia  odděluje  iontově  výměnnými 

metodami shodnými s výrobou 99mTc [79]. 

Další  uplatnění  rheniových  komplexů  mimo  medicínksé  aktivity  lze  nalézt 

v publikacích [80-82].
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4.1.4 Příklady ligandů rheniových komplexů

Komplexy s největším případným využitím v medicínské praxi mají ve svém jádře 

nejčastěji rhenium v pátém oxidačním stupni. Takovéto jádro je nejreaktivnější a nejvíce 

přístupné pro případné navázání vhodného ligandu. V literatuře jsou obvykle využívány 

rheniové prekurzory s rheniem v sedmém oxidačním stupni a teprve vhodnými redukčními 

činidly je toho oxidační číslo sníženo na požadovanou hodnotu. Ligandy se na rheniové 

jádro naváží pomocí vazných atomů (N, C, O, P, S případně jejich kombinací) [83-103]. 

Fosfor, jako jeden z biogenních prvků, je pro lidské tělo důležitý při tvorbě kostí 

a zubů, vyskytuje se v přenašečích ATP a ADP a je součástí DNA a RNA. V molekulách 

oxokomplexů rhenia hraje dvě role, jednou je schopnost vázat ligandy na centrální atom 

rhenia (často se vykytuje i v primárních reaktantech použitých při syntéze komplexů, např. 

[ReO2(PPh3)2I]),  druhou  je  schopnost  pronikání  do  kostí  v součinnosti  s  vápníkem, 

kde napomáhá léčení a udržování dobrého stavu kostí. 

Za  příklad  ligandů  rheniových  komplexů  je  možné  považovat  heterocyklické 

uhlovodíky, známé jako ligandy v organické chemii  od konce 60. let  minulého století, 

kdy byla  poprvé  popsána  deprotonace  imidazolové  soli  zásaditým  kovovým 

komplexem [104].  Koncem  minulého  století  byly  popsány  komplexy  heterocyklických 

uhlovodíků s mědí (+I), stříbrem (+I) a zlatem (+I) [105]. Důvodem k syntézám takovýchto 

komplexů je velký katalytický potenciál heterocyklických uhlovodíků v řadě reakcí [106]. 

V roce 2004 navázal na předchozí znalosti Kückmann a kol. reakcí prekurzoru obsahujícího 

rheniový atom [ReOCl3(PPh3)2] a heterocyklických uhlovodíků (Obr. 4.5) typu 1,3-dialkyl-

4,5-dimetylimidazol-2-ylidenu (LR, kde R = Me, Et, i-Pr). Z výše popsané reakce vznikly 

rheniové oxokomlexy [ReOCl(LMe)4]+II, [ReOCl(LEt)4]+II a [ReO(OMe)(LMe)4]+II. Z reakce 

[ReOCl3(PPh3)2]  s 1,3-diisopropyl-4,5-dimetylimidazol-2-ylidenu  (Li-Pr)  vznikl 

dioxokomplex [ReO2(Li-Pr)4]+ [107].
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Obr.  4.5 Použité  heterocyklické  uhlovodíky  jako  ligandy  LR (převzato  z  [107], 

upraveno)
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Ligandy vázané na atom rhenia přes kyslík jsou intenzivně zkoumány vzhledem 

k některým vlastnostem kyslíku.  Značný zájem je o chemii  anorganických sloučenin 

obsahujících  atom  kyslíku  v několikavazebné  interakci  s centrálním  atomem  kovu. 

Takovéto  sloučeniny  mohou  transportovat  kyslík  do  reakcí  s  fosfiny,  sulfidy  nebo 

alkeny [108], jež jsou využitelné v průmyslu a biologickém inženýrství (např. epoxidace 

olefinů  nebo  biologické  napodobování  katalýzy  cytochromů  [109]).  Oxidace 

trifenylfosfinu  na oxid  trifenylfosfinu  je  důležitá  vzhledem  k podobnosti  s reakcí 

přenosu kyslíku katalyzovanou cytochrom P-450 oxidázou [110]. 

Síra  jako  vazný  atom  se  uplatnila  v reakci  stereoisomerní  tetrathioaltových 

S4 ligandů s prekurzorem (NBu4)[ReOCl4] v metanolovém prostředí. Z reakce vznikly 

dva stereoisomery odvozené od meso-dimerkaptojantarové kyseliny (L1). K další reakci 

byl využit stejný rheniový prekurzor, jako ligand byl použit hydrofilický crown-eterový 

derivát kyseliny jantarové (L2). Výsledné produkty (chemické struktury na obrázku 4.6) 

byly  strukturně  určeny  metodami  ESI-MS a  podrobeny  stabilitním  in  vivo,  in  vitro 

a biodistribučním studiím [111]. 

O

O
S

S
Re

O

S

S

NH

HN

NH

O

NH3C

CH3

H3C CH3

O

N

H3C CH3

CH3

CH3

N

O

O

O

O

O

O

O

S

S Re

O

S

S

NH

H
N

NH

O

O

N O

O

OO

O

L1

L2

Obr. 4.6 Chemická struktura 188Re-S4 komplexů L1 a L2, (převzato z [111], upraveno)

Komplexy s různými druhy vazných atomů vznikly například v reakci  N,N’-o-

fenylenbis(salicyldimin) = sal2phen, patřící do skupiny Schiffových bází, s rheniovým 

prekurzorem (NBu4)[ReOCl4]  prováděné ve směsi  etanolu  a  dichlormetanu.  Reakční 

schéma  je  na  obrázku  4.7.  Výsledkem  reakce  je  rheniový  komplex  trans-
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[ReOCl(sal2phen)]·CH3Cl  (1).   Za  použití  stejného  ligandu  sal2phenu  s jiným 

prekurzorem  [ReCl3(PPh3)2(CH3CN)],  dojde  k vytvoření  komplexu 

[ReCl2(PPh3)2(salphen)]·2,5  CHCl3 (3).   Pokud  použijeme  komplex  (1)  do  reakce 

s přebytkem trifenylaminu, dojde k vytvoření tří rheniových produktů  cis-[ReO(PPh3)

(sal2phen)]  (2)  a  dvou  komplexů  obsahujících  rhenium  ve  třetím  oxidačním  stupni 

trans-[ReCl(PPh3)(sal2phen)] (4) a trans- [Re(PPh3)2(sal2phen)] (5) [112]. 

Obr.  4.7 Reakční  schéma  syntézy  oxorheniových  komplexů  s ligandem  N,N’-o-

fenylenbis(salicyldimin) = sal2phen (převzato z [112], upraveno)

Jako  speciální  případy  lze  popsat  komplexy  s antimonovými  a  arsenovými 

vaznými atomy jako analoga fosforu [113-115]. Obsáhlejší přehledy použitých ligandů 

jsou v literatuře [116-118].

Zvláštní  kapitolou  jsou  ligandy  odvozené  od  hormonů  a  látek  podobných 

vyskytujících se v lidském organismu. Jako příklady můžeme uvést progesteron [119], 

β-estradiol  [120],  α-melanotropin  [121]  nebo  reakce  s  peptidickými  amino-

kyselinovými sloučeninami [122-124]. Navržené struktury výsledných komplexů rhenia 

s progesteronem a dihydrotestosteronem jsou ukázány na obrázku 4.8.
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Obr.  4.8 Navržené  struktury  komplexů  rhenia  s progesteronem  (a) 

a dihydrotestosteronem (b), (podle [119], upraveno)

4.2 Obecné metody stanovení rheniových komplexů

Rheniové  komplexy  je  možné  stanovit  nejrůznějšími  metodami  v závislosti 

na parametru měření. Pokud je parametrem měření změna oxidačního stavu rheniového 

atomu, je možné tuto změnu měřit pomocí elektroanalytických, případně spektrometrických 

metod. 

Elektroanalytické  metody  (nejčastěji  cyklická  voltametrie  nebo  polarografie) 

využívají schopnosti změny oxidačního stavu rhenia v závislosti na vloženém potenciálu na 

pracovní  elektrodu.  V závislosti  na  kyselosti  prostředí  dochází  k rozdílným  změnám 

v oxidačním čísle atomu rhenia z původního ReVII+. V kyselém prostředí (např. 4 mol l-1 

kyselina chloristá nebo chlorovodíková) dochází k redukci na ReIV+  (-0,4 V oproti SCE), 

v neutrálním prostředí (např. 2 mol l-1 roztok chloridu draselného) se změní oxidační číslo na 

Re-I  (-1,5  V oproti  SCE)  a  v zásaditém  je  změna  oxidačního  čísla  závislá  na  původní 

koncentraci  rhenistanu  a  nejčastěji  vede  ke  směsi  Re0 a  Re-I (-1,66 až  -

1,75 V oproti SCE) [125, 126].

Spektrometrické  metody  jsou  nejčastěji  založeny  na  chemické  redukci 

rhenistanu  chloridem  cínatým  a  následném vybarvení  vzniklých  produktů  například 

s thiokyanatanem.  Vznikají  žlutě  až  žlutooranžově  zabarvené  iontové  asociáty 

s absorpčním maximem při 400 nm. Ve vodném prostředí lze takto stanovit rhenistan 

do koncentrace  15  ppm,  při  extrakci  do  etheru  se  limit  stanovitelnosti  sníží 

na 0,24 - 5,00 ppm  [127].  Rhenistan  obecně  vykazuje vysoký  absorpční  koeficient 
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v blízké UV oblasti  (maximum kolem 220 nm),  který od 270 nm výše prudce klesá 

téměř k nule [128]. 

Sledování  různých  rheniových  specií  v  reakční  směsi  při  přípravě  komplexů 

a případně rozdělení výsledného požadovaného produktu od reaktantů je podle literatury 

prováděno  metodami  vysokoúčinné  kapalinové  chromatografie  (HPLC)  a  kapilární 

elektroforézy  (CZE)  [129-134].  Příkladem  múže  být  HPLC stanovení  farmakologicky 

významných  Re  komplexů  na  koloně  C18 s mobilní  fází  tvořenou  směsí 

metanol:dihydogenfosforečnanový pufr (60:40, v/v) [135], směsí hexan:hexan-toluen (98:2, 

v/v),  případně  směsí  dichlormetan:hexan  (90:10,  v/v)  [136].  Popsané  metody  CZE 

využívají křemenné kapiláry s vnitřním průměrem 75 µm, roztok základního elektrolytu 20 

mmol dm-3 Britton-Robinsonův pufr (pH = 2 - 10) nebo 40 mmol dm-3 fosfátový pufr (pH = 

6 -  8,5) [137],  případně 40 mmol dm-3 Britton-Robinsonův pufr (pH = 2 -  6,5) [138]. 

V obou případech byla použita UV detekce při 214 nm a během separace došlo k oddělení 

výsledného komplexu od reaktantů. Metody tenkovrstvé chromatografie, doporučované pro 

rychlou kontrolu vzniku Re komplexu před klinickou aplikací jsou blíže popsány v [139, 

140].

Ke  strukturální  charakterizaci  organokovových  komplexů  jsou  v současnosti 

nejčastěji  využívány  metody  nukleární  magnetické  resonance  (NMR),  infračervené 

spektrometrie (IR) a rentgenové difrakce (RTG). Využití těchto technik většinou vyžaduje 

větší množství vzorku o poměrně vysoké čistotě a v případě RTG i v krystalickém stavu. 

Výsadní  postavení  má v této  aplikační  oblasti  metoda  hmotnostní  spektrometrie  (MS), 

především díky vysoké citlivosti a schopnosti získat relevantní strukturní  data i pro velmi 

nízké koncentrace analytů. Další výhodou této metody je i vysoká selektivita, která najde 

své uplatnění zejména při analýzách reakčních směsí. 

Za  otce  MS  je  považován  objevitel  elektronu  (1897)  Joseph  John  Thomson, 

který v roce  1899  publikoval  v  práci  [141,  142]  objev  pohyblivosti  iontů  plynu 

v závislosti na jejich náboji v elektrickém poli. Francisi Williamu Astonovi se podařilo 

v roce 1919 sestrojit první aparaturu hmotnostního spektrometru s elektronovou ionizací 

[143]. Na tomto přístroji byly experimentálně změřeny přesné atomové hmotnosti 212 

z 287 tehdy známých prvků [144-146].  Do 30. let pak byly určeny atomové hmotnosti 

všech doposud známých prvků včetně jejich neradioaktivních izotopů [147-164]. Roku 

1935 byl pomocí MS objeven Dempsterem radioaktivní isotop uranu 235U [165]. 
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K zásadnímu  průniku  hmotnostní  spektrometrie  do  oblasti  strukturní  analýzy 

organických látek došlo díky instrumentálnímu rozvoji této techniky během a po druhé 

světové válce. Jako příklad je možno zmínit objev a konstrukci průletového analyzátoru 

TOF (1946) a jeho spojení s plynovou chromatografií vyvinuté roku 1956 [166, 167]. 

První  kvadrupólový  hmotnostní  filtr  byl  sestrojen  v roce  1953  [168].  Od  60.  let 

je hmotnostní spektrometr standardně využívaný v petrochemickém průmyslu, ale rychle 

nachází  uplatnění  i v dalších oblastech chemické analýzy, například ve farmacii.  Karl 

Djerassi  začal  využívat  hmotnostní  spektrometrii  ke  studiu biologicky aktivních  látek 

[169]. 

Rýchlý  vývoj  nových  ionizačních  technik  a  nových  typů  hmotnostních 

analyzátorů,  spolu  s rozvojem  počítačové  techniky  dále  významně  rozšířil  aplikační 

oblast   hmotnostní  spektrometrie  v analytické  chemii.  V této  souvislosti  je  možno 

například zmínit objev chemické ionizace (1966) [170], elektrosprejové ionizace (1968) 

[171],  ionizace  za  atmosférického  tlaku  (1974)  [172],  ionizace  pomocí  urychlených 

atomů (1981) [173], ionizace biomolekul  pomocí laserové desorpce/ionizace za účasti 

matrice  MALDI (1988) [174, 175],  ionizace  biomolekul  elektrosprejem (1989) [176]. 

Vývoj  analyzátorů  byl  následující:  analyzátor  doby  letu  TOF  (1946),  kvadrupólový 

analyzátor (1953), ion-cyklotronové resonance s Fourierovou transformací (1974) [177], 

trojitý  kvadrupólový  analyzátor  (1978),  orbitrap  (1999)  [178].  V Československé 

republice byl do chodu uveden první hmotnostní spektrometr roku 1953 [179], detailněji 

popsán v publikaci [180].     

Přehlednější a obsáhlejší historie hmotnostní spektrometrie byla sepsána například 

v publikacích [181-185].

Vývoj měkkých ionizačních technik zásadním způsobem ovlivnil aplikační oblast 

hmotnostní  spektrometrie  a  umožnil  využít  tuto  metodu  pro  strukturní  charakterizaci 

komplexů. 

Jako  první  byly  pro  tyto  účely  použity  hmotnostní  spektrometry  s ionizací 

urychlenými atomy (FAB) a desorpcí elektrickým polem (FD) [186, 187]. Teprve vývoj a 

komerční  dostupnost  sprejových  ionizačních  technik  umožnil  širší  uplatnění  MS 

při strukturní  charakterizaci  komplexů.  Elektrosprej  (ESI)  umožňuje u řady komplexů 

získat  spektra  s  dominantním  molekulárním  iontem  a  nízkým  zastoupením 

fragmentových iontů [188]. 

37



Hmotnostní  spektrometrie  s elektrosprejem (ESI-MS) ve srovnání  s  NMR a  IR 

umožňuje  dosáhnout  řádově  nižší  limity  detekce  a  je  použitelná  i  pro  vodné  roztoky 

analytů. Bylo prokázáno, že ESI může v průběhu ionizace ovlivnit složení analyzovaného 

vzorku. Při ionizaci elektrochemicky oxidovatelných nebo redukovatelných látek může na 

kovové kapiláře v iontovém zdroji docházet k elektrochemické přeměně ionizované látky. 

Uvedenému  jevu  byla  v  literatuře  věnována  značná  pozornost,  bylo  experimentálně 

prokázáno že ESI a ostatní příbuzné ionizační techniky (DESI, PESI) vykazují chování 

průtokového galvanostatu [189, 190]. 

Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) je v současnosti nejměkčí komerčně 

dostupnou ionizační technikou, která byla s úspěchem využita pro strukturní charakterizaci 

komplexů [191]. Velmi nízká energie budícího záření UV výbojky umožňuje generovat 

molekulární  a  kvazi-molekulární  ionty  i  pro  kineticky  labilní  analyty,  přičemž  rozsah 

fragmentace v iontovém zdroji je většinou zanedbatelný.

Chemická  ionizace  za  atmosferickéh  tlaku  (APCI)  je  odvozena  od  klasické 

chemické ionizace  (CI),  ale  je  oproti  ní  prováděna za atmosferického tlaku.  Při  APCI 

ionizaci  je  eluát  rozprášen  proudem  dusíku  do  vyhřívané  komůrky  (400  –  500  oC), 

kde dochází k jeho desolvataci. V oblasti koronového výboje dochází primárně k ionizaci 

dusíku, vodních par a dalších složek mobilní fáze přítomných v iontovém zdroji za vzniku 

reakčních  iontů,  které pak  mechanismem přenosu protonu  ionizují  analyt  [192].  APCI 

ionizace je použitelná pro látky středně nepolární až po silně polární. Při ionizaci vznikají 

primárně molekulární ionty typu [M+H]+ nebo [M-H]- a běžné jsou i adukty se solventem 

[193-195].

Laserová  ionizace  za  přítomnosti  matrice  (MALDI)  je  desorpční  fotoionizační 

technika používaná pro vzorky v tuhé fázi,  probíhající  ve většině případů za sníženého 

tlaku. Použítí  této ionizační  techniky je vhodné pro nepolární  i  vysoce polární analyty 

v hmotnostním  intervalu  500  -  100 000  Da  [196-198].  Ionizace  MALDI  se  nejčastěji 

kombinuje s průletovým analyzátorem (TOF) v běžně komerčně dostupné sestavě MALDI-

TOF [199]. MALDI-TOF metoda se vyznačuje vysokou citlivostí detekce, těžištěm jejího 

využití  je  strukturní  a  kvantitativní  analýza  biopolymerů,  proteinů,  nukleových kyselin 

nebo lipidů.  Předností  této  metody  je  rychlá  a  jednoduchá  příprava  vzorku  s nízkými 

požadavky na množství vzorku, nízký limit detekce a především vysoká rychlost analýzy 

umožňující zpracovat velký počet vzorků za jednotku času [200].  
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Při MALDI experimentech se vzorek nejprve rozpustí, smíchá s vhodnou matricí 

(organická  kyselina)  a  nanese  na  omytou  destičku.  Následně  je  vzorek  vysušen 

(vykrystalizován) společně s matricí, nanášecí destička převedena do evakuovaného prostoru 

iontového zdroje, kde je analyt převeden do ionizovaného stavu sérií krátkých laserových 

pulzů.  Během ionizace  přednostně dochází  k tvorbě pseudomolekulárních  iontů [M+H]+, 

výjimkou ale nejsou ani vícenásobně nabité ionty [M+2H]+II, [M+3H]+III nebo ionty dimérů 

[2H+M]+ [201].  

Využití hmotnostní spektrometrie s měkkými ionizačními technikami ke strukturální 

charakterizaci organokovových sloučenin rhenia lze nalézt v publikacích [202-210].

Spojením hmotnostního  spektrometru  s některou ze  separačních  technik  můžeme 

získat  výhodu  separace  a  následné  identifikace  jednotlivých  složek  složité  směsi  látek 

v jednom měřícím cyklu. Zásadním problémem tohoto propojení je zatěžování vakuového 

systému hmotnostního spektrometru průtokem mobilní fáze. U plynové chromatografie tento 

problém vyřešilo používání kapilárních kolon místo náplňových. Kapilární kolony umožňují 

používání mnohonásobně menšího průtoku nosného plynu, díky čemuž je možné zavést 

konec  kapiláry  přímo  do  iontového  zdroje.  U  kapalinové  chromatografie  byl  problém 

v zásadě  vyřešen  použitím  sprejových  ionizačních  technik,  které  jsou  kompatibilní 

s průtokem kapaliny.  Mobilní  fáze se přímo účastní  ionizačního procesu a její  nadbytek 

je odváděn  čerpacím  systémem.  V případě  konvenční  HPLC  je nutno  před  vstupem 

do iontového zdroje odvést část mobilní fáze mimo přístroj, v případě použití kapilárních 

kolon je možno do iontového zdroje přivést celý objem mobilní fáze.  [211]. U kapilární 

zónové  elektroforézy  jsou  průtoky  nosného  elektrolytu  ve  srovnání  s kapalinovou 

chromatografií  zanedbatelné,  problémem v tomto  případě  je stabilizace  toku a  vytvoření 

zemnící  elektroforetické  elektrody,  nejčastěji  realizované  přiváděním  pomocné  kapaliny 

přímo  do  elektrospreje.  Nevýhodou  tohoto  řešení  je snížení  citlivosti  díky  naředění 

základního elektrolytu vytékajícího ze separační kapiláry [212, 213]. 

Spojení separační techniky s MS detektorem patří v současné farmaceutické analýze 

k nejvíce  využívaným  instrumentálním  spojením  umožňujícím  stanovení  až do úrovně 

desetin ng l-1. Uplatnění nachází v kvantitativní i kvalitativní analýze účinných látek (API) 

i finálních  farmaceutických  přípravků.  Rozšířená  jsou  stanovení  API  plynovou 

chromatografii  [214-216], kapalinovou chromatografií  [217-219]  i kapilární elektroforézou 

[220-222] ve spojení s MS, MS/MS detektorem nebo  DAD a FDL detektorem [223-226]. 
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5 ANALÝZA KOMPLEXŮ RHENIA S AROMATICKÝMI LIGANDY

5.1 Charakterizace  komplexů  rhenia  (V)  s fenoly  pomocí  hmotnostní 

spektrometrie s měkkými ionizačními technikami (publikace I)

5.1.1 Syntéza komplexů

Rheniové  komplexy  se  třemi  alkoholovými  aromatickými  ligandy  (1,2-

dihydroxybenzen, 2,3-dihydroxynaftalen a 1,2,3-trihydroxybenzen; struktury naznačeny 

na obrázku 5.1) použité k dalším MS experimentům byly připraveny modifikovaným 

postupem  podle  literatury  [227-229].   Všechny  komplexy  byly  připraveny  podle 

stejného  postupu.  Směs  2  mg  rheniového  prekurzoru  tetrabulyamonium 

tetrachlorooxorhenátu  (3,42  mmol  dm-3)  a  6,84  mmol  dm-3 (dvojnásobný  molární 

přebytek)  ligandu  byla  rozpuštěna  ve  2  ml  acetonitrilu  a  zahřívána  pod refluxem a 

argonovou atmosférou 60 minut. Po zchlazení na laboratorní teplotu bylo rozpouštědlo 

částečně nebo úplně odpařeno na vakuové odparce a produkt byl uchováván pod inertní 

atmosférou. Pro NMR experimenty byly komplexy připraveny podle stejného postupu 

v deuterovaném acetonitrilu. 

Obr. 5.1 Struktury použitých ligandů: 1,2-dihydroxybenzen (A), 2,3-dihydroxynaftalen 

(B) a 1,2,3-trihydroxybenzen (C)
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5.1.2 Výsledky a diskuze – doplňkový komentář k publikaci

Připravené rheniové komplexy s alkoholovými ligandy, zobrazené jako anionty 

na obrázku 5.2, byly strukturálně charakterizovány metodami IR, 1H a 13C NMR a MS. 

Odpovídající 3D modely vytvořené programem MolView [230] jsou přiloženy v sekci 

Přílohy I/1-3) 

Obr.  5.2 Anioinická  struktura  připravených  komplexů:  bis(1,2-

dihydroxybenzen)oxorhenium- (A);  bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorhenium- (B) 

a bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorhenium- (C)

Infračervená  spektra  připravených  komplexů  ukazují  na  silnou  absorbanci 

v oblasti 910 - 1000 cm-1. Tato oblast je charakteristická pro absorbanci terminální Re=O 

skupiny.  Typická  intenzivní  aromatická  C=C protahovací  vazba  vede k absorbančním 

pásům v oblasti 1470 - 1520 cm-1. Intenzivní absorpční pásy při 2962, 2932 a 1509 cm-1 

ukazují na přítomnost nezreagovaného tetrabutylamoniuového kationtu v reakční směsi. 

Naměřená IR spektra jsou k práci přiložena v sekci Přílohy I/4-6.
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U  připravených  komplexů  byla  naměřena  NMR  spektra  v deuterovaném 

acetonitrilu s ostrými, dobře oddělenými píky při 1H NMR experimentu. Všechny NMR 

experimenty  byly  měřeny  na  600  MHz  přístroji.  Komplex  bis(1,2-

dihydroxybenzen)oxorhenium  (A)  vykazuje  ve  vodíkovém  spektru  posuny 

při δ: 6,82 – 6,80 (m, 6H), 6.72 – 6.71 (m, 6H) ppm a  δ: 145.64 (4C), 121.36 (4C), 

116.48 (4C), 59.53 (4C), 24.44 (4C), 20.44 (4C), 13.88 (4C) ppm v uhlíkovém spektru.

Komplex  bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorhenium  (B)  vykazuje  posuny 

při δ: 7.61 – 7.59 (m, 4H), 7.25 – 7.22 (m, 8H), 3.09 – 3.06 (m, 14H), 1.62 – 1.57 (m, 

8H), 1.37 – 1.33 (m, 8H), 0.97 ppm ve vodíkovém spektru a δ: 147.41 (4C), 130.80 

(4C), 127.25 (4C), 124.79 (4C), 111.22 (4C), 59.76 – 59.73 (m, 4C), 24.71 (4C), 20.73 

(4C), 14.19 (4C) ppm v uhlíkovém spektru. 

Komplex  bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorhenium  (C)  poskytuje  posuny 

při δ: 9,95 (bs, 2H), 6.57 – 6.55 (m, 2H), 6.35 – 6.34 (m, 4H), 3.09 – 3.06 (m, 8H), 

1.62 - 1.57 (m, 8H), 1.37 – 1.33 (m, 8H), 0.97 ppm v 1H spektru a δ:  147.38 (4C), 

130.90 (2C), 120.99 (2C), 108.9 (4C), 59.76 – 59.73 (m, 4C), 24.71 (4C), 20.73 (4C), 

14.19 (4C) ppm v 13C spektru. Všechna spektra jsou k práci přiložena v sekci Přílohy 

I/7-12.

ESI-MS,  APPI-MS,  ESI-MS/MS a  LDI-MS hmotnostní  spektra  studovaných 

komplexů byla měřena  v negativním módu.  Na obrázku 5.3 jsou uvedena ukázková 

spektra pro komplex s 1,2-dihydroxybenzenem, analogická spektra ostatních komplexů 

jsou uvedena v sekci Přílohy I/13-14. Z obrázku 5.3 je zřejmé dominantní zastoupení 

molekulárních aniontů při použití všech ionizačních technik, zastoupení fragmentových 

iontů je ve všech případech nízké.  Připravené komplexy neobsahují  protonovatelnou 

skupinu,  z tohoto  důvodu hmotnostní  spektra  v pozitivním módu nepřinášejí  žádnou 

informaci  o  jejich  struktuře.  V pozitivním  módu  bylo  možné  registrovat  pouze 

tetrabutylamoniový kation jako protion použitý při přípravě komplexů. 
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Obr. 5.3 Naměřená spektra v negativním módu pro komplex s 1,2-dihydroxybenzenem 

pro  ionizační  techniky  ESI-MS (a);  APPI-MS (b),  LDI-MS (c)  a  ESI-MS/MS (d). 

Kroužkem jsou označeny příslušné molekulární anionty.

ESI-MS/MS experimenty umožňují rozlišit mezi fragmentačními ionty vzniklými 

přímo ze studovaného komplexu a ionty vzniklými ze sloučenin přítomných v reakční 

směsi. Dceřiné ionty pozorované při MS/MS fragmentaci studovaných komplexů vznikly 

převážně štěpením aromatické části na jednom ligandu nebo ztrátou ligandu celého. Výše 

popsaný mechanismus  nicméně  nebyl  pozorován u komplexu  vzniklého reakcí  s 2,3-

dihydroxynaftalenem, který vykazuje nejvyšší stabilitu ze všech studovaných komplexů.

Všechny  studované  komplexy  vykazovaly  v negativním  módu  charakteristické 

izotopové klastry. Tyto klastry byly porovnány s teoreticky vypočtenými klastry pomocí 

programu  IsotopePattern  (Bruker  Daltonics).  Shoda  mezi  teoreticky  vypočtenými 

a naměřenými  izotopovými  klastry  byla  vyjádřena  na  základě  indexu 

podobnosti (SI) [231].  Index podobnosti  SI  byl  vypočten podle  vzorce 5.1,  ve kterém 

(i-i0) je rozdíl mezi intenzitami signálu mezi dvěma zastoupenými ionty, dělená malou 

hodnotou intensity  i0. Symbol  N označuje počet signálů produktových iontů, které jsou 

porovnávány.
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(5.1)

Zvýše uvedeného vzorce 5.1 je zřejmé, že  SI může nabývat hodnot v intervalu  <0;1>, 

nula  charakterizuje  úplnou  shodu  mezi  teoretickým  a  experimentálním  izotopovým 

profilem.

Vypočtená  shoda  mezi  teoreticky  vypočtenými  a  naměřenými  daty  pro  ESI, 

APPI a LDI ionizaci je uvedena v tabulce 5.1.

Tab. 5.1 Experimentální (exp.) a vypočetené (kal.) hodnoty relativních intenzit  I  [%] 

jednotlivých  iontů  v  klastrovém  izotopovém  zastoupení  s  vypočtenými  hodnotami 

indexu podobnosti SI vztažené k jednotlivým typům ionizace
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Celkový přehled všech pozorovaných iontů ve spektrech připravených komplexů 

s odezvou  vyšší  než  5  %  intenzity  příslušného  molekulárního  aniontu,  spolu 

s odpovídající m/z hodnotou je uveden v tabulce 5.2. Charakteristické izotopové klastry 

odpovídající  přítomnosti  charakteristických  izotopů rhenia  byly  pozorovány u všech 

studovaných komplexů.

Tab.  5.2 Přehled  pozorovaných  iontů  v připravených  komplexech  s odezvou  vyšší 

než 5 %  (s  hvězdičkou  označeny  fragmentační  ionty  pozorované  ESI-MS/MS 

technikou, tučně molekulové hmoty jednotlivých komplexů)

Srovnání naměřeného a teoretického izotopového klastru v oblasti molekulárního 

aniontu pro komplex s 2,3-dihydroxynaftalenem je ukázán na obrázku 5.4.
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Obr. 5.4 Porovnání naměřeného (vlevo) a teoretického (vpravo) hmotnostního spektra 

rheniového komplexu s 2,3-dihydroxynaftalenem.

Na základě opakovaných měření je možno konstatovat, že připravené komplexy 

vykazují  podobné  chování  při  ESI-MS  experimentech,  charakterizované  bohatě 

zastoupenými molekulárními ionty jako nejvyššími píky a fragmentačními píky s nízkou 

intenzitou.  Zaznamenaná  hmotnostní  spektra  nízkého  rozlišení  jsou  jednoduchá 

a poskytují v kombinaci se studiem izotopických klastrů dostatečné informace o struktuře 

připravených  komplexů.  Přímé  analýzy  reakčních  směsí  hmotnostní  spektrometrií 

prokázaly, že je možno získat analytické informace o zastoupení zbytkových reakčních 

složek  a  vedlejších  produktů  reakce,  včetně  produktů  následné  oxidace  primárně 

vzniklých komplexů,  bez použití  separační  metody.  V hmotnostních  spektrech  nebyly 

pozorovány žádné dimerní ani jiné shlukové struktury, v rámci provedených stabilitních 

studií  byla  potvrzena  oxidace  primárně  vzniklých  Re+V komplexů  na  finální  Re+VII 

produkty.  Rozsah  následných  reakcí  spojených  se  ztrátou  či  výměnou  ligandu 

v komplexech  byl  zanedbatelný.  Při  srovnání  ESI-MS  a  APPI-MS  experimentů 

se neprokázal vznik iontů v elektrospreji na základě probíhající elektrochemické reakce. 

Přímé posuzování rozdílů v relativních intenzitách jednotlivých iontů za použití 

rozdílných  ionizačních  technik  je  obtížné  vzhledem  k odlišným  postupům  nastavení 

parametrů  jednotlivých  iontových  zdrojů,  naladěných  s použitím  specifického 

komerčního ladícího roztoku, použitelného jen pro daný typ ionizace. Je zřejmé, že každý 

ladící  proces může diskriminovat jiné ionty ve spektru. Přesto však je možno některé 

rozdíly specifikovat:  na obrázku 5.3 je patrný nárůst relativní intenzity fragmentového 
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píku s hmotou 343 u ionizace APPI (část b) ve srovnání s ESI a LDI, způsobený vyšším 

faktorem odezvy nebo výraznější fragmentací během fotoionizace.    

Díky přítomnosti  O-substituovaných aromatických ligandů, vykazují studované 

komplexy výraznou absorbanci záření v UV/Vis oblasti, zejména při 337 nm. Vzhledem 

k této vlastnosti je možno při ionizaci laserovou desorpcí pracovat bez přídavku matrice 

v módu LDI. Jak vyplývá z obrázku 5.3 (c) v LDI-MS spektrech pozorujeme výrazně 

zastoupený molekulární anionty a zanedbatelné množství fragmentů. 

Tandemová  hmotnostní  spektrometrie  ESI-MS/MS  poskytuje  základní 

informace o fragmentech  vznikajících  z původních  molekulárních  iontů  studovaných 

komplexů.  Umožňuje  také  rozlišení  fragmentů  iontů  od  molekulárních  iontů  látek 

přítomných  přímo  v reakční  směsi.  Je  třeba  poznamenat,  že  za  určitých  okolností 

mohou  být  fragmentační  ionty  shodné  s ionty  přítomnými  v reakční  směsi.  Toto  je 

právě  příklad  námi  připravovaných  komplexů,  u  kterých  je  možná  koincidence 

fragmentového  iontu  komplexu  a  molekulárního  iontu  volného  ligandu  přítomného 

v nadbytku  v reakční  směsi.  Hmotnostní  spektrum  z ESI-MS/MS  je  ukázáno  pro 

komplex s 1,2-dihydroxybenzenem na obrázku 5.3 (ostatní spektra pro další komplexy 

jsou uvedená v sekci Přílohy I/13-14). 

Po  vyhodnocení  MS  spekter  byla  programem  ACD/labs  ChemSketch  verze 

12.01 vytvořena reakční schémata struktur komplexů, primárně vznikajících při reakci 

rheniového  prekurzoru  s příslušným  ligandem.  Na  obrázku  5.5  jsou  jako  příklad 

uvedeny  struktury  komplexů  s  1,2-dihydroxybenzenem  jako  ligandem.  Schema  je 

doplněné  o dominantní  dceřiné  ionty  vznikající  při  fragmentaci  bis(1,2-

dihydroxybenzen)oxorheniového  aniontu  v rámci  provedených  MS/MS  experimentů. 

Ostatní  reakční  schémata  pro  komplexy  s 2,3-dihydroxynaftalenem  a  1,2,3-

trihydroxybenzenem jsou uvedeny v sekci Přílohy I/15-16.
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Obr.  5.5 Struktury  molekulárních  aniontů  komplexů  přítomných  v reakční  směsi 

rheniového  prekurzoru  s 1,2-dihydroxybenzenem  a  dceřiných  iontů  vzniklých 

při fragmentaci  bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorheniového  aniontu;  symbol  L  je  použit 

pro obecné označení ligandu.

Závěrem je možno konstatovat, že v publikaci I byla prokázána schopnost ESI, 

APPI  a  LDI  ionizace  efektivně  ionizovat  za  laboratorních  podmínek  syntetizované 

komplexy  rhenia  s aromatickými  ligandy,  získaná  hmotnostní  spektra  poskytla  cenné 

informace o struktuře vznikajících komplexů. Všechny použité měkké ionizační techniky 

poskytly ve spektrech molekulární ionty o vysoké intenzitě signálu, rozsah fragmentace 

byl ve všech případech nízký. 
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5.2 Analytická studie komplexů rhenia s aromatickými ligandy metodou UV/Vis 

spektrometrie a ESI-MS (komentář k publikaci II a III)

Cílem publikace II  a  III  bylo detailní  prostudování vzniku komplexů při  reakci 

rheniového  prekurzoru  s aromatickými  ligandy  a  optimalizace  přípravy  komplexů. 

Pro tyto účely byla využita technika ESI/MS a UV-Vis absorpční spektrometrie.  Byly 

vyzkoušeny  dvě  alternativní  metody  přípravy:  (1)  reakce  za  laboratorní  teploty 

s přídavkem triethylaminu jako akcelerátoru a (2) reakce za varu  na olejové lázni po 

dobu  60  minut  s následným  zráním  reakční  směsi  za  laboratorní  teploty.  Jako 

rozpouštědlo byl použit acetonitril. Obě techniky přípravy poskytly v krátkém časovém 

intervalu rozdílné reakční meziprodukty. Při delším čase stání za laboratorní teploty však 

obě  techniky  poskytly  stejné  finální  produkty.  V rámci  optimalizace  syntézy 

požadovaných produktů byl detailně prozkoumán  vliv  přídavku trietyhlaminu (TEA) 

jako akcelerátoru reakce do reakční směsi na rychlost tvorby Re+VII kompexu se dvěma 

navázanými ligandy jako finálního produktu reakce.

Při reakcích prováděných s 1,2,3-trihydroxybenzenem jako ligandem za laboratorní 

teploty v acetonitrilu  s přídavkem akcelerátoru  TEA se ukázal  jako rozlišující  přídavek 

TEA v nadbytku 4 ekvivalentů vzhledem k látkovému množství prekurzoru. Jak je ukázáno 

na obrázku 5.6, při přídavku TEA nižším než 4 eq. se vytvoří jako finální produkt 1,2,3-

trihydroxybenzen-chloro-dioxorhenium+VII,  zatímco  při  přídavku  vyšším  než  4 eq. 

se stává dominantním produktem reakce bis(1,2,3-trihydroxybenzen)-dioxorhenium+VII.
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Obr. 5.6 Reakční schéma a výsledná struktura připravených komplexů rhenia s 1,2,3-

trihydroxybenzenem v závislosti na nadbytku přidaného akcelerátoru TEA do reakční 

směsi. Reakce probíhaly za přístupu vzduchu, příslušné reakční časy jsou uvedeny vedle 

šipek. Symbol O2 naznačuje kyslíkaté prostředí reakce.

Akcelerátor TEA vystupuje v reakcích jako báze, která je schopná neutralizace 

chlorovodíku vzniklého jako vedlejší reakční produkt z rheniového prekurzoru. Nízký 

nebo nulový obsah TEA v reakční směsi významně snižuje rychlost reakce prekurzoru 

s ligandem a zvyšuje pravděpodobnost výměny ligandu za chloridové ionty. Při obou 

reakčních cestách dochází k postupné změně oxidačního čísla rheniového iontu z +V 

na +VII při zachování struktury a počtu vázaných ligandů.
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Reakční  směsi  obsahující  dominantní  rheniové  komplexy  bis(1,2,3-

trihydroxybenzen)-oxorhenium+V (na obrázku 5.6 číslo 1) a bis(1,2,3-trihydroxybenzen)-

oxorhenium+VI (na  obrázku  5.6  číslo  2)  se  díky  rozdílnému  oxidačnímu  číslu  rhenia 

výrazně  liší  svým  zbarvením.  Vzhledem  k rozdílné  barevnosti  obou  komplexů  bylo 

možné sledovat přeměnu z komplexu  1 na komplex  2 metodou UV/Vis spektrometrie. 

Série  absorpčních  spekter  snímaných v pětiminutových  časových intervalech  po dobu 

padesáti  minut,  uvedená  na  obrázku  5.7,  dokumentuje  přeměnu  žlutě  zbarveného 

kompexu 1 na červený komplex  2. Reakce probíhá za laboratorní teploty v přítomnosti 

2 ekvivalentů TEA.

Obr. 5.7 UV/Vis záznam přeměny komplexu bis(1,2,3-trihydroxybenzen)-oxorhenium+V 

na bis(1,2,3-trihydroxybenzen)-oxorhenium+VI.  Reakční  podmínky:  2  eq.  TEA; časové 

intervaly Δt = 5 min
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Vliv závislosti  množství TEA přidaného do reakční  směsi na rychlosti  reakce 

přeměny  komplexu  1  na  komplex  4 byl  sledován  metodou  UV/Vis  spektrometrie 

na základě nárůstu absorbance komplexu bis(1,2,3-trihydroxybenzen)-dioxorhenium+VII 4 

při 430 nm. Vliv závislosti přídavku TEA na rychlost reakce byl zkoumán v rozmezí 2 - 

16  ekvivalentů  TEA  vzhledem  k látkovému  množství  prekurzoru.  Z obrázku  5.8  je 

patrné, že nejrychleji reakce probíhá při 12 nebo 16 ekvivalentech TEA, nicméně rozdíl 

mezi 12 a 16 ekvivalenty je téměř zanedbatelný. K největší změně v rychlosti reakce 

dochází  mezi  2  a  8  ekvivalenty,  kdy  rozdíl  v absorbancích  odečítaných  ve  stejném 

časovém horizontu je téměř čtyřnásobný.

Obr. 5.8 Časová závislost absorbance odečtené při 430 nm, odpovídající absorpčnímu 

maximu  komplexu  bis(1,2,3-trihydroxybenzen)-dioxorhenium+VII,  v reakční  směsi 

obsahující  2-16 ekvivalentů  TEA.  Počáteční  koncentrace:  1,42  μmol  dm-3 prekurzor 

a 3,81 μmol dm-3 ligand.
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Všechny  vzniklé  komplexy  v reakcích  prekurzoru  s ligandy  byly  strukturálně 

charakterizovány metodou hmotnostní spektrometrie a nukleární magnetické resonance. 

Reakční schéma dokumentující reakci rheniového prekurzoru s 1,2-dihydroxybenzenem 

jako  ligandem  včetně  NMR  spekter  jednotlivých  komplexů  (necharakterizovaných 

v publikaci I) je ukázáno v sekci Přílohy II/1-2. 

Stejně jako v případě reakcí rheniového prekurzoru s 1,2,3-trihydroxybenzenem, i 

při reakcích  s 1,2-dihydroxybenzenem  hrálo  důležitou  roli  množství  přidaného 

triethylaminu  jako  akcelerátoru  do  reakční  směsi.  Rozdílovým  z hlediska  tvorby 

reakčních  produktů  se  opět  ukázal  přídavek  přebytku  4  ekvivalentů  TEA  vzhledem 

k látkovému množství rheniového prekurzoru (reakční schéma v sekci Přílohy II/3). Při 

přídavku  TEA  vyšším  než 4 ekvivalenty  došlo  k tvorbě  finálního  produktu  bis(1,2-

dihydroxybenzen)-dioxorhenia+VII.  Pokud byl  přídavek  TEA menší  než  4 ekvivalenty, 

výsledným  produktem  reakce  byl  komplex  bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorhenium 

s rheniovým atomem v +VI oxidačním stupni. Tento komplex velmi zvolna přechází na 

komplex bis(1,2-dihydroxybenzen)-chloro-oxorhenia vzniklým pravděpodobně výměnou 

atomu kyslíku  za  atom chloru  a  změnou  oxidační  stupně rhenia  na  +VII.  Vzhledem 

ke své elektroneutralitě nebylo možné tento komplex charakterizovat metodou ESI-MS 

přímo,  ale  až  po  jeho  derivatizaci  p-bromanilinem  za  vzniku  komplexu  N-(bis(1,2-

dihydroxybenzen)oxorhenium)-parabromanilinu.  Reakční  schéma  derivatizace 

je znázorněno na obrázku 5.9. 
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Obr. 5.9  Schéma reakce komplexu bis(1,2-dihydroxybenzen)-chloro-oxorhenium s p-

bromanilinem  za  vzniku  N-(bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorhenium)-parabromanilinu 

vhodného k ESI-MS stanovení
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Přibližné  struktury  v obou  cestách  zastoupených  rheniových  komplexů  byly 

vytvořeny na základě získaných dat z hmotnostního spektrometru a NMR a překresleny 

do 3D podoby programem MolView (přiloženy v sekci Přílohy II/4-8). 

Závěrem  je  možno  konstatovat,  že  informace  z publikací  II  a  III  přispěly 

ke znalosti  reakčních mechanismů, kinetiky vzniku a stability   rheniových komplexů 

s aromatickými ligandy. Výsledky ukázaly na ochotu primárně vzniklých rheniových 

komplexů  přecházet  v komplexy  jiné  a  to  v rámci  oxidačních  reakcí  a  výměnných 

reakcí ligandů.  Výrazné rozdíly v barevnosti různých rheniových komplexů umožnily 

pro studium kinetiky  jejich  přeměn využít  UV/Vis  absorpční  spektrofotometrii,  jejíž 

výsledky vyznamně doplnily ESI-MS měření.
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5.3 Separace  reakční  směsi  obsahující  rheniové  komplexy  s aromatickými 

ligandy metodou kapilární zónové elektroforézy (komentář k publikaci IV)

Analytická  kontrola  radiofarmak  zahrnuje  stanovení  radionuklidické, 

radiochemické a chemické čistoty připravené substance. Chromatografie na tenké vrstvě 

(TLC)  s radiometrickou  detekcí  byla  po  mnoho  let  využívaná  k analýze  rheniových 

radiofarmak, zejména pro stanovení výtěžku radiochemické komplexace. Výhodou TLC 

je  její  rychlost  a  instrumentální  nenáročnost,  nepatří  však  mezi  techniky  s vysokou 

separační  účinností  schopnou  rozlišit  a  selektivně  kvantifikovat  strukturně  blízké 

analyty. Elektromigrační metody (např. kapilární zónová elektroforéza) jsou vhodným 

kandidátem k separaci reakční směsi obsahující rheniové nebo techneciové komplexy 

[137, 138, 140]. Kapilární elektroforéza s hmotnostním detektorem byla také úspěšně 

využita  ke  strukturální  charakterizaci  rheniového  komplexu  s glycylglycylcysteinem 

a cysteinglycynem syntetizovaných v ligand vyměňujících reakcích [232].

Cílem  publikace  IV  je  vývoj  a  částečná  validace  metody  kapilární  zónové 

elektroforézy pro separaci složek reakční směsi během přípravy rheniového komplexu, 

vznikajícího při reakci rheniového prekurzoru tetrabutylamonium tetrachloroxorhenatu 

s ligandem 1,2,3-trihydroxybenzenem v přítomnosti 16 ekvivalentů TEA.

Reakční  směs  obsahující  dominantní  rheniový  komplex  bis(1,2,3-

trihydroxybenzen)dioxorhenium+VII (postup  přípravy  dle  publikace  II  a  III)  byla 

separována  metodou  CZE  s DAD  detekcí  v borátových  a  fosfátových  nosných 

elektrolytech. 

Vliv pH nosného elektrolytu na efektivní elektroforetickou mobilitu jednotlivých 

složek reakce byl zkoumán v rozmezí hodnot 6,50 – 11,70 pro fosfátový a 6,50 - 11,50 

pro  borátový  nosný  elektrolyt.  Koncentrace  ko-iontů  nosných  elektrolytů  byla 

upravována v rozmezí 5 – 10 mmol dm-3 tak, aby vodivost nosných elektrolytů byla 

konstantní. Rheniový komplex, 1,2,3-trihydroxybenzen (ligand v nadbytku) i rhenistan 

(rozkladný  produkt)  migrují  jako  anionty.  Dle  předpokladu  byla  změna  efektivní 

elektroforetické mobility při změně pH pozorována pouze u ligandu, který má charakter 

slabé kyseliny. Vliv pH na migrační čas 1,2,3-trihydroxybenzenu v borátovém nosném 

elektrolytu  je  ukázán  na  obrázku  5.10.  Téměř  symetrické  píky  pozorované  v slabě 

kyselých  a  slabě  zásaditých  nosných  elektrolytech  se  mění  na  tvar  frontujícího 

trojúhelníku při silně alkalickém pH.
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Obr.  5.10 Vliv  pH  na  migrační  čas  ligandu  1,2,3-trihydroxybenzenu  v borátovém 

nosném  elektrolytu  (5  –  10  mmol  dm-3)  v rozmezí  hodnot  pH  6,50  –  11,50. 

CZE podmínky: 25 oC, 25 kV, 16 - 30 μA, detekce při 200 nm. Počáteční koncentrace 

ligandu 0,20 mg ml-1.

Sledování průběhu efektivní elektroforetické mobility sledovaných látek na pH 

(Obr. 5.11) ukázala, že vzniklý komplex i rhenistan mají jako silné elektrolyty prakticky 

konstantní hodnotu elektroforetické pohyblivosti ve sledovaném intervalu pH. Ligand 

vykazuje  jakožto  slabá  kyselina  charakteristický  sigmoidní  charakter,  ze  kterého  je 

možné odečíst zdánlivou hodnotu jeho disociační konstanty. Odečtená hodnota pKa 9,20 

je  nižší  než  tabelovaná  hodnota  [233],  pravděpodobně  v důsledku  tvorby  komplexu 

s borátovým ko-iontem.  Obrázek závislosti efektivní pohyblivosti složek reakční směsi 

na pH fosfátového pufru je ukázán v sekci Přílohy IV/1.
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Obr.  5.11  Závislost  efektivní  pohyblivosti  nezreagovaného  ligandu,  rhenistanu 

a komplexu na měnící se hodnotě pH v 10 mmol dm-3 borátovém pufru. CZE podmínky: 

25 oC, 25 kV, 12 - 30 μA, detekce 200 nm. Počáteční koncentrace složek reakce: ligand 

(0,16 mg ml-1), prekurzor (0,29 mg ml-1).

Elektroforetická  separace  sledovaných  složek  reakční  směsi  je  možná 

v borátových  i  fosfátových  nosných  elektrolytech  v celém  sledovaném  rozsahu  pH. 

Opakovaná měření prokázala,  že z hlediska dosažitelné citlivosti,  separační účinnosti 

a minimální doby analýzy je výhodné použít neutrální či slabě bazický borátový nosný 

elektrolyt.  Výsledný  elektroferogram  dokumentující  separaci  sledovaných  složek 

reakční směsi v borátovém pufru o pH 7,50 je ukázán na obrázku 5.12. V tomto nosném 

elektrolytu byly určeny i  základní  validační  parametry stanovení  sledovaných složek 

reakční  směsi.  Hodnoty  koeficientu  determinace,  limitu  detekce,  limitu  kvantifikace 

a lineárního rozsahu, vypočtené pro ligand a prekurzor, jsou uvedeny v tabulce 5.3.   
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Obr. 5.12 Elektroferogram reakční směsi obsahující ligand (1), komplex (2) a rhenistan 

(3) po 60 minutách reagování a přídavku 16 ekvivalentů triethylaminu v 10 mmol dm-3 

borátovém pufru (pH 7,50). CZE podmínky: 25 oC, 25 kV, 20 μA, detekce při 200 nm. 

Počáteční koncentrace: ligand (0,16 mg ml-1), prekurzor (0,29 mg ml-1) 

Tab.  5.3 Validační  parametry  pro  CZE  analýzu  reakční  směsi  obsahující  rheniový 

komplex
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Data získaná metodou kapilární zónové elektroforézy ukázala, že reakční směs 

obsahující  rheniový  komplex,  nezreagovaný  ligand  a  prekurzor  je  možné  úspešně 

rozseparovat na jednotlivé složky reakce v borátovém i fosfátovém pufru. Všechny složky 

reakce bylo možné odělit od sebe během 10 minut. Kapilární elektroforéza také prokázala 

chování  výsledného  komplexu  a  prekurzoru  jako  silného  elektrolytu,  jejichž 

elektroforetická  pohyblivost  není  závislá  na  pH nosného  elektrolytu.  Hodnoty  limitu 

detekce  a  limitu  kvantifikace  odpovídají  dříve  publikovaným  vědeckým  pracem 

věnujícím se separaci rheniového komplexu s odlišným ligandem. Data získaná kapilární 

elektroforézou  mohou  napomoci  rychlejší  separaci  komerčně  dostupné  reakční  směsi 

a tedy i možnosti kontroly vzniku a výtěžku výsledného komplexu před vlastní aplikací 

do těla pacienta.
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6 ZÁVĚR

Předkládaná  disertační  práce  je  komentovaným  souborem  čtyř  vědeckých 

publikací otištěných v mezinárodních impaktovaných časopisech. V práci jsou uvedeny 

a  diskutovány  možnosti  syntézy  rheniových  komplexů  v aerobních  i  anaerobních 

podmínkách  v reakcích  tetrabutylamonium  tetrachlorooxorhenátu  jako  rheniového 

prekurzoru s aromatickými ligandy 1,2-dihydroxybenzenem, 1,2,3-trihydroxybenzenem 

a  2,3-dihydroxynaftalenem.  Během  syntézy  byla  zjištěna  nestabilita  některých 

komplexů, které přecházejí na jinou stabilnější formu většinou doprovázanou změnou 

oxidačních čísla rheniového centrálního atomu. Jako klíčový při optimalizaci přípravy 

se ukázal přídavek trietylaminu jako akcelerátoru reakce do reakční směsi. V závislosti 

na molárním  přebytku  přidaného  trietylaminu  docházelo  ke  vzniku  rozdílných 

výsledných  komplexů.  Jako  rozhodující  pro  průběh  studovaných  komplexotvorných 

reakcí se ukázal přídavek 4 ekvivalentů TEA vzhledem k prekurzoru.

Hmotnostní  spektrometrie  s měkkými  ionizačními  technikami  (elektrosprejová 

ionizace,  fotoionizace  za  atmosférického  tlaku,  chemická  ionizace  za  atmosférického 

tlaku a laserová desorpční  ionizace)  byla úspěšně využita  ke strukturní  charakterizaci 

všech  typů  komplexů  vzniklých  při reakci  prekurzoru  s ligandy  a  ke  studiu  kinetiky 

jednotlivých  konverzních  a  degradačních  reakcí.  Na  základě  dat  z hmotnostní 

spektrometrie byly navrženy struktury zkoumaných komplexů a přiřazena oxidační čísla 

rheniovému atomu. Strukturální data z hmotnostní spektrometrie byla porovnána s daty 

z nukleární magnetické resonance a infračervené spektrometrie. Nezávisle na použitém 

ligandu  mohou  být  pozorované  reakce  rozděleny  na  rychlé  (zahrnující  okamžité 

zformování  rheniového komplexu)  a na pomalé (zahrnující  oxidaci  centrálního atomu 

doprovázenou  možnými  změnami  ligandu  navázaného  na  centrální  atom).  Je  možno 

konstatovat,  že  připrava  rhenium+VII-komplexů  s organickými  ligandy  přímo  z Re+VII 

(rhenistanu)  bez  předchozí  redukce  je  nemožná  a  jedinou  cestou  přípravy  stabilních 

komplexů Re+VII je kontrolovaná postupná oxidace komplexů s nižším oxidačním číslem 

centrálního atomu.

Druhá část disertační práce se zabývá monitorováním a separací reakční směsi 

obsahující  rhenium+VII-1,2,3-trihydroxybenzenový  komplex,  prekurzor  a  nezreagovaný 

ligand  metodou  kapilární  zónové  elektroforézy.  Optimalizovaná  metoda  kapilární 

elektroforézy ve vodných základních elektrolytech byla úspěšně využita k separaci všech 
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složek  reakční  směsi  a  poskytuje  dokonale  rozdělené  píky.  Nově  vyvinutá  metoda 

kapilární  elektroforézy  byla  částeně  analyticky  validována.  Na  základě  získaných 

experimentálních dat byly zjištěny závislosti elektroforetické mobility jednotlivých složek 

na  pH  základní  elektrolytu.  Z dat  je  patrné,  že  rheniový  komplex  vykazuje  linerání 

závislost  s nulovou  směrnicí,  což  potvrzuje  charakter  silného  elektrolytu  nesoucího 

jednotkový záporný náboj. Hodnota pH základní elektrolytu ovlivňuje elektroforetickou 

mobilitu pouze nezreagovaného ligandu přítomného v reakční směsi. Rozdíl v migračním 

chování  ve  fosfátovém  a  borátovém  pufru  může  být  vysvětlen  rozdílným  stupněm 

disociace ligandu v důsledku tvorby komplexu s borem, který je kyselejší než samotný 

ligand. Kapilární elektroforéza také prokázala svou vhodnost pro případné hlubší využití 

v medicínské praxi při ověřování proběhnutí reakce u běžně dostupných kitů před aplikací 

do těla pacienta. 

Všechny  cíle  disertační  práce  byly  úspěšně  splněny.  Data  získaná  při  měření 

disertační  práce  mohou  v budoucnu  napomoci  ovlivnit  rychlost  reakce  syntézy 

rheniových komplexů (prokázání vhodnosti přídavku TEA do reakční směsi), strukturální 

charakterizaci  těchto  komplexů  (hmotnostní  spektrometrie  s měkkými  ionizačními 

zdroji) a  separaci  reakční  směsi  a  kontrolu  výtěžnosti  reakce  (metoda kapilární 

elektroforézy ve vodném nosném elektrolytu).
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9 PŘÍLOHY

9.1 Publikace I

Seznam příloh:

1) 3D  model  komplexu  bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorhenium  vytvořený 

programem MolView

2) 3D  model  komplexu  bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorhenium  vytvořený 

programem MolView

3) 3D  model  komplexu  bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorhenium  vytvořený 

programem MolView

4) Infračervené  spektrum  bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu 

(KBr, ACN)

5) Infračervené  spektrum  bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu 

(KBr, ACN)

6) Infračervené  spektrum  bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorheniového  komplexu 

(KBr, ACN)

7) Vodíkové  spektrum  bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu 

(600 MHz, ACN-d3)

8) Uhlíkové  spektrum  bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu 

(600 MHz, ACN-d3)

9) Vodíkové  spektrum  bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu 

(600 MHz, ACN-d3)

10) Uhlíkové  spektrum  bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu 

(600 MHz, ACN-d3)

11) Vodíkové  spektrum  bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorheniového  komplexu 

(600 MHz, ACN-d3)

12) Uhlíkové  spektrum  bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorheniového  komplexu 

(600 MHz, ACN-d3)

13) Naměřená spektra v negativním módu pro komplex s 1,2,3-trihydroxybenzenem 

pro ionizační techniky ESI-MS (a); APPI-MS (b), LDI-MS (c) a ESI-MS/MS (d) 

s dominantními molekulovými píky.
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14) Naměřená spektra v negativním módu pro komplex s 2,3-dihydroxynaftalenem 

pro ionizační techniky ESI-MS (a); APPI-MS (b), LDI-MS (c) a ESI-MS/MS (d) 

s dominantními molekulovými píky. 

15) Reakční schéma bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorheniového komplexu

16) Reakční schéma bis(2,3-dihydroxynaftalen) oxorheniového komplexu
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1) 3D  model  komplexu  bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorhenium  vytvořený 

programem MolView
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2) 3D  model  komplexu  bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorhenium  vytvořený 

programem MolView
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3) 3D  model  komplexu  bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorhenium  vytvořený 

programem MolView
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4) Infračervené  spektrum  bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu 

(KBr, ACN)
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5) Infračervené  spektrum  bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu 

(KBr, ACN)
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6) Infračervené  spektrum  bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorheniového  komplexu 

(KBr, ACN)
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7) Vodíkové  spektrum  bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu  (600 

MHz, ACN-d3)
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8) Uhlíkové  spektrum  bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu  (600 

MHz, ACN-d3)
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9) Vodíkové spektrum bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorheniového komplexu (600 

MHz, ACN-d3)
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10) Uhlíkové  spektrum bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorheniového  komplexu  (600 

MHz, ACN-d3)
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11) Vodíkové  spektrum  bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorheniového  komplexu  (600 

MHz, ACN-d3)
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12) Uhlíkové  spektrum  bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorheniového  komplexu  (600 

MHz, ACN-d3)
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13) Naměřená spektra v negativním módu pro komplex s 1,2,3-trihydroxybenzenem 

pro ionizační techniky ESI-MS (a); APPI-MS (b), LDI-MS (c) a ESI-MS/MS (d) 

s dominantními molekulovými píky.
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14) Naměřená spektra v negativním módu pro komplex s 2,3-dihydroxynaftalenem 

pro ionizační techniky ESI-MS (a); APPI-MS (b), LDI-MS (c) a ESI-MS/MS (d) 

s dominantními molekulovými píky. 
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15) Reakční schéma bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorheniového komplexu
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16) Reakční schéma bis(2,3-dihydroxynaftalen) oxorheniového komplexu
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9.2 Publikace II a III

Seznam příloh:

1) Uhlíkové  spektrum  1,2,3-trihydroxybenzen-chloro-oxorhenium  komplexu 

(400 MHz, ACN-d3)

2) Vodíkové  spektrum  1,2,3-trihydroxybenzen-chloro-oxorhenium  komplexu 

(400 MHz, ACN-d3)

3) Reakční  schéma  a  výsledná  struktura  připravených  komplexů  rhenia  s 1,2,-

dihydroxybenzenem  v závislosti  na  objemu  přidaného  akcelerátoru  TEA 

do reakční  směsi.  Reakce  probíhaly  za  přístupu  vzduchu,  reakční  časy  jsou 

uvedeny vedle šipek.

4) 3D  model  komplexu  bis(1,2,3-trihydroxybenzen)dioxorhenium  vytvořený 

programem MolView

5) 3D  model  komplexu  1,2,3-trihydroxybenzen-chloro-oxorhenium  vytvořený 

programem MolView

6) 3D  model  komplexu  bis(1,2-dihydroxybenzen)dioxorhenium  vytvořený 

programem MolView

7) 3D  model  komplexu  bis(1,2-dihydroxybenzen)-chloro-oxorhenium  vytvořený 

programem MolView

8) 3D model  komplexu N-(bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorhenium)-parabromanilin 

vytvořený programem MolView
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1) Uhlíkové spektrum 1,2,3-trihydroxybenzen-chloro-oxorhenium komplexu (400 

MHz, ACN-d3)
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2) Vodíkové spektrum 1,2,3-trihydroxybenzen-chloro-oxorhenium komplexu (400 

MHz, ACN-d3)
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3) Reakční  schéma  a  výsledná  struktura  připravených  komplexů  rhenia  s 1,2-

dihydroxybenzenem  v závislosti  na  objemu  přidaného  akcelerátoru  TEA  do 

reakční směsi. Reakce probíhaly za přístupu vzduchu, reakční časy jsou uvedeny 

vedle šipek.
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4) 3D model komplexu bis(1,2,3-trihydroxybenzen)dioxorhenium vytvořený 

programem MolView
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5) 3D  model  komplexu  1,2,3-trihydroxybenzen-chloro-oxorhenium  vytvořený 

programem MolView
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6) 3D  model  komplexu  bis(1,2-dihydroxybenzen)dioxorhenium  vytvořený 

programem MolView

152



7) 3D  model  komplexu  bis(1,2-dihydroxybenzen)-chloro-oxorhenium  vytvořený 

programem MolView
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8) 3D model  komplexu N-(bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorhenium)-parabromanilin 

vytvořený programem MolView  
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9.3 Publikace IV

Seznam příloh:

1) Závislost  migračního  času  nezreagovaného  ligandu,  prekurzoru  a komplexu 

na měnící se hodnotě pH v 10 mmol dm-3 fosfátovém pufru. CZE podmínky: 25 oC, 

25 kV, 12 - 30 μA, detekce při 200 nm. Počáteční koncentrace složek reakce: ligand 

(0,16 mg ml-1), prekurzor (0,29 mg ml-1).
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1) Závislost migračního času nezreagovaného ligandu, prekurzoru a komplexu 

na měnící se hodnotě pH v 10 mmol dm-3 fosfátovém pufru. CZE podmínky: 

25 oC, 25 kV, 12 - 30 μA, detekce při 200 nm. Počáteční koncentrace složek 

reakce: ligand (0,16 mg ml-1), prekurzor (0,29 mg ml-1).
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