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Abstrakt

Rheniové komplexy s vybranymi organickymi ligandy jsou perspektivnimi radiodiagnostiky
pouzivanymi v nukledarni medicin€. Pro jejich lékafské vyuziti je nutna detailni znalost jejich
chemickych a farmakologickych vlastnosti a musi byt k dispozici vhodné analytické metody pro
hodnoceni Cistoty aplikovanych preparatl. V této praci byly pfipraveny vybrané komplexy rhenia
s pyrogalolem, 1,2-dihydroxynaftalenem a katecholem jako siln¢ vazanymi organickymi ligandy.
Pro urceni struktury vznikajicich komplext a jejich naslednych degradacnich produktd piimo v
reakéni smési byla vyuzita hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci a dalsimi
mékkymi ioniza¢nimi technikami. Pro detailni monitorovani prabéhu chemickych reakci béhem
vzniku a naslednych rozkladii komplexti byla vyuzita UV-VIS absorpéni spektrometrie a
kontinualni ESI-MS analyza. Byly vyvinuty metodiky HPLC a CZE analyz umoziujici hodnotit
sloZeni reak¢nich smési beéhem piipravy komplexi a hodnoceni Cistoty izolovanych konec¢nych
produktt. Preparativni HPLC byla spé$né€ vyuzita pro izolaci ¢istého Re(VII) katecholového

komplexu z reakéni smési.
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Abstract

Rhenium complexes coordinated with suitable organic ligand gain increased interest in
radiopharmaceutical medicine. Besides suitable radiological properties given by a metal ion itself,
detailed knowledge of overall chemical properties of formed complexes, namely their exact
structures, chemical stabilities and possible degradation pathways are essential pre-requisites for
their clinical application. Selected rhenium complexes with pyrogallol 2,3-dihydroxynaphthalene
and catechol as strongly bound ligands were prepared by a reaction of tetrabutylammonium
tetrachlorooxorhenate with twofold molar excess of ligand in presence of various amount of
triethylamine. The structures of formed complexes and their consequent reaction products were
estimated by means of mass spectrometry with electrospray ionization. The kinetics of reactions
in course of complex formation and consequent decomposition were primarily followed by UV-
Vis absorption spectra measurement, complemented by single or continuous electrospray mass
spectrometry analyses. Optimized HPLC and CZE procedures were utilized for monitoring of the
composition of reaction mixtures in course of Re complex formation and for purity check of
prepared complexes. Semi-preparative HPLC mode was succesfully utilized for isolation and

final purification of Re(V1I) catechol complex from a reaction mixture.

Keywords

Rhenium complexes, Pyrogallol, 2,3-dihydroxynaphthalene, Catechol, Mass spectrometry, ESI-
MS, Structural analysis, UV-VIS absorption spectrometry, Reaction kinetics, HPLC, CZE.
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Seznam pouzitych zkratek

o Alfa zareni, alfa zafice

o Separacni faktor

ACN Acetonitril

ACN-d3 Deuterovany acetonitril

AF Mravencan amonny

APCI Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (z angl. Atmospheric Pressure

Chemical lonization)
APPI Fotoionizace za atmosférického tlaku (z angl. Atmospheric Pressure

Photoionization)

BB Beta zateni, beta zafice

Calc. Vypocitana hodnota

Cat Katechol (z angl. Catechol)

[cxs; [Cxdm Rovnovazné koncentrace slozky x ve stacionarni (S) a v mobilni fazi (m)
CZE Kapilarni zonova elektroforéza (z angl. Capillary Zone Electrophoresis)
Da Dalton

DAD Detektor s diodovym polem (z angl. Diode array detector)

dhn 2,3-dihydroxynaftalen

E Intenzita elektrického pole [V-m™]

EIC Chromatogram vybraného iontu

EOF Elektroosmoticky tok

ESI lonizace elektrosprejem (z angl. Electrospray ionization)

Exp. Experimentalné ziskana hodnota

| Relativni intenzita [%]

i; o Intenzita signalu piki

IC Iontomeénicova faze

y Gama zafeni, gama zafice

FAB Ionizace urychlenymi atomy (z angl. Fast Atom Bombardment)

FD Desorpce polem (z angl. Field Desorption)

H Vyskovy ekvivalent teoretického patra

HILIC Hydrofilni interakce (z angl. Hydrophilic interaction chromatography)

hod Hodina

HPLC Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (z angl. High-performance liquid
chromatography)



Hz, MHz Herz, megaherz

IR Infrac¢ervena spektroskopie (z angl. Infrared spectroscopy)

k Retencni faktor

Kb Distribu¢ni (rozdélovaci) konstanta

keV, MeV Kiloelektronvolt, megaelektronvolt

V, kV Volt, kilovolt

L Ligand

I Efektivni délka kapilary [m]

LC Kapalinové chromatografie (z angl. Liquid chromatography)

LDI Laserova desorpce/ionizace (z angl. Laser Desorption / lonization)
LOD Mez detekce (z angl. Limit of detection)

MALDI Laserem indukovana desorpce a ionizace za Ucasti matrice (z angl. Matrix-

assisted laser desorption / ionization)

[ML] Komplex M (centralni atom) a L (ligand)

mM milimolérni

MPa Megapascal

Mr Relativni molekulové hmotnosti

MS Hmotnostni spektrometrie (z angl. Mass spektrometry)
m/z Pomér hmotnosti a naboje

[(n-BusN)(ReOCl,)]  Tetrabutylammonium tetrachlorooxorhenat (V)

n Pocet teoretickych chromatografickych pater

n Neutron

N Pocet vybranych iontd

NARP-HPLC Vysokou¢inna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi v nevodném

prostiedi (z angl. Non-agueousreversed-phase chromatography)

NP Normalni faze

'Ha ®C NMR Protonova a uhlikovd nuklearni magneticka rezonance (z angl. Nuclear
magnetic resonance)

NP-HPLC Vysokoucinnd kapalinova chromatografie s normalnimi fazemi (z angl.

Normal phase High-performace liquid chromatography)

p Proton

PC Papirova chromatografie (z angl. Paper chromatography)
pH Vodikovy exponent

pKa Logaritmicky tvar disociacni konstanty

PG Pyrogallol

ppm z angl. Parts per million



Q

;
RP
RP-HPLC

Rs

SI

tm

tm

tr
T1/2
TEA
TLC
TOF
TSI
TRIS
UV-VIS

Vet

Vtot

Hef
Heof

)V! imax

Naboj iontu [C]
Polomér ¢astice [m]
Obracena faze
Vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverznimi (obracenymi) fazemi
(z angl. Reversed phase High-performance liquid chromatography)
Rozliseni
Index podobnosti
Migracni ¢as analytu [min]
Mrtvy ¢as kolony [min]
Redukovany reten¢ni ¢as [min]
Polocas rozpadu [hodiny; roky]
Triethylamin
Chromatografie na tenké vrstvé (z angl. Thin layer chromatography)
Detektor doby letu (z angl. Time of Flight)
lonizace termosprejem (z angl. Thermospray ionization)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra (z angl. Ultraviolet-
visible spectrophotometry)
Rychlost &astice v elektrickém poli [m-s™]
Celkova rychlost [m-s™]
Zeta potencial [V]
Dielektricka konstanta zékladniho elektrolytu [F-m™]
Viskozita roztoku [N-s-m™]
Elektroforeticka pohyblivost [m*-V*-s™]
Elektroosmoticka pohyblivost [m* V™*-s™]
Mikrosiemens

VInova délka a maximalni vinova délka [nm]
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Cile prace

e Pfiprava vybranych rheniovych komplexii s aromatickymi ligandy a jejich strukturni
charakterizace hmotnostni spektrometrii s mékkymi ioniza¢nimi technikami.

e Sledovani prubéhu komplexotvornych reakci UV-VIS absorpéni spektrofotometrii a
kontinualnim ESI-MS méfenim. Strukturni charakterizace meziprodukt, produktii a
rozkladnych produktl vyskytujicich se v reakeni smési pfi piiprave rheniovych komplext.

e Optimalizace metodiky HPLC a CZE stanoveni majoritnich slozek re¢akéni smési pii ptipravé
Re(VII) katecholového komplexu. Vyuziti semipreparativni HPLC pro izolaci ¢istého Re(VII)

katecholového komplexu z reakéni smési.

11



2. Teoreticka cast

2.1. Nuklearni medicina

Nuklearni medicina je 1ékatsky obor zabyvajici se aplikaci radioaktivnich izotopt kovl piimo
do t€la pacienta za tcelem diagnostiky primarnich nebo sekundarnich nadora v jejich prvotnich
stadiich vyvoje. Vhodnymi detekénimi technikami je pak vysilané zafeni detekovano a pievedeno
na vizualni obrazy. V mensi mife se zafeni emitované témito radioizotopy vyuziva také k ucelim
terapeutickym. V poslednich letech byl zejména v této oblasti zaznamenan obrovsky nartst studii
mozného vyuziti komplextu rhenia, a sice jako potencialnich radiofarmak (Kupka et al. 2007;
Tisato et al. 2004).

2.1.1. Radionuklid

Obecné je radionuklid izotop s nestabilnim jadrem obsahujicim piebytek protoni nebo
neutrond. Pfi snaze dostat se zpét do stabilniho stavu, dojde k vyrazeni nékteré ¢astice a spolu s ni
se uvolni urcité¢ kvantum piislusné energie.

Hlavnimi faktory, rozhodujicimi o vyznamu a pouziti konkrétnich radionuklidi, jsou jejich
fyzikalni a nuklearni vlastnosti, jako je polocas rozpadu Ty, druh a energie ionizujiciho zafeni
apod. (Liu and Edwards 1999). Zatimco radionuklidy s del$im polo¢asem rozpadu (mésice, roky,
desitky let) jsou ve formé uzavienych zafi¢u vyuzivany v technice nebo pramyslu, jiné uplatnéni
maji zastupci uméle vyrabénych kratkodobych radionuklidid. Ty se diky svym chemickym a
farmakokinetickym vlastnostem staly ve formé otevienych zati¢l nezbytnou souéasti nuklearni
mediciny. V oblasti diagnostiky se jedna predeviim o y zatice *™Tc, ®’Ga, "In, nebo také zafice
emitujici pozitrony ®Ga, *Cu, *Zr. V oblasti 16¢by jsou pak hlavnimi zastupci o, 8 zafie
napi.'***®Re, **Sm (Jurisson et al. 1993; Tisato et al. 2004).

2.1.11. Vyroba umélych radionuklidu

Nemén¢ dilezitd je také snadnost, rychlost a cenova dostupnost pii vyrobé pozadovaného
radionuklidu (Liu and Edwards 1999). Zéakladem je vybér vhodné jaderné reakce (druh
odstielujicich ¢astic a jejich energie (p, N, a Castice, deuterony aj.)), zafizeni (cyklotron, jaderny
reaktor, radionuklidovy generator), a dale vybér vhodného terc¢iku (druh ozafovaného
radionuklidu, jeho chemickd forma (pevna latka, kapalina, plyn) apod.). Princip je nésledujici —
terCikovy radionuklid je ostielovan ptislusnou ¢astici, ktera vstoupi do jadra a vyvola jeho zménu
(zména poctu protoni / neutroni v jadre, ktera vede K poruseni rovnovazné konfigurace) a dojde

k vyzaieni Castice nové. Takto vzniklad nova jadra byvaji v excitovaném stavu a jsou ve vét$iné
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piipadt radioaktivni. PoZadovany radionuklid je pak potieba z ozafeného materialu vhodnou

metodou separovat (Kupka et al. 2007; Ullmann 2000).
2.1.2.  Rhenium

2.1.21.  Vyskyt a jeho vlastnosti

Pfirodni Re je smési dvou izotopti — radioaktivniho ¥Re (62,6 %, Ty = 4,33.10% roku, f)a
stabilniho izotopu **°Re (37,4 %) (Dilworth and Parrott 1998; Kohli¢kova et al. 2000). Z t&chto
dvou izotopti jsou déle ziskavany dali dvé radioaktivni formy — *®Re a '®Re, které disponuji
jadernymi vlastnostmi pfiznivymi pro jejich vyuziti v medicing, jako souéast diagnostickych a
predevsim terapeutickych radiofarmak (Dilworth and Parrott 1998; Tisato et al. 2004).

Diky lanthanoidové kontrakci, vykazuje Re vkomplexech se stejnym ligandem velké
podobnosti ve fyzikalnich vlastnostech s Tc (velikost, lipofilita aj.), z ¢ehoZ se usuzuje moznost
jejich vyuziti k podobnym uéelim (Dilworth and Parrott 1998; Kohlickova et al. 1999;
Kohlickova et al. 2000). Podobné¢ jako Tc, poskytuje Re komplexy s anorganickymi i
organickymi ligandy nejriznéjsich geometrickych uspotfadani, v nichz se vyskytuje v oxidacnich
Cislech -1 az +VII (Abram and Alberto 2006; Donnelly 2011; Kohli¢kova et al. 1999; Libson et al.
1990; Tisato et al. 2004).

Naproti tomu se v nékterych vlastnostech tyto dva kovy v komplexech 1isi, a proto neni mozné
odhadnout vlastnosti rheniovych komplext s techneciovymi analogy pouze z jejich podobnosti.
Oproti Tc¢ je Re podstatné stabiln&jsi ve vy$8ich oxida¢nich stavech (zejména +IV a +VII), a proto
se htfe redukuje. Snadna reoxidace na rhenistan je vyhodna pii jeho vylucovani z lidského
organismu ledvinami pfi vyuziti v 1ékafstvi. Diky tomu klesa pravdépodobnost jeho akumulace
v téle, a s tim souvisejici radiotoxicity (Dilworth and Parrott 1998; Kohli¢kova et al. 2000; Libson
et al. 1990; Tisato et al. 2004). V tabulce 1 jsou uvedeny zakladni nuklearni vlastnosti, vyroba a
oblast vyuziti Tc a Re izotopi.

Tabulka 1 Ptehled nuklearnich vlastnosti, zpiisob vyroby a oblast vyuziti Re a Tc izotopt (Tisato et al. 2004)

Radionuklid | Emitovana energie PO]OC?_IS_ ro)z padu Vyroba pouZziti
112
0 p 7~ 790m —
s ) 142 keV/ 6,01 hod Mol” Te Nukledrni
generator medicina, vyzkum
“Tc B 292 keV 2,11-10” roku reaktor vyzkum
186 j)) 1,1 MeV Nuklearni
Re y 137 keV 90,64 hod reaktor medicina, vyzkum
188\ 5/ /168 —
188Re S 2,0 MeV 16,98 hod W/ ’ Re I.\h,lklear'm
y 155 keV generator medicina, vyzkum
"Re/""Re stabilni - ptirozeny vyskyt vyzkum
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2.1.2.2.  Priprava a vyuziti radionuklidi rhenia
o 185Re:

Je uméle vyrdbén v jaderném reaktoru ozafovanim terét se stabilnim izotopem ‘*Re
tepelnymi neutrony — %Re (n, y) *°Re. Nevyhodou této ptipravy je znacnd kontaminace produktu
neradioaktivnim izotopem '**Re. Dalsi moZnost piipravy je v cyklotronu protonovym ozafovanim
W (obohaceného isotopem “*°Re) — W (p, n) **°Re. Dosah zateni **Re v tkani byva do hloubky
5 mm, diky ¢emuz se pouziva predev§im u malych nadori a nachazi uplatnéni zejména pfi
terapiich opémého systému — paliativni terapie kostnich metastaz (ve formé fosfatového
komplexu). Hojné se vyuziva i v radia¢ni synovektomii pii revmatickych artritidach kloubii (ve
formé koloidniho sulfidu) (Dilworth and Parrott 1998; Kohlickova et al. 2000; Kohlickova-
Koudelkova et al. 2003).

o ¥Re:

Pro ptipravu tohoto izotopu se pouziva radionuklidového generatoru “*#*W/**®Re. Pficemz “*8wW
se ziskava neutronovou aktivaci (dvojitym zachytem neutrontl) na ter&i *®W, z ndhoz se izotop
'88Re oddgluje iontové vyménnymi metodami. Dalsi moZnosti jeho vyroby je v jaderném reaktoru
neutronovym ozafovanim Re (obohaceného izotopem *'Re) — **'Re (n, y) *®Re. Rovnéz byva,
diky svym vhodnym nuklearnim a fyzikalnim vlastnostem, vyuzivan v medicing. Jeho vyhodou
oproti ***Re je jeho levna a snadna piiprava v generatoru, kratsi polodas, vy$$i méma aktivita a
vys§i energie S Castic, tedy vetsi pronikavost do hloubky tkani (10 — 11 mm). Proto se vyuZziva pii
1é¢eni rozsahlejsich ploch (Kohli¢kova et al. 2000; Dilworth and Parrott 1998; Liu 2004).

2.1.2.3.  Komplexni slou¢eniny rhenia

Komplexy Re se bézné piipravuji z rhenistanu (perrhenatu) ReO,. V tomto oxida¢nim stavu
vsak Re neni schopno tvorit komplexy, a proto je potieba jej nejdiive zredukovat na néktery
zZ niz8ich oxidacénich stavt (nejcastéji +V, +111 nebo +I) a stabilizovat ho v ném pomoci vhodnych
ligandd (Liu and Edwards 1999). Vyzkum komplexti Re vyuzivanych v lékafstvi je nejcastéji
zaméfen na Re v oxida¢nim stavu (+V), z divodu podobnosti s jiz pouzivanymi komplexy Tc a
moznosti jejich pomérné snadné ptipravy v ¢istém stavu (Pelecanou et al. 1999).

Konkrétni vysledny oxidacni stav kovového iontu zavisi nejen na sile pouzitého redukéniho
¢inidla, ale také na jeho koncentraci a reak¢énich podminkach. Jednotlivé komplexy byvaji
barevné. Barva je zavisla jednak na mocenstvi kovu, ale také na ostatnich komponentach
v roztoku (Young and Irvine 1938). Slaba reduké¢ni cCinidla (oxid sificity, hydrazin) redukuji
rhenistan na rhenan, charakteristicky zlutou barvou roztoku. Siln&j$i redukéni ¢inidla (chlorid

cinaty, kovovy zinek) redukuji rhenistany zejména v kyselém prostiedi na rhenicitany ¢i az

14



rhenany, coz se projevuje hnédou nebo zelenou barvou roztoku. Rtutnaté soli (dusi¢nan nebo
chloristan) redukuji rhenistany v prosttedi kyseliny chlorovodikové na ionty ¢tyfmocného rhenia
(Buresova 2012).

Nejéastéji uzivanymi ligandy byvaji ligandy obsahujici organické oxo-, nitrido- nebo imidové
skupiny, majici schopnost kompenzovat nedostatek elektronti kovového centra (Donnelly 2011;
Kohlickova et al. 1999; Kohlickova-Koudelkova et al. 2003). V nuklearni mediciné roste zajem o
oxorheniové(+V) komplexy obsahujici vhodné ligandy. Ligandy vazané na atom Re pres kyslik
jsou intenzivné zkoumany vzhledem k nékterym vlastnostem kysliku. Zna¢ny zajem je o chemii
anorganickych sloucenin obsahujicich atom kysliku v n¢€kolikavazebné interakci s centralnim
atomem kovu. Takovéto slouceniny mohou transportovat kyslik do reakci s fosfiny, sulfidy nebo
alkeny (Blower et al. 1986), jez jsou vyuzitelné v prumyslu a biologickém inzenyrstvi (napf.
epoxidace olefinli nebo biologické napodobovani katalyzy cytochromi (Feiters et al. 2000).

Nejen zbarveni, ale i vysledna stabilita jednotlivych komplexii zavisi na redoxnim stavu
centralniho kovového iontu a na koordinovanych ligandech (Blower et al. 1990; Volkert and
Deutsch 1993). Ukazalo se, Ze aromatické aminy a alkoholy jsou nejvice vyhovujici vazebné
skupiny pro tvorbu Re komplext, vykazujici vynikajici chemickou a radiochemickou stabilitu
(Bandoli et al. 2002; Booysen et al. 2007; Gerber et al. 2004; Gerber and Mayer 2005; Gerber et
al. 2006; Machura and Kusz 2008; Machura et al. 2014; de Souza et al. 2010).

Monooxorheniové komplexy maji ¢tvercové pyramidalni tvar, v némz jsou koordinovany 4
heteroatomy (na atom Re v perrhenatu jsou koordina¢né vazany atomy kysliku), ale nékdy mohou
obsahovat i molekulu rozpoustédla nebo anion vazany v trans pozici k oxoskuping, ¢imz vznikne
nepravidelnd osmiboka struktura (Greenwood and Earnshaw 1997; Kohlickova et al. 1999).

Ve své praci jsem se zabyvala komplexy, obsahujici aromatické organické ligandy s fenolovymi

skupinami.

3.1.3. Radiofarmaka

Radiofarmaka jsou specidlni diagnostické nebo terapeutické ptipravky vyuzivané v nuklearni
medicing, obsahujici ve své struktufe vazany kratkodoby radionuklid napi. *"Tc, '*Re
(Kohlickova et al. 1998; Jurisson et al. 1993). Obecné je radiofarmakum sloZeno ze dvou casti

(Ullmann 2000):

e nosi¢, indikator — je specifickd biochemicka latka, jejimz primarnim ukolem je dopravit
radionuklid do pozadovan¢ho cilového organu nebo tkéné€, ktera ma byt zobrazena nebo
lécena. Vedle toho se mlze tohoto procesu v cilovém misté aktivné ¢i pasivné ucastnit.
Piikladem jsou anorganické soli, organické molekuly, monoklonalni protilatky, peptidy,

imunoglobuliny a jiné.
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o radionuklid — je navazan na nosi¢ (v iontové podobé, kovalentné nebo ve formé komplexu ¢i
chelatu), pficemz musi byt zachovany biochemické vlastnosti nosice. Emitujici zafeni je pak

mozné signalizovat a vizualizovat tak polohu molekul indikatoru v organismu.

Radiofarmaka mohou vedle téchto dvou zakladnich slozek obsahovat jest¢ dalsi napf. nekteré
pomocné stabilizujici latky, ¢i latky s antioxidacnimi u€inky.

Dnes je nejb&ngji pouzivanym radionuklidem v nuklearni medicing *™Tc (m — znadi
excitované jadro v metastabilnim stavu), které je Cistym gama zafiCem s pomérné kratkym
polocasem rozpadu Ti, = 6 hodin. Vyhodami tohoto prvku jsou jeho optimdlni nuklearni
vlastnosti (nizkd radia¢ni zaté€z, poloCas rozpadu), efektivni detekce emitovaného y zaieni
(pomoci scintila¢nich kamer), snadna dostupnost a nizka pofizovaci cena (Abram and Alberto
2006; Kohlickova et al. 1998; Liu 2004; Tisato et al. 2004). Cisté y zafi¢e maji nepatrny
186188Re), je svyhodou pouZivano ke scintigrafickému zobrazeni distribuce radiofarmaka
v organismu a ke sledovani prib&hu terapie (Tisato et al. 2004).

Zakladnim pozadavkem na pouzité radiofarmakum je jeho snadna piiprava, stabilita, vysoka
akumulace v cilovych tkanich a nizka akumulace ve tkanich okolnich, vysoka citlivost a
specificnost. Tento pozadavek lze do uréité miry farmakokineticky ovlivnit naptf. chemickou
modifikaci chelatu kovu, biomolekuly — zavedenim hydrofilni skupiny, volbou vhodnych ligandd
apod. (Liu and Edwards 1999; Liu 2004). Biodistribuce jednotlivych radiofarmak obecné zavisi
na jejich fyzikalné-chemickych vlastnostech — celkovém naboji, molarni hmotnosti, tvaru a
lipofilit¢ (Tisato et al. 2004). Pouzivand radiofarmaka musi vykazovat radiologickou,
radiochemickou a chemickou ¢istotu a dale apyrogenitu a sterilitu (Kohlickova et al. 1998).

Hotova radiofarmaka, s radionuklidy s delsim polo¢asem rozpadu (vice jak dva dny napt. "I,
201T1), vyrobena v radiochemické laboratofi, jsou dopravena na pracovi§té nuklearni mediciny a
pfipravena k pfimému podani pacientovi. Naproti tomu radiofarmaka obsahujici radionuklidy
kratkodobé (*"Tc, *°F), se musi pfipravovat piimo na pracoviiti, kde se nosi¢ oznaéi vhodnym
radionuklidem. Dnes se pouzivaji tzv. kity. Jde o kompaktni soupravy neradioaktivnich latek
(vhodnych ligandd, redukcniho Ccinidla, stabilizatori piipadné katalyzatort) dodavanych
farmaceutickym vyrobcem, knimz se pouze pfidd roztok vlastniho radionuklidu (napft.
18618Re0,,*™TcO,) a po optimalizaci podminek prob&hne reakce oznaleni automaticky.
Naésledné je potieba zjistit mnozstvi a Cistotu vzniklého produktu napt. chromatograficky (Abram

and Alberto 2006; Kupka et al. 2007; Ullmann 2000).
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2.2.  Metody charakterizace rheniovych komplexi

Velmi dilezitym krokem pied aplikaci konkrétniho radiofarmaka je jeho charakterizace. Je
nezbytna detailni znalost slozeni a struktury komplexu tvoficiho reakéni smes, a stejné tak jeho
degradacnich produktti, spolu s kinetickymi aspekty prechodli mezi jednotlivymi formami
komplexti (Sticha et al. 2015). Je kladen diraz na rychlé a piesné techniky. Diky nizké
koncentraci (10® az 10® M) radioaktivnich izotopti kovii v radiofarmakach, je mozné
k charakterizaci téchto latek uzit klasickych analytickych metod. Zmény struktury Re komplext
jsou sledovany pomoci elektroanalytickych a spektrometrickych metod jako je infracervena
spektrometrie (IR), spektrometrie v UV a viditelné oblasti (UV-VIS), protonova a uhlikova
nuklearni magneticka rezonance (*H a B3C NMR), piipadng rentgenové krystalografie (Holder and
Bottomley 1992; Liu and Edwards 1999; Tisato et al. 2004; Van Kirk et al. 2003). Tyto metody
obvykle poskytuji podrobné informace o struktuie sledovanych sloucenin, avsak vyzaduji k tomu
vy§§i mnozstvi vzorku (Henderson and Mcindoe 2005).

Také hmotnostni spektrometrie (MS) je velice vhodnou metodou Vv této oblasti, navic se jiz
mnoho let pouzivd ke studiu metabolismu 1éCiv. Zvlasté pak pifi spojeni kapalinove
chromatografie s MS detekei (LC-MS) vznika G¢inny, rychly a piesny analyticky nastroj pro
stanoveni slozeni radiofarmak. Omezenim zde byvaji vysoké naklady spojené s provozem
LC-MS, a v nékterych pripadech ne zcela ziejmé strukturni informace 0 slouc¢eninach (Liu 2004).
DalSimi ¢asto pouzivanymi technikami pro kvantifikaci slozek v reakéni smési a kontrolu kvality
radioaktivné znaCenych sloudenin jsou chromatografie na tenké wvrstvé (TLC), papirova
chromatografie (PC), vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) a kapilarni zdénova
elektroforéza (CZE) (Kohlickova-Koudelkova et al. 2002; Kohlickova et al. 1999; Koudelkova
and Jedinakova-Ktizova 2003; Liu and Edwards 1999; Liu 2004).

Ve své diplomové praci se zaméfuji na spektrometrické metody, predev§im MS, UV-VIS,
Caste¢né na NMR, a vysokou¢inné separa¢ni techniky HPLC a CZE. Struktury vytvorenych
komplexti a jejich degradacnich produkti byly urcovany ptedevSim pomoci MS s ionizaci
elektrostrejem (ESI) a nasledné ovéteny metodami NMR a IR spektrometrii. NMR a IR jsou
metody vhodné pro identifikaci Cistych reakénich produkti. Méné vhodné jsou vsak pro
hodnocenti jejich strukturnich konverzi v roztocich napft. pfi sledovani kinetiky v priabéhu jejich
ptipravy a studie stability. Pfestoze je ESI-MS méné vhodna k charakterizaci strukturné blizkych
sloucenin, jako jsou cis a trans izomery, jeji citlivost je v porovnani s NMR lepsi. Proto je
s vyhodou vyuzivana pro redlné klinické a farmakokinetické studie (Sticha et al. 2015). Kinetiku
probihajici reakce tvorby komplexu a nasledné degradace byly sledovany za pouziti ESI-MS a
UV-VIS spektroskopie.
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2.2.1.  Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magnetickd rezonance je analytickd spektrometrickda metoda vhodna ke
strukturni charakterizaci malych molekul i makromolekul. Poskytuje informace o uhlikatém
skeletu organickych sloucenin a o typu atomt vodiku v molekule. Princip metody je zalozen na
interakci atomovych jader snenulovym spinem (napt. 'H, *C), umisténych v silném
magnetickém poli, s elektromagnetickym zafenim v oblasti radiovych vin (vinové délky mensi
nez 102 m). Absorpci tohoto zafeni se méni orientace spintl, coZ se v zavislosti na elektronovém
okoli a vzijemnych interakcich jader, projevuje charakteristickymi posuny a §té€penim jejich
signalit v NMR spektru (McMurry 2007). Pouziti BC NMR je pon¢kud omezena nizkou citlivosti
& nizkym zastoupenim **C ve vzorku. Jsou viak vyvijeny technologie snizujici limit detekce
(LOD), coz umoznuje analyzovat vzorky v nizkych koncentracich, jako jsou metabolity, 1éCiva,

pfirodni produkty aj. (Bharti and Roy 2012).

2.2.2. Infracervena spektroskopie

Infracervena spektroskopie je nedestruktivni analytickd technika poskytujici strukturni
informace o slouceninach, diky identifikaci jejich funkénich skupin (McMurry 2007). Jde o
absorp¢ni metodu, kdy je sledovana absorpce infracerveného zateni (elektromagnetické zafeni o
vinovych délkach 800 nm az 100 um) vzorkem, pfi némz dochazi ke zvySeni vibracnich a
rotacnich stavii molekuly v zavislosti na zménach jejiho dipolového momentu. MnoZstvi
dopadajiciho zafeni, které bylo vzorkem absorbovano, je pak zaznamenano jako absorpéni pasy,
jejichz poloha, tvar, pocet a intenzita, odpovidaji jednotlivym funkénim skupinam v molekule
(Stuart 2004; McMurry 2007). IR je rychla, pfesna a citlivd technika, a diky tomu nachazi

uplatnéni v mnoha odvétvich.
2.2.3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je velice citliva metoda, podavajici informace piedevsim 0 velikosti
(relativni molekulové hmotnosti Mr), a struktufe molekul analytti, nachazejicich se ve stopovych
koncentracich ve smésich (McMurry 2007). Moznost pracovat s mikromolarnimi koncentracemi
vzorkll je velmi vhodna pro klinické a farmakokinetické studie (Tisato et al. 2004).

Podstatou metody je detekce iontl vznikajicich Viontovém zdroji a Vv hmotnostnim
analyzatoru délenych podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Hmotnostni spektrometrie s
meékkymi ionizacnimi technikami je vhodnou metodou pro kvantifikaci a strukturni charakterizaci
riznych druht komplexd. Prvnimi ioniza¢nimi technikami pouzitymi pro strukturni identifikaci
kovovych komplexii byla ionizace desorpce polem (z angl. Fielddesorption, FD) a ionizace rychle

leticimi atomy (z angl. Fast atom bombartment, FAB) (Henderson and Mclindie 2005). V dne$ni
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dobé mezi analytické techniky vhodné napfiiklad k charakterizaci Tc a Re komplext uzivanych
v nuklearni medicing patii predevsim ESI-MS (Hori et al. 1996; Hori et al. 1997; Tisato et al.
2004; Tubaro et al. 2004). lonizace elektrosprejem, podobné jako laserové desorpéni techniky (z
angl. Laser desorption-ionization, LDl a matrix assisted laser-desorptionionization, MALDI),
které se také vyuzivaji pti analyzach kovovych komplexti, obvykle poskytuji jednoducha snadno
vyhodnotitelnd hmotnostni spektra s dominantnim molekulovym iontem a nizkou mirou
fragmentace (Henderson et al. 1998; Henderson and Mcindoe 2005; Wyatt et al. 2006; Wyatt et
al. 2011). Na rozdil od ESI-MS se vsak u LDl a MALDI ionizaci mize snizovat intenzita
molekularnich iontd ve prospéch fragmentl vznikajicich pfimou fotochemické degradaci a
dalsimi fotochemickymi reakcemi, k nimz dochazi v priibéhu ionizace (Sticha et al. 2015).

Volba konkrétniho typu iontového zdroje se fidi druhem analyzovanych latek - napf. ionizace
termosprejem (Thermosprey, TSI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (z angl.
Atmospheric pressure chemici ionization, APCI) jsou primarné¢ urfeny pro ionizaci
nizkomolekularnich latek do m/z < 1 000, ESI je mozno pouzit pro ionizaci makromolekularnich
latek typu bilkovin a fragmenti nukleovych kyselin. Ve srovnani s NMR a IR technikami,
umoziuje ESI-MS dosahnout podstatné nizsich detekénich limitl a je pouzitelna pro analyty ve
vodnych roztocich (Hori et al. 1996; Hori et al. 1997; Tisato et al. 2004). Dalsi v sou¢asné dobé
nejmek¢i komeréné dostupnou ionizacni technikou vhodnou pro strukturni charakterizaci
komplexti je fotoionizace za atmosférického tlaku (z angl. Atmospheric pressure photoionization,
APPI) (Van Berkel 2003). Je vhodna pro ionizaci a charakterizaci kineticky nestabilnich latek a
nékterych komplexd. Relativn€é nizkd ioniza¢ni energie dodavana UV lampou umoziuje
generovat predevsim molekularni ionty nebo protonované molekuly a vznika pfi ni pomérné¢ malo
aduktti a fragmentti. Ve srovnani s ESI, LDl a MALDI je rozsah fragmentace molekularniho
iontu obvykle zanedbatelna (Sticha et al. 2015).

Pfi svém méfeni pomoci LC-MS jsem pouzila iontové zdroje ESI a APCI. Pti téchto dvou
mékkych ionizacnich technikach, dochazi k tvorbé mikroskopického aerosolu, vzniklého
sprejovanim kapalné mobilni faze nesouci separované analyty na vystupu z kolony do iontového
zdroje pracujiciho za atmosférického tlaku. Vznikly aerosol se rychle odpafuje a uvoliuje
ionizované molekuly analytu (moznost snimani obou — kladnych i zapornych iontd), které Ize
dale detekovat hmotnostnim spektrometrem. Vakuovy systém v dal$i ¢asti zdroje napomaha
odcerpat nadbytecné pary, vzniklé po sprejovani rozpoustédla. Vyhodou ESI a APCI je vysoka
citlivost, avSak pouze pfi pouziti “te¢kavych pufri* pfidavanych do mobilni faze (napf. octan
amonny, kyselina mravenci, trifluoroctovd) a zamezujicich ucpavani kapilary usazenymi
netékavymi anorganickymi solemi (Cech 2001).

Velikou vyhodou spojeni LC-MS s ionizaci za atmosférického tlaku, je moznost aplikovat

pritoky prakticky bez omezeni aZ do 2 ml-min™ pro mobilni faze o riizném slozeni - v rozsahu od
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100 % organické slozky do 100 % vodného rozpoustédla, i s moznosti gradientové eluce. To
umoznuje pracovat s mikrokolonami i s konvenénimi kolonami v uspofadani s normalnimi i
S obracenymi fazemi pii béznych podminkach pouzivanych v HPLC. N¢kdy je nutno za vystup ze
separacni kolony zafadit déli¢ odvadéjici ¢ast mobilni faze z kolony HPLC systému mimo

iontovy zdroj (HolCapek and Jandera 1998).

2.3.  Metody separace
2.3.1. Chromatografie

Chromatografické metody patfi v dne$ni dobé k nejpouzivanéj$im separacnim technikam.
Jejich prednosti je mimo jiné, moznost kvalitativniho hodnoceni (retenéni Cas) i kvantifikace

(vySka resp. plocha piku analytu) separovanych analytt, pfipadné i moznost jejich izolace.

2.3.1.1. Zakladni princip a rozdéleni chromatografickych metod

Principem chromatografické separace je rovnovazné deleni latek mezi dvé vzajemné
nemisitelné faze, fazi stacionarni, tvorici ndplii separacniho prostoru, a f4zi mobilni, ktera timto
separa¢nim prostorem protéka a unasi s sebou délené latky. Béhem prostupu kolonou se kazda
latka opakované sorbuje na stacionarni fazi a zpétné¢ desorbuje do faze mobilni. Doba, kterou
jednotlivé analyty stravi ve stacionarni nebo v mobilni fazi, zavisi na jejich afinité k t€émto fazim
(Kupiec 2004, Pathy 2013). Soucasné se separaci zon jednotlivych slozek vSak dochazi i k jejich
rozmyvani.

Cilem pii chromatografické separaci, je optimalizovat jednotlivé chromatografické podminky
tak, aby vystupem byly oddélené slozky ze vzorku v podobé ostrych symetrickych pikd,
rozdélenych pokud mozno az na zékladni linii. Chromatografické metody je mozné rozdélit

v zasadé do nékolika skupin (Kupiec 2004; Malviya et al. 2010):

e podle skupenstvi mobilni faze (kapalinova, plynova, superkriticka fluidni),

e podle usporadani stacionarni faze (kolonova, plosna, tenkovrstva),

e podle typu stacionarni faze a s tim souvisejiciho principu separace (adsorpéni, rozdélovaci,
iontoveé vymeénna, gelova, afinitni),

e podle podminek (izokraticka, gradientova),

e podle chromatografické techniky (frontalni, vytésnovaci, elucni),

e podle ucelu (analyticka, preparativni).

Pii své praci jsem optimalizovala podminky separace reakénich smési komplexi Re s pouzitim

rtznych analytickych chromatografickych kolon a volbou vhodného sloZeni mobilni faze.
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2.3.1.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Je univerzalni, jednoducha a rychla chromatograficka technika, ktera nachazi uplatnéni
zejména pii separaci, identifikaci a kvantifikaci slozitych smési a materiald s vysokou
molekularni hmotnosti (Kupiec 2004; Martin and Guiochon 2005). Vyuziva se k separaci
neté¢kavych nebo malo tékavych a termicky labilnich latek. Uplatnéni nachazi v celé fadé odvétvi,
jako je farmaceuticky primysl, zivotni prostfedi, potravinaistvi, forenzni a klinické analyzy
(kontrola kvality radioaktivné znacenych biomolekul) (Liu 2004; Malviya et al. 2010; Vikrant
2014).

V HPLC, na rozdil od klasické nizkotlaké chromatografie, z niz se vyvinula, je separa¢ni
prostor vyplnén ¢asticemi pravidelného kulovitého tvaru o definované velikosti (ftadové pum) a
porovitosti, s co nejvétsi homogenitou a hustotou naplnéni. Cim mensi je velikost &astic naplng,
tim méné jsou zony separovanych latek rozmyvany. Takovéto uspotradani klade velky odpor pro
protékajici mobilni fazi. Pro dosazeni jejich optimalnich pritokti byla proto vyvinuta bezpulzni
vysokotlaka erpadla s fizenym prutokem (Hanai 1999; Kupiec 2004; Sobotnikova et al. 2010).

Typ HPLC obecné zavisi na pouzitém systému fazi. Podle polarity jednotlivych fazi, délime

HPLC na chromatografii (Kupiec 2004; Malviya et al. 2010; Pathy 2013; Vikrant 2014):

e Snormalnimi fazemi (NP-HPLC). Stacionarni fazi je nejcastéji polarni silikagel (mtze byt
tvofena i oxidem hlinitym, grafitizovanymi sazemi), mobilni fazi jsou nepolarni organicka
rozpoustédla (napt. hexan, heptan, dichlormethan aj.). Do mobilni faze se mtize pfidat polarni
modifikator.

e Sreverznimi (obracenymi) fazemi (RP-HPLC). Piitomto uspofadani je stacionarni faze
tvofena inertnim nosi¢em (silikagelem, oxidem zirkonic¢itym, polymernim materidlem), jehoz
povrch je chemicky modifikovan a podle navazaného modifikatoru mtize byt stacionarni faze
nepolérni (nejcasteji C8 a C18) nebo stiedné poldrni (kratké uhlikaté fetézce obsahujici rzné
skupiny napt. -NH,, -CN aj.). Mobilni faze je Casto smési vody a polarnich organickych
rozpoustédel (acetonitril, methanol, tetrahydrofuran), v nékterych piipadech s ptidavkem
pufrl. Pfi separaci se v tomto uspoiadani uplatiuje vliv hydrofobnich interakei, vyplyvajicich
z odpudivych sil mezi polarnim rozpoustédlem, relativné nepolarnim analytem, a nepolarni
stacionarni fazi. Chromatografie s obracenymi fazemi se pouziva nejcastéji, nebot’ umoznuje
analyzovat slouceniny o rdzné polarit¢ a molekulové hmotnosti. Uplatnéni nachazi jak pfi

analytickych, tak pfi preparativnich analyzach.

2.3.1.3.  Zakladni parametry popisujici separaci

U¢innost chromatografické separace je porovnavana na zakladé nasledujicich parametra. Jak

jiz bylo uvedeno, latky se distribuuji mezi dvé nemisitelné faze, které jsou ve vzajemném

21



kontaktu. Kazda latka je charakterizovana piislusnou distribuéni (rozdélovaci) konstantou Kp,

vystihujici tuto rovnovahu

= leils
KDYX - [cilm (1)

kde [c,]sa [cx]mjsou rovnovazné molarni koncentrace i-tého analytu ve stacionarni (S) a v mobilni
fazi (m) [mol-1"]. Hodnota této konstanty zavisi jak na povaze separované latky, tak na slozeni
mobilni a stacionarni faze. S jeji rostouci hodnotou roste afinita latky ke stacionarni fazi.

Retenci latky mtzeme také vyjadtit pomoci retenéniho faktoru k. Ten piedstavuje kolikrat vice
Casu stravi analyt ve fazi stacionarni nez ve fazi mobilni. Je nezavisly na podminkach a
instrumentaci (jako napf. Sifce kolony, pritoku mobilni faze), zavisi pouze na parametrech

ovlivitujicich separaci (napf. typ obou fazi, teplota) a vyjadiuje ho vztah

k=Rt )

kde tr piedstavuje redukovany retenéni &as i-tého analytu [min] (tj. doba, kterou analyt stravi ve
stacionarni fazi), ty je mrtvy ¢as [min] (odpovida reten¢nimu ¢asu analytu, ktery neni stacionarni
fazi zadrzovan).

Stupen separace neboli separacni faktor a, vyjadiuje pomér redukovanych retencnich cast
dvou sloucenin. Ty zavisi na vlastnostech rozpusténych separovanych latek, materialu stacionarni

faze a slozeni mobilni faze. ZvySeni separacniho faktoru Ize docilit zménou téchto dvou fazi

~ o ©)

tR1

kde tg, , tpy jsou redukované retenéni Easy dvou sousednich analytd [min] (Hanai 1999; Kupiec
2004; Sanjay and Kumar 2012).

Mira separace dvou latek byva charakterizovana tzv. rozliSenim R;. Pficemz jako zcela
oddélené povazujeme latky, u nichz rozliSeni mezi piky dosahne hodnoty R > 1,2 (Hanai 1999;
Kupiec 2004).

Ry, = —RR1__ (4) R=RET X ()

“ 0,5(Wp2—wp 1)

Vztah (4) vyjadiuje zpusob vypoctu R, kde w1 a Wy jsou Sitky piki pfi jejich zakladné [min].
Vztah (5) vystihuje parametry, na kterych rozliseni zavisi (Hanai 1999):
e naretencnim faktoru kK, tedy na sile interakce mezi danou latkou a stacionarni fazi
e na separa¢nim faktoru a, tedy schopnosti chromatografického systému rozlisit dvé
sousedni latky

e poctu chromatografickych pater n, tedy jak moc se zona eluované latky rozsifuje
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Pocet teoretickych pater obecné vyjadiuje miru Géinnosti chromatografické kolony. Cim vyssi

v

je jeho hodnota, tim ucinngjsi je separace, nebot' zény analys jsou minimalné rozmyvany.

K vypoctu poctu pater lze uzit vyraz (6)
_ a1 bR
n=16 w2 (6)

Pii separaci hraje roli také rychlost toku mobilni faze, kterou Ize vyjadiit linearni pritokovou

rychlosti u [cm-min™] (7)
=L ™

kde L je délka kolony [cm]. Nebo objemovym priitokem mobilni faze F, [ml-min™], odpovidajici

objemu mobilni faze, ktery projde kolonou za jednu minutu, vyjadieny vztahem (8)

Frn = 24 (8)

tRi

Kde Vg, je retenéni objem i-tého analytu [ml].

2.3.1.4. Soucasti HPLC systému

3

—/
2= n]
Bl e — == s
4 5

Obrazek 1 schéma HPLC systému) — 1 — zasobnik mobilni faze; 2 — Serpadlo; 3 — davkovaci zafizeni; 4 — kolona; 5 —
detektor; 6 —odpad; 7 — vyhodnocovaci a zobrazovaci zafizeni.

Schéma instrumentalniho uspotadani HPLC je zobrazen na obrazku 1.
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e Mobilni faze a jeji zasobniky

V kapalinové chromatografii hraje mobilni faze, na rozdil od chromatografie plynové (v niz
plyn pouze unasi analyty, aniz by jakkoli pfispival k jejich déleni), vyznamnou roli pii separaci.
Typ a slozeni mobilni faze maji velky vliv na celkovou separaci komponent vzorku a zavisi na
druhu chromatografie a separovanych molekul. Velka pozornost je kladena na Cistotu mobilni
faze vcetné pouzitych rozpoustédel a anorganickych soli. Sklenéné zéasobni ldhve, v nichz se
mobilni fAze nejcastéji uchovava, byvaji vybaveny filtry. Zaroven je potieba, aby byla odplynéna
napf. probubldvanim inertnim plynem ¢i ultrazvukem. Musi byt rovnéz kompatibilni s pouzitym

detektorem, malo tékava a inertni vici stacionarni fazi i analytum (Hanai 1999; Kupiec 2004).
e Cerpadla

Zpravidla se pouziva vysokotlakych ¢erpadel, pro zajisténi konstantniho bezpulzniho priitoku
mobilni faze. Stabilita tlakli na trovni desitek MPa podminuje dosazeni vysoké piesnosti a
reprodukovatelnosti analyz. Pfi izokratické eluci Casto staci jediné Cerpadlo, zatimco pii eluci
gradientové, kdy je tfeba smisit n€kolik typlt rozpoustédel, je obvykle nutné pouzit Cerpadel
nékolik pro vytvofeni tzv. vysokotlakého gradientu. K miseni roztoku dochazi v tomto piipadé¢ za
Cerpadly. Alternativn€ je mozno roztoky misit ve sméSovaci pred Cerpadlem, pak jde o tzv.
nizkotlaky gradient. Pouzivaji se injek¢ni Cerpadla, reciproka pistova Cerpadla a nejéastéji dualni

pistova reciproka ¢erpadla (Hanai 1999; Kupiec 2004).
e Davkovaci zafizeni

Dévkovani mize byt provadéno manualné pomoci injekéni stiikacky pres septum, nebo dnes
Castéji pomoci automatickych davkovacii tzv. autosamplerii. Ty pracuji na principu davkovacich
ventilt se smy¢kou o daném objemu. Kapalny vzorek o objemu v rozmezi 0,1 az 100 ml je pod
vysokym tlakem vstfiknut do proudu mobilni faze, tak aby nedoslo ke zméné jejiho tlaku.
Takovyto systém zajistuje vysokou reprodukovatelnost davkovani. Kapalné vzorky mohou byt
davkovany ptimo. Vzorky tuhé je nejdiive potfeba rozpustit ve vhodném rozpoustédle (Kupiec

2004).
¢ Kolona — napln kolony (typy stacionarnich fazi)

V koloné probiha vlastni separace slozek vzorku. Uginnost dané kolony Ize vyjadfit poétem
teoretickych pater n a vySkovym ekvivalentem teoretického patra H. Pro vyssi reprodukovatelnost
meéfeni, byva umisténa v termostatovaném prostoru. Kolony mizeme d¢lit jednak podle
materialu, ze kterého jsou vyrobeny, nebo podle délky, priméru (mikro-, kapilarni, preparativni

kolony) a typu naplng, kterou jsou naplnény (napliové, monolitické kolony). Oba konce kolony
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jsou opatfeny porézni kovovou fritou. Velmi Casto se pii analyzach pted vlastni separa¢ni kolonu

umist'uje predkolonka, chranici ji pfed ucpanim a dal$i moznou kontaminaci.

e Detektor

Detektor je zafizeni podavajici informaci o slozeni mobilni faze na vystupu z kolony.
Jednotlivé separované analyty jsou zapisovacem zaznamendvany v odpovidajicich reten¢nich
Casech jako chromatografické piky. Retenéni Cas se 1isi v zavislosti na povaze analytu a slozeni
obou fazi (Kupiec 2004; Xiang et al. 2006). Detektor musi splnovat né¢kolik pozadavkli — mél by
byt kompatibilni s mobilni fazi, byt schopen rychle reagovat na zménu jejiho slozeni, byt
robustni, universalni, citlivy a zaroven co nejvice selektivni (Sanjay and Kumar 2012). Ve spojeni
s HPLC se uzivaji k detekei latek nejéastéji tyto detektory — UV-VIS detektor s fixni ¢i variabilni

vlnovou délkou, vodivostni, fluorescencni, refraktometricky, MS detektor (Kupiec 2004).

2.3.1.5. ZAakladni optimalizovatelné parametry

roli pfi optimalizaci podminek vybér vhodné kolony (nejcastéji sledované parametry jsou vnitini
prumér kolony, velikost Castic stacionarni faze, velikost port) a slozeni mobilni faze (Vikrant
2014). Optimalizace rozliSeni, uzce souvisejici s optimalizaci poétu teoretickych pater (tedy
ucinnosti) a separac¢niho faktoru o, mize byt dosazeno vhodnym vybérem typu stacionarni a
mobilni faze (Hanai 1999). Volba rozpoustédla, ptisad a gradientu zavisi na povaze stacionarni
faze a analytu (Vikrant 2014). To jak jsou analyty zadrzovany stacionarni fazi, zalezi na jejich
vzajemnych fyzikalné-chemickych interakcich. Pouzije-li se elu¢né silné rozpoustédlo, ve kterém
se analyty snadno rozpousti, jsou z kolony eluovany velice rychle. Sily poutajici analyty ke
stacionarni fazi jsou podobné tém, které jsou zodpoveédné za jejich rozpousténi v rozpoustédle
(Hanai 1999).

e Stacionarni faze a kolona

Vybér vhodné kolony o optimalnim vnitfnim priméru se stacionarni fazi s odpovidajici
separovanych analytii. Obecné plati, ze delsi kolony poskytuji lepsi separaci v dusledku vyssiho
poctu teoretickych pater (Sanjay and Kumar 2012). Vnitini pramér kolony, ktery ovliviiuje
citlivost a urCuje mnozstvi analytu, které muize byt nadavkovano, by mél byt co nejmensi.

Velikost port stejné jako Castic stacionarni faze by mela byt opét co nejmensi. Takové usporadani
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poskytuje vEtsi plochu a umoziuje tedy U¢innéj$i separaci. Mens$i Castice vyzaduji praci pii

daleko vyssich tlacich (Abidi 1991).
e Mobilni faze

Volba mobilni faze opét zavisi na druhu separovanych sloucenin a pouzité stacionarni faze.
Organicka rozpoustédla se ptridavaji ke snizeni polarity vodné mobilni faze. ZvySeni mnozstvi
organického rozpoustédla snizi reten¢ni Cas v separaci na reverzni fazi (Vikrant 2014). Stupen
disociace slabych elektrolytii zavisi na pH mobilni faze a podle toho je tfeba ptidavat vhodny
pufr.

Rychlost pritoku mobilni faze ovliviiuje retencni Casy. Zdvojnasobeni prutoku Casto vede
k poloviénim hodnotam reten¢nich charakteristik ovSem za cenu zmenSeni ploch pikt (Hanai

1999;Vikrant 2014).

2.3.2. Kapilarni zénova elektroforéza

Kapilarni zonova elektroforéza je nejjednodussi elektromigraéni metodou, jejiz separacni
mechanismus je zalozen na rozdilnych rychlostech migrace nabitych ¢astic (napft. iontil, nabitych
komplexti, iontovych asociatl) nosnym elektrolytem vlivem elektrického pole (jednotky az
desitky kV) k opaéné nabitym elektrodam. Rychlost pohybu délenych iontd v elektrickém poli 0
dané intenzité¢ zavisi zejména na velikosti jejich naboje, rozmérech a tvaru podminujicich tzv.
elektroforetickou pohyblivost, a elektroosmotickém toku (Altria 1999; Sobotnikova et al. 2010).
Kapilarni zonova elektroforéza nachazi své uplatnéni v mnoha pramyslovych i vyzkumnych
oblastech; pifi analyzach malych iontd i makromolekul ve velmi slozitych matricich,

s minimalnimi pozadavky na ptedupravu vzorku.
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2.3.2.1. Soucasti CZE systému a princip separace

Obrazek 2 Schéma usporadani kapilarni zéonové elektroforézy: 1 — vstupni naddobka; par elektrod; 3 -
vzorek; 4 — kapilara; 5 — zdroj vysokého napéti; 6 — detektor; 7 — vyhodnocovaci zafizeni; 8 — vystupni
nadobka.

Schéma instrumentalniho usporadani CZE je zobrazeno na obrazku 2, kde jsou vidét hlavni
komponenty systému — zdroj vysokého napéti, kapilara, nadobky obsahujici nosny elektrolyt,
elektrody a detektor.

Separaéni prostor je nejcastéji tvofen kiemennou kapilarou (miZe byt pouzita i kapilara
z teflonu nebo borosilikatového skla) s vnitinim praimérem obvykle mensim nez 100 pm
(nejéastéji 75 um) a délky 30 — 80 cm, pokrytou pro vy$s$i mechanickou odolnost polyimidovou
vrstvou a naplnénou nosnym elektrolytem (obvykle vodné roztoky pufri). Oba konce kapilary,
spolu s platinovymi elektrodami vysokonapétového zdroje, jsou ponofeny do nadobek
s elektrolytem. Sténa kapilary umoziuje relativné G¢inny odvod Jouleova tepla, vznikajiciho
pruchodem proudu. To dovoluje pouZzit vysokych hodnot vkladaného napéti (obvykle do 30 kV)
a tim i dosazeni vysokych tc¢innosti a rychlosti separace ( Xu 1996).

Elektroosmoticky tok (EOF), majici velky vliv na separaci, vznika v dusledku disociace
silanolovych skupin (-SiOH —» -SiO") pfitomnych na vnitini sténé kiemenné kapilary. Vzniklé
ionty svym uspofddanim vytvofi tzv. Sternovu elektrickou dvojvrstvu — disociaci vzniklé ¢i
adsorbované ionty imobilizované na vnitini sténé kapilary tvofi nepohyblivou ¢ast, druha diftizni
¢ast, je tvofena prebytkem volného naboje. Na rozhrani téchto dvou vrstev se tvori
elektrokineticky potencial nazyvany zeta potencial & Jeho hodnota zavisi na pH a iontové sile
zakladniho elektrolytu. Po aplikaci elektrického pole se zacnou volné kladné nabité ionty
pohybovat a vlivem slabych vazebnych interakci uvedou do pohybu i molekuly rozpoustédla.

V kiemennych kapilarach s chemicky nemodifikovanym vnitinim povrchem a pfi hodnotach pH
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vyS8ich nez 5 dochazi k proudéni roztoku nosného elektrolytu smérem ke katod€. Vnitini povrch
kifemenné kapilary vSak nemusi byt z hlediska povrchového néboje jednozna¢né definovan, velmi
lehce podléha fyzikalné-chemickym zménam vlivem sorpce latek obsazenych v separacnim
médiu, a jako disledek generuje nestabilni EOF kolisajici i v pribéhu jedné analyzy (KaSicka
1997).

Mnozstvi vzorku potfebné pro analyzu v CZE je velmi malé, coz ptinasi velkou vyhodu pii
analyze obtizn¢ dostupnych vzorkd, napf. obtizné izolovatelnych biologickych materialt.
Nadavkovani se nejcastéji provadi tlakem (hydrodynamicky) nebo vlozenym napétim
(elektrokineticky) a to tak, ze se na kratkou dobu vyméni vstupni nadobka za nadobku se
vzorkem, a vzorek je nadavkovan ve formé uzké zony. Nedilnou soucasti zafizeni je i chladici
systém, cCasto zprostiedkovany proudicim vzduchem okolo kapilary ¢i cirkulujici chladici
kapalinou. Pfi normalni polarité¢ vkladaného napéti (normalni mod separace) a vysSich hodnotach
pH nosného elektrolytu je detektor situovan na strané nadobky s katodou a analyty (kationty i
anionty) se vlivem migrace a rychlého elektroosmotického toku obvykle pohybuji ke katodg.
Béhem jednoho experimentu mizeme detekovat slozky vzorku Vv potadi kationty; neutrdlni latky;
anionty. K detekci se ¢asto pouziva vodivostniho detektoru ¢i UV-VIS absorpéniho detektoru.
Vysledkem snimani ¢asového zaznamu signalu detektoru je elektroferogram, zobrazujiciho
zavislost odezvy daného detektoru na ¢ase (Sobotnikova et al. 2010). Z elektroferogramu mohou
byt urceny kvalitativni (migracni Cas analytu) i kvantitativni (vyska resp. plocha piku analytu)

charakteristiky separovanych slozek vzorku.

2.3.2.2.  Zakladni elektroforetické charakteristiky

Princip separace nabitych castic v CZE je zavisly na jejich rozdilnych elektroforetickych

pohyblivostech vyjadfenych vztahem

Mefii = e (9)

kde ue; je elektroforeticka pohyblivost i-tého iontu [m*V™*s'], Q je naboj i-tého iontu v [C], 7 je
viskozita kapaliny v [N-s'm™?] a r je polomér &astice v [m]. Z rovnice (9) vyplyva, Ze pohyblivost
iontu je pfimo Umérnd jeho naboji a nepifimo Umeérnd jeho velikosti a viskozité roztoku.
Elektroforetickd pohyblivost tedy zavisi na povaze analyzované latky.

Rychlost i-tého iontu v elektrickém poli ver; [m's™] je pak vyjadiena vztahem (10)

Vet = Meti - E (10)
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zahrnujicim vliv intenzity elektrického pole E [V-m™].
Velky vliv na separaci v CZE ma elektroosmoticky tok, jehoz pohyblivost je definovana vztahem

(11) a rychlost vztahem (12)

&-&

Heof = m (ll) Veof = Ueof * E (12)

kde ueof je elektroosmoticka pohyblivost v [m*V™s™], & je elektrokineticky neboli zeta potencial
[V], & zna&i dielektrickou konstantu zékladniho elektrolytu [F-m™]. DileZitou charakteristikou
EOF je prave &, jehoz velikost je piimo umérna velikosti naboje na vnitinim povrchu kapilary a je
tedy zavisla na pH. S rostoucim pH hodnota & roste, a tim roste i rychlost EOF. Velikost EOF
dale zavisi na iontové sile roztoku zékladniho elektrolytu a to tak, ze zvySenim iontové sily
vzroste mnozstvi kationti v roztoku, tim dochazi k zazeni elektrické dvojvrstvy, a EOF se snizi.

Celkova pohyblivost i-t¢ho iontu je pak vyslednici jeho elektroforetické rychlosti a rychlosti EOF

podle rovnice (13)
Vioti = Vefi T Veof (13)

ProtoZe ueri analytu ani ueor nelze méfit pfimo experimentalné, mizeme jejich hodnotu zjistit

nepfimo pomoci zméfeného migracniho Casu analytu ty; dle vztahu (14)

i = — (14)

Vtot,i

kde | je efektivni délka kapilary [Mm] @ v je celkova rychlost i-tého iontu [m-s™].

2.3.2.3.  Optimalizace kapilarni zénové elektroforézy

Optimalizace slozeni nosného elektrolytu (pH, iontova sila, pouzity pufrovaci systém) je
jednou ze zakladnich moznosti, jak 1ze ovlivnit separaci pomoci CZE. Hodnota pH a koncentrace
(iontova sila) separa¢niho roztoku maji vliv na disocia¢ni rovnovahy slabych elektrolytd i
silanolovych skupin na vnitinim povrchu kapilary. Pfi vysokém pH (pouziti neutralnich ¢i
bazickych tlumivych roztokd napt. fosforecnanovy, TRIS nebo tetraboritanovy pufr) a nizké
iontové sile je obvykla vysoka elektroosmoticka pohyblivost. Elektroosmoticky tok pisobi jako
neselektivni sila, vyznamné vsak ovliviiuje vyslednou migraéni rychlost pfitomnych analytt, a
tim i uc¢innost separace a dobu analyzy (Xu 1996).

Obdobné elektroforeticka pohyblivost slabych elektrolyti je silné zavisla na pH separac¢niho

elektrolytu — nejvyssi elektroforetickou pohyblivost budou slabé elektrolyty vykazovat pii pH

29



zajistujicim jejich plnou disociaci, nulovou pohyblivost pak budou mit pfi pH kompletné
potlacujicim disociaci.

Dalsimi faktory majicimi vliv na separaci je teplota (s rostouci iontovou silou roste vodivost,
ale i produkce tepla, které vytvaii deformovany parabolicky rychlostni profil zon), mira rozmyti
dale souvisi s viskozitou nosného elektrolytu. Pfidavek organického modifikatoru vyznamné
ovliviiuje ¢ potencial a Casto i viskozitu roztoku. Zkraceni doby analyzy 1ze jednoduse dosahnout
zvySenim napéti vkladaném na elektrody, S rostoucim intenzitou elektrického pole obvykle roste
hodnota rozliseni diky vys$$i separacni UcCinnosti, efekt je ale limitovan efektivitou odvodu

generovaného tepla.

2.3.3.  Srovnani HPLC a CZE

CZE a HPLC jsou bé&zné pouzivané vysokoudinné separaéni techniky s odlisnym principem
separace. V praxi je ocefiovdna predev§$im jejich komplementarita poskytujici komplexni
informaci o sloZeni vzorku s komplikovanou matrici.

CZE je technika instrumentalné jednodussi, vhodna k analyzam malych objemti vzorkl s
komplexni matrici bez nutnosti jejich vétsi pfedupravy. Obecnymi piednostmi této techniky je
také kratkd doba analyzy, mald spotfeba vzorku, elektrolytii a rozpoustédel, vysokd ucinnost
separace a Casto 1 vyS$i dosazitelnd hodnota rozliSeni v porovnani s chromatografii. HPLC je
naproti tomu komplikovanéj$i metodou z hlediska technické realizace, avSak vykazuje vyssi
robustnost, univerzalnost danou vybérem velkého pocétu kombinaci stacionarnich a mobilnich
fazi. Analytické vysledky ziskané metodou HPLC jsou obvykle reprodukovatelnéjsi a
spolehlivéjsi, Casto vSak za cenu vyssi finanéni a ¢asové naro¢nosti.

CZE a HPLC nelze chapat jako vzajemné si konkurujici techniky, ale zejména jako dopliujici
se nastroje chemické analyzy (napf. pfi ovéfovani Cistoty analyzovanych latek v ptipadé shody
ziskanych dat). Vzorky, které jsou k dispozici v omezeném mnozstvi se s vyhodou analyzuji
pomoci CZE, zatimco pro preparativni tcely (i pro odbér frakci pro nasledna méfeni) je daleko

vhodnéjsi HPLC (Kasic¢ka 1997; Placek 2011).

2.4  Hodnoceni stability

Znalost struktury a zastoupeni komplext a jejich degradacnich produktti v reakéni smési je
zakladnim predpokladem pro uspésnou optimalizaci podminek piipravy Cistych produktt. V této
souvislosti je vhodné pfipomenout, Ze i klinicky pouzivané rheniové komplexy jsou pacientovi
podavany ve formé reakéni smési bez predchozi izolace aktivni latky. Reakce probihajici
Vv reakéni smési a jejich rychlost byly sledovany kontinualnim métenim UV-VIS spektroskopii a

ESI-MS analyzou.
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2.4.1.  UV-VIS spektrometrie

UV-VIS spektrometrie patii mezi bézné spektrofotometrické techniky, jejichz podstatou je
hodnoceni interakce elektromagnetického zafeni o vhodné energii (UV oblast 200 — 400 nm, VIS
oblast 400 - 770 nm) se zkoumanou latkou. Zavislost mnozstvi absorbovaného zareni na vinové
délce predstavuje absorpcni spektrum. Diky pfitomnosti O-substituovanych aromatickych
ligandti, vykazuji pfipravované komplexy rhenia silnou absorpci ve viditelné oblasti. Vyrazné
rozdily v zabarveni jednotlivych komplexti umoznilo sledovat kinetiku pfechodd mezi témito

formami pomoci UV-VIS absorp¢ni spektrometrie.
2.4.2. ESI-MS spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie s uzitim mékkych ionizacnich technik je nastrojem vhodnym, jak
pro charakterizaci struktury rheniovych komplext, tak pro sledovani jejich chemickych pfemén
v realném Case (Sticha et al. 2015). ESI-MS patii mezi analytické techniky vhodné ke strukturni
charakterizaci Tc a Re komplexti uZivanych v nuklearni mediciné (De Vries et al.1990).
Hmotnostni spektra nizkého rozliseni ziskana pomoci ESI-MS, podavaji jednoznacnou informaci
o molekulové hmotnosti, druhu a poétu navazanych ligandii a celkové struktuie studovanych
komplext. Diky témto znalostem mohou byt vyvijeny nové postupy piipravy cistych Re
komplexii potencialné vhodnych K pouziti v nuklearni medicing (Sticha et al. 2015, Tisato et al.
2004).
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3. PRAKTICKA CAST

3.1 Pouzité chemikalie

e Tetrabutylammonium tetrachlorooxorhenat (V) [(n-BuyN)(ReOCl,)] od firmy Sigma-Aldrich
(Gillingham, Dorset, UK) 98 %

e 1,2-dihydroxybenzen (katechol, cat) 99 % od firmy Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany)

e 2,3-dihydroxynaftalen (dhn) 98 % od firmy Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany)

o 1,2 3-trihydroxybenzen (pyrogallol, PG) 99 % od firmy Alfa Aesar (Karlsruhe, Germany)

e Deuterovany acetonitril pro NMR spektrometrii (ACN-d3) 99,8 % od firmy Euro-isotop

e Acetonitril (ACN) pro HPLC a UV-VIS spektrometrii od firmy Lach-Ner (Neratovice, Czech
Republic), pfed pouzitim v HPLC byl vysusen a zbaven kysliku

e Mravencan amonny (AF) (10 mM vodny roztok)

e Triethylamin (TEA) od firmy Sigma-Aldrich (Gillingham, Dorset, UK), pouziva se jako 10 %
(v/v) zasobniho roztoku v ACN

e ESI kalibra¢ni smés pro iontovou past a APCI / APPI ionizaci byla od firmy Agilent (Santa
Clara, USA)

e Dusik pouzivany jako suSici a rozprasovaci plyn byl dodavan pomoci LC-MS-11 NGM
dusikového generatoru od spolec¢nosti Bruker Daltonics (Némecko)

e Helium 4.6 bylo zakoupeno od Linde Gas a.s. (Praha, Ceska republika)

3.2.  PouZita instrumentace a postupy

Stolni pH metr XS pH 50,P11 s kombinovanou udrzbovou elektrodou Sentek od firmy Verkon
(Praha). Byla pouZivana deionizovana H,O pfipravena v Mili-Q plus od Millipore a.s. (Francie).
Pevné latky byly odvazeny s pouzitim mikrovah Sartorius 7085011 (Sartosius Gmbh, Gottingen,
Némecko).

Pro HPLC chromatografii byl pouzit ptistroj HP 1100 s kvartérnim ¢erpadlem (G1311A),
autosamplerem (ALS G1313A) a DAD detektorem (G1315A) od firmy Hewlet Packard
(USA). Pouzity byly nasledujici chromatografické kolony:

- Agilent Zorbax SAX 150 x 4,6mm, 5 um;
- Phenomenex Luna 5 NH, 100 x 10 mm 5 pm;
- Dr. Maisch HPLC GmbH Reprosil NH, 150 x 3 mm 3 pum.
Data byla vyhodnocena pomoci softwaru Agilent ChemStation (USA).
Pii méfeni CZE byl pouzit pfistroj Agilent Technologies 7100 (USA). Jako separa¢ni kolona

byla pouzita kiemenna kapildra o vnitinim priméru 50 pm a vnéj$im primeéru 375 pm, délka do
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detektoru byla 40 cm a celkova délka 50 cm, od firmy Agilent Technologies (USA).
Vyhodnocovani bylo provadéno pomoci softwaru Agilent ChemStation (USA). Pouzité nosné

elektrolyty jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 SloZeni boratovych nosnych elektrolyti

Nosny elektrolyt SloZeni* pH**
NE1 5 mM k. borita + 5 mM NaH,PO, 6,23
NE2 5 mM K. borita + 5 mM NaH,PO,4 + NaOH(nas.) 6,65
NE3 5 mM k. borita + 5 mM NaH,PO, + NaOH(nas.) 7,43
NE4 10 mM k. borita + NaOH(nas.) 7,94
NES 10 mM k. borita + NaOH(nas.) 8,80
NE6 10 mM tetraboritan sodny 9,45
NE7 10 mM tetraboritan sodny + NaOH(nas.) 9,97
NES8 5 mM tetraboritan sodny + NaOH(nas.) 10,48
NE9 5 mM tetraboritan sodny + NaOH(nas.) 11,26

* slozeni nosného elektrolytu pied upravou vodivosti na hodnotu 1200 pS

** finalni hodnota pH po upravé vodivosti na hodnotu 1200 pS

Meéfeni IR bylo provedeno bez pouziti kyvety v KBr disku pomoci Nicolet 380 FT-IR
spektrometru od firmy Thermo Scientific (USA). Spektra byla vyhodnocena pomoci programu EZ
OMNIC Thermo Electron Corporation Software Informer od firmy Thermo Scientific (USA).

Pii méfeni NMR byl pouzit pfistroj Bruker Avance Il (600 MHz) NMR spektrometr
(Némecko). Pouzity byly 1ml NMR kyvety. Reakéni smés pro hodnoceni NMR byla piipravena
smisenim 1,76 mg tetrachlorooxorhenatu s 0,94 mg PG a rozpusténim v1 ml ACN-d3.
Vyhodnocovaci program byl 1D NMR Processor od ACD Labs (Kanada).

Pii méfeni UV-VIS byl pouzit jednopaprskovy spektrometr Thermo Evolution 60 od firmy
Thermo Scientific (USA). Dale byly pouzity 3 ml kiemenné kyvety s definovanou optickou délkou
1 cm. Vse bylo fizeno a vyhodnocovano pocéitatovym softwarem Vision Lite Scan 5od firmy
Thermo Scientific (USA). UV-VIS kineticka méfeni byla odeéitana ve vybranych ¢asovych
intervalech od 300 do 700 nm, s krokem 5 nm.

APPI-MS a ESI-MS mefeni byla provadéna na hmotnostnim spektrometru Esquire 3000 s
iontovou pasti od spole¢nosti Bruker Daltonics (Némecko). Pfistroj byl kontrolovan a ovladan

prostfednictvim softwaru Esquire Control 5.3.11 a experimentalni data byla zpracovavana pomoci
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Data Analysis 3.3.56 od firmy Bruker Daltonics (Némecko). Jako Cerpadlo byla pouZita injekéni
pumpa Cole se Parmer (USA).

Me¢feni LDI-MS byla provadéna na MALDI-TOF/TOF Ultraflex 1l s 337 nm dusikovym
laserem od spolecnosti Bruker Daltonics (Némecko). Vzorky byly nanaseny na MTP 384 ter¢ z
lesténé nerezové oceli od Bruker Daltonics (Némecko). Spektra byla ziskdna a analyzovana

pomoci softwaru FlexControl a FlexAnalysis od Bruker Daltonics (Némecko).

3.3.  Podminky méfeni pomoci ESI-MS, APPI-MS a LDI-MS

Data ESI-MS byla méfena v modu negativnich iontd v rozsahu 260 — 1000 Da. Pfi vSech
méfenich dosahoval tlak rozpragovaciho plynu 18 psi pfi pritokové rychlosti 5 I'min™. Teplota pfi
desolvataci byla 300°C a kapilarni napéti bylo nastaveno na 4000 V. Ptipravené roztoky vzorki
byly nadavkovany injekéni pumpou do rozprasovade pii pratoku 8 pl-min™.

ESI-MS/MS spektra byla zaznamenavana v rezimu Cut-off médu nastaveného na hodnotu
zhruba jedné tfetiny m/z matei'ského iontu. Siika izolace mateiského iontu byla nastavena na 4 Da
pro ziskani celého izotopového profilu fragmenti. Amplituda fragmentace byla nastavena
na interval od 0.8 V do 1.2 V. VSechny ostatni experimentalni podminky byly stejné jako ty, které
byly pouzity pti ESI-MS métenich.

Pti APPI-MS analyze byla teplota zdroje 350°C a tlak rozprasovaciho plynu 20 psi. Pfi v§ech
méfenich byl pritok susictho plynu 5 1'min™ a jeho teplota byla 250°C. Na kapilate bylo
nastaveno napéti 1500 V. Analyzovany vzorek byl ziedén v ACN a pomoci injekéni pumpy byl
davkovan do rozprasovade pii rychlosti pratoku 100 pl-min™.

LDI-MS spektra byla ziskana taktéz v médu negativnich iontd v rozsahu 260 — 1000 Da.
Vzorky byly naneseny z roztoku v ACN ter¢ z lesténé nerezové oceli. Vykon laseru byl nastaven

tak, aby bylo dosazeno vysokého poméru signal / Sum pii maximalnim rozliSeni.

3.4.  Vypocet indexu podobnosti hmotnostnich spekter

Shoda mezi experimentalné ziskanym a teoreticky vypocitanym izotopovym zastoupenim
klastrG molekularnich iontti byla hodnocena na zakladé indexu podobnosti (SI) (Wan et al. 2002).
Odpovidajici vzorec (15) je uveden nize, v némz (i — ip) je rozdil v intenzité signalu dvojice pika

a N je pocet vybranych iontt:

.. 2
T2
Sl = —{ 0 100} (15)
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Index podobnosti miize nabyvat hodnot od 0 do 1. Porovnavané soubory pikd s SI = 0 jsou
identické. Pro procentualni vyjadieni podobnosti izotopového zastoupeni, byly dale vyjadfovany
hodnoty SI jako (1 — SI)100. Teoretické izotopové klastry byly vypocitany pomoci softwaru Data
Analysis 3.3.56 od Bruker Daltonics (Némecko).

3.5. Priprava rheniovych komplexi

e S katecholem jako ligandem

Do 5 ml vialky s teflonovym septem bylo odvazeno 1.76 mg [(n-BusN)(ReOCl,)] (1.0 umol) a
0.66— 1,32 mg katecholu (2.0 — 4,0 umol) a odpipetovany 3 ml acetonitrilu. Po uplném rozpusténi
slozek bylo do reakéni smési ptidano 8,4 - 33,5 ul 10 % v/v roztoku TEA v acetonitrilu (2,0 — 8,0
pmol).

e S 2,3-dihydroxynaftalenem jako ligandem

Do 5 ml vialky bylo odvazeno 1.76 mg [(n-BusN)(ReOCl,)] (1.0 umol) a 0.96— 1,92 mg 2,3-
dihydroxynaftalenu (2.0 — 4,0 umol) a piidany 3 ml acetonitrilu. Po uplném rozpusténi slozek
bylo do reakéni smési odpipetovano 8,4 - 33,5 ul 10 % v/v roztoku TEA v acetonitrilu (2,0 — 8,0
pmol).

e S pyrogallolem jako ligandem

Do 5 ml vialky s teflonovym septem bylo odvéazeno 1.76 mg [(n-BusN)(ReOCl,)] (1.0 pmol) a
0.76 — 1,52 mg pyrogallolu (2.0 — 4,0 umol) a odpipetovany 3 ml acetonitrilu. Po tplném
rozpu§téni slozek bylo do reak¢éni smési ptidano 8,4 - 33,5 ul 10 % v/v roztoku TEA v
acetonitrilu (2,0 — 8,0 umol). Pro ucely dlouhodobé kinetické studie byla pfipravena reakéni smés
bez pridavku TEA.

Ptiprava vSech komplexi probihala za laboratorni teploty.

3.6. Charakterizace vybranych komplexi metodou IR a NMR
e IR spektrometrie

Infradervena spektra pfipravenych komplexi vykazuji silnou absorpci v oblasti
910 — 1000 cm™, ktera je charakteristicka pro koncovou Re=O skupinu. Intenzivni absorpéni pas

voblasti 1470 — 1520 cm™ prislugi aromatické skupingé C=C. Dalii intenzivni pasy pfi

35



2962, 2932 a

1509 cm™, v tomto potadi, odpovidaji piitomnosti tetrabutylammoniového

kationtu. Na obrazcich 3 —5 jsou uvedena IR spektra jednotlivych vybranych komplexda.
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Obrazek 5 IR spektrum bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorheniového komplexu

e 'HNMR spektra

Komplexy piipravené v deuterovaném ACN-03 vykazuji ostré, dobie rozdélené piky v ‘H
NMR spektru. Komplex [Re(O)(cat),]” poskytuje posuny pii (600 MHz, ACN-d3): &: 6.82 -6.79
(m, 4H), 6.73 — 6.70 (m, 4H). Komplex [Re(O)(dhn),]" poskytuje posuny pii 6:7.62 -7.59 (m,
4H), 7.25 — 7.22 (m, 8H). Komplex [Re(O)(PG),] poskytuje posuny pii &: 7.16 (bs, 2H), 6.56 —
6.54 (m, 2H), 6.35 — 6.34 (m, 4H). Charakteristické posuny tetrabutylammoniového kationtu pfi
3.09 - 3.06 (m, 8H), 1.62 — 1.57 (m, 8H), 1.38 — 1.32 (m, 8H), 0.97 (t, j = 7.3 Hz, 12H) ppm jsou
spoleéné pro viechny komplexy. "H NMR spektra piipravenych komplext ilustruji obrazky 6 —
8.
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Obrazek 6 *H NMR (600 MHz, ACN-d3) spektrum komplexu [Re(O)(cat),]: & = 6,82 — 6,79 (m, 4H), 6.73 — 6.70 (m,
4H), 3.09 - 3.06 (m, 8H), 1.62 — 1.57 (m, 8H), 1.38 — 1.32 (m, 8H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 12H) ppm.
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Obrazek 7 'H NMR (600 MHz, ACN-d3) spektrum komplexu [Re(O)(dhn),]: 7.62 — 7.59 (m, 4H), 7.25 — 7.22 (m,
8H), 3.08 —3.03 (m, 8H), 1.62 — 1.56 (m, 8H), 1.38 — 1.32 (m, 8H), 0.96 (t, J=7.1 Hz, 12H) ppm.
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Obrazek 8 *H NMR (600 MHz, ACN-d3) spektrum komplexu [Re(O)(PG),]” : 6.56 — 6.54 (m, 2H), 6.35 — 6.34 (m,
4H), 3.08 — 3.07 (m, 8H), 1.60 (bs, 8H), 1.38 — 1.33 (m, 8H), 0.97 (t, J=7.1 Hz, 12H) ppm.

4. Vysledky a diskuze

4.1,  Charakterizace rheniovych komplexia s pyrogallolem, 2,3-dihydroxynaftalenem

a katecholem pomoci hmotnostni spektrometrie

Ziskana ESI, APPI a LDI hmotnostni spektra zkoumanych komplext, spole¢né s dopliiujicimi
ESI-MS/MS spektry, jsou znazornény na obrazcich 9 - 11. Pfi vSech pouzitych ioniza¢nich
technikach bylo pozorovano mnozstvi zaporné nabitych molekuldrnich iontli studovanych
komplexd s nizkou fragmentaci. Zaznamenana MS spektra v mddu negativnich iontdl, se skladaji
predev§im z dominantnich molekularnich ionti komplex a dalSich iontd, odpovidajicich
pritomnosti zbytkovych ¢inidel, reakénich slozek a jejich oxidaénich produktii. Protoze pouzité
ligandy neobsahuji funkéni skupiny, které by bylo mozné protonizovat, neposkytuji spektra v
pozitivnim mddu zadné cenné informace o struktufe ptipravenych komplexd. V kladném modu

bylo mozné detekovat pouze tetrabutylammoniovy kation m/z 242.
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Obrazek 9 Hmotnostni spektra komplexu [Re(O)(cat),]” v negativnim modu (a) ESI, (b) APPI, (¢) LDI a (d) ESI-

MS/MS. Piiblizna koncentrace komplexu v roztoku vzorku je 5-10°° mol-1™%.
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Obrazek 10 Hmotnostni spektra komplexu [Re(O)(PG),]” v negativnim modu (a) ESI, (b) APPI, (c¢) LDI a (d) ESI-

MS/MS. Piiblizna koncentrace komplexu v roztoku vzorku je 5-10° mol-1™.
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Obrazek 11 Hmotnostni spektra komplexu [Re(O)(dhn),]” v negativnim médu (a) ESI, (b) APPI, (c¢) LDI a (d) ESI-

MS/MS. Piiblizna koncentrace komplexu v roztoku vzorku je 5-10° mol-1™,

Prehled detekovanych iontl pfipravenych komplext se zastoupenim vys$im nez 5 % vzhledem
Kk intenzité zakladniho piku je uveden v tabulce 3. U vSech druh@ komplexii byly pozorovany
charakteristické izotopové klastry. Z hodnot (1 — SI)100 uvedenych v tabulce 4 je ziejma shoda
mezi vypocCitanymi a experimentalné ziskanymi daty, kterd tak potvrzuje spravnost urceni

elementarniho slozeni m/z sledovanych iontd.

Tabulka 3 Piehled ionti v detekovanych reakénich smésich se zastoupenim vys$$im nez 5 % odpovidajici intenzité

zakladniho piku, sefazenych podle vzristajiciho poméru m/z.

[Re(O)cat)z] [Re(OWPG)2] [Re(O)(dhn):]
Zinam | m/z Viorec Zanam | m/z Vzorec Zainam | m/z Vizorec

1* in ReC.H,O, 7% 327 | ReC,H,O, 12% 393 ReC, H,O,
2 327 ReC.H,0, 8* 343 | ReC.H,O, 13 431 | ReC H.O.ClL,
3% 343 ReC.H,O, o 359 | ReC,H,O, 14 519 | ReC,H,,O
4 381 | ReCH,0.Cl, 10 451 | ReC,H.O, 15 535 ReC, H, O,
5 419 | ReC,,HO, 11 467 | ReC H,O, 16 554 | ReC,H,,0.Cl
6 435 ReC HO,

* identifikovany pomoci ESI-MS/MS jako fragmentové ionty. Pozadované produkty jsou zvyraznény tuénym pismem.
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Tabulka 4 Experimentalni (exp.) a vypoditané (calc.) hodnoty relativnich intenzit | [%] jednotlivych iontd

V izotopovém zastoupeni klastri S vypoctenymi hodnotami indexti podobnosti SI.

ESI APPI LDI
1% 1% 1% 1% 1% 1%
Komplex Vzorec m/z | calc. | exp. | calc. | exp. | calc. | exp.
417 59,1 56,9 59,1 56,9 59,1 53,4
418 7,8 4,2 7,8 4,2 7.8 9,5
[Re¥(O)(cat),] | Ci,HsOsRe | 419 100 100 100  100,0 100 100,0
420 13,2 14,1 13,2 14,1 13,2 10,6
421 1,8 0,4 1,8 0,4 1,8 0,7
SI[%]=91,9 SI[%]=91,9 SI[%]=89,0
517 58,6 63 58,6 67,5 58,6 62,1
518 12,9 11,5 12,9 13,8 12,9 13,8
[Re"(O)(dhn),]" | Cy Hi» OsRe | 519 100 100 100  100,0 100 100,0
520 21,8 19 21,8 15,4 21,8 24,5
521 33 3 33 5,9 33 3,9
SI[%]=91,1 SI[%]=81,1 SI[%]=92,3
449 58,9 49,8 58,9 41,9 58,9 62,3
450 7,9 20,4 7,9 8,3 7,9 15,6
[Re'(O)(PG),] | CiHs O;Re | 451 100 100 100  100,0 100 100,0
452 13,3 11,9 13,3 16,5 13,3 16,5
453 2,2 0,1 2,2 2,0 2,2 38
SI[%]=74,9 SI[%]=79,1 SI[%]=84,2

Je zfejmé, Zze vSechny ionizacni techniky poskytuji molekularni piky s izotopickym
zastoupenim, které je ve velice dobré shodé s vypocitanymi teoretickymi hodnotami.
Zjevna podobnost mezi teoretickym a experimentalnim izotopovym klastrem molekularniho iontu

komplexu bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorhenium(-) je dokumentovana na obrazku 12.

519,1 519,02
100 100
804 = 80
X
9 517,1 <
= 8 517,02
8 60 - g 60
] 5
2 3
€ 404 © 40
o 520,1 £
k] e 520,03
e 20 518,1 £54 i 204 518,03
‘ ” 521,03
0+ 0+
T T T T T T 1 T T T
516 517 518 519 520 521 522 523 516 518 520 522

m/z m/z

Obrazek 12 Experimentalné (vlevo) a teoreticky (vpravo) ziskané izotopové zastoupeni klastri molekularniho iontu

komplexu bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorhenium(-), za pouZiti techniky LDI-TOF.
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e ESI-MS a APPI-MS experimenty

Pomoci ESI a APPI bylo mozné detekovat negativné nabité molekularni anionty [M]
ptipravenych komplexti. VSechny pfipravené komplexy vykazovaly spektra S dominantnimi
molekularnimi ionty a méné intenzivnimi ionty fragmentd. Zaznamenana spektra jsou jednoducha
a poskytuji pfimé informace o struktute vzniklych komplexti a pfitomnosti zbytkovych reakénich
slozek a vedlejSich reakénich produktl, véetné produktl oxidace. V zaznamenanych spektrech
nebyly pozorovany zadné dimerni ¢i jiné struktury. Rozsah mozZné ligandové vymény
s rozpoustédlem ACN se zda byt zanedbatelny. Z porovnani ESI a APPI spekter nebyla zjisténa
pritomnost iontl pochazejicich z elektrochemickych procest pfi ESI ionizaci. Pfimé srovnani
drobnych rozdilti v iontovych intenzitach bylo obtizné vzhledem k riznému nastaveni podminek
pro jednotlivé typy ionizaci. Je ziejmé, ze rtizna nastaveni diskriminuji ionty odliSnym zptisobem,
a tak pfimé srovnani intenzit je nemozné. Pokud jde o iont m/z 343 (fragment Re-katecholového
komplexu), jeho vyssi relativni intenzita v APPI je dana vyS$im faktorem odezvy ¢i vyS$im
rozsahem fragmentace v prubéhu fotoionizace. I u ostatnich komplext bylo pii pouziti APPI

pozorovano mirn¢ zvyseni intenzit fragmentovych iontu.
o LDI-MS experimenty

Diky ptitomnosti heterocyklickych aromatickych 0-substituovanych ligandt, vykazuji
pripravené komplexy silnou absorpci v UV-VIS oblasti, a to zejména pii 337 nm a v zésad¢
nevyzaduji piidavek matrice. Na rozdil od diive zvetejnénych MALDI a LDI studii provadénych
s Re komplexy (Petroselli et al. 2012) jsme pozorovali velmi intenzivni zaporné nabité
molekularni ionty. To je pravdépodobné dusledek vysoké stability zkoumanych komplext, spolu

s absenci matrice podporujici fotochemicky indukované disociacni reakce.
e ESI-MS/MS

ESI-MS/MS  experimenty poskytuji zakladni informace o fragmentech vznikajicich
z molekularnich iontl studovanych komplext. Diky tomu je mozné rozliSit mezi fragmentovymi
ionty a ionty vzniklymi ze sloucenin pritomnych v reakéni smési. Nékdy vSak chemické reakce a
procesy fragmentace pfinaseji stejné iontové struktury. Spektrum iont vzniklych pti ESI-MS/MS
fragmentaci molekularniho iontu komplexu jako matetského iontu jsou znazornény na ebrazcich
9 - 11. Iontové struktury zjisténé u [Re(O)(cat),] (5) reakéni smési jsou shrnuty na obrazku 13.
Mize byt ué¢inén zavér, ze struktury (1) a (3) jsou fragmenty, (4) odpovidad molekularnimu iontu
meziproduktu komplexotvorné reakce, struktura (6) nalezi dioxoderivatu komplexu a jeho

fragmentu (2).
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Obriazek 13 Navrzené struktury iontd pozorovanych v reakéni smési bis(1,2-dihydroxybenzen)oxorhenium(-)
komplexu pomoci ESI-MS a ESI-MS/MS (L = Hjcat).

lontové struktury zjisténé v bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorhenium(-) (10) reakéni smési jsou

uvedeny na obrazku 14. Ionty (7), (8) a (9) jsou fragmenty a (11) odpovida dioxoderivatu.
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Obrazek 14 Navrzené struktury iontd pozorovanych v reakéni smési bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorhenium(-)
komplexu pomoci ESI-MS a ESI-MS/MS (L = PG).

Tonty detekované v bis(2,3-dihyroxynaftalen)oxorhenium(-) reakéni smési jsou znazornény na
obrazku 15. Zde jsou spektra iontd odpovidajici druhim doprovazejicich komplex pomérné
bohata. Zahrnuji komplexni meziprodukty (13) a (14) a molekularni ion dioxoderivatu (16). lon

(12) byl jedinym pozorovanym MS/MS fragmentem.
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Obrazek 15 Navrzené struktury iontl pozorovanych v reakéni smési bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorhenium(-)
komplexu pomoci ESI-MS a ESI-MS/MS (L = H,dhn).

Obecne lze tici, ze MS/MS fragmentacni cesty jsou jednoduché. Dcefinné ionty byly
vytvofeny prevazné $tépenim aromatické Casti na jednom ligandu (3), (9) a (12), nebo ztratou
celého ligandu [ML] (1) a (7). Nicméné tento zminény mechanismus fragmentace nebyl
pozorovan u bis(2,3-dihydroxynaftalen)oxorhenium(-) komplexu, ktery je nejstabilnéj$i. Misto
toho byl pozorovan fragmentovy ion pfi m/z 327 (8). Pro bis(1,2,3-
trihydroxybenzen)oxorhenium(-) ion pifi m/z 327, mize byt zdivodnén ztratou kysliku z
komplexu (9). Doplinkové experimenty APPI-MS/MS neodhalily zadné rozdily ve

fragmentacnich cestach.

4.2.  Separace pripravenych rheniovych(VII) komplexti pomoci HPLC

Pti hledani nejvhodnéjSich podminek separace s ohledem na moZnost vyuZiti metody
pro preparativni Ucely byla stanovena nésledujici kritéria:

tr <15 min; w < Imin; o >1.4; R;> 2; n > 400 ; max 10% vodné faze

4.2.1.  Agilent Zorbax SAX 150 x 4,6 mm (5 um)

Jedna se o lonexovou kolonu s vazanou polarni fazi pro déleni anionti umozhujici praci
S béznymi organickymi rozpoustédly a vodnymi roztoky pufrG v rozmezi pH = 2,0 az pH = 7,0.
Kolona mtize byt vystavena maximalnimu tlaku 400 bar a teploté 40°C. Retence aniontli zavisi na

pH, iontové sile a teploté mobilni faze.
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e Separace reak¢ni smési s pyrogallolem

Kolona umoziiuje praci jen do teploty 40°C a ztohoto divodu nebyla vlivu teploty na
separaCni proces vénovana vétsi pozornost. Bylo pouze konstatovano, ze pii vyssich teplotach
dochazi k nevyraznému zaostieni chromatografickych pikii a mirnému snizeni retence. Tyto
zmény vsak byly relativné nepodstatné, a proto byly dalsi experimenty provadény pouze za
laboratorni teploty.

Byl testovan vliv pritokové rychlosti na G¢innost chromatografické separace. Rychlost
prittoku mobilni fize byla ménéna v intervalu 0.7 az 1,1 ml-min™. Pii pritokovych rychlostech
nizsich nez 0,6 ml-min™ jiz nebylo mozno udrzet stabilni tlak v kolong&. Na zakladé naméfenych a
vypocitanych reten¢nich parametri byla jako optimalni vyhodnocena rychlost pritoku 1,0
ml-min™. Pro spojeni s MS detektorem byl za DAD detektor zatazen déli¢ pritoku omezujici tok
do elektrospreje na 1/4, to znamena na 0,25 ml-min™.

Daéle byl testovan vliv slozeni mobilni faze. Vzhledem k pozadavkiim na nizky podil vodné
faze byly testovany pouze smési, kde zastoupeni mravenéanu amonného (AF, 10 mM vodny
roztok) neptesahlo 10 %. Bylo zjisténo, ze snizenim obsahu pufru se rovnéz snizuje eluéni sila a
tim dochazi ke zvySeni retence komplexu. Zaroven dochazi k vyrazné deformaci a rozmyvani
chromatografickych piki. Zvysi-li se obsah pufru nad 8 %, dochazi ke koeluci komplexu a
rhenistanu, coz se projevi sniZzenim parametrii rozliSeni Rsa selektivity a . Jako optimalni byl
vyhodnocen pomér acetonitrilu a pufru 93 % : 7 %. S timto pomérem byl dale testovan vliv pH.

Vzhledem k charakteru stacionarni faze je mozné pracovat pouze v kyselém az neutralnim
prostfedi. Se zvySujicim se pH roste eluéni sila mobilni faze a klesa retence jednotlivych slozek.
Zaroven dochazi k zaostfovani chromatografickych zén, ¢imz se zvySuje separacni ucinnost.
Proto byl za optimalni vybran pufr o hodnot¢ pH = 7,6. Namétfené hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 5. Chromatogram ziskany za optimalnich podminek je na obrazku 16. V piipadé
pouziti pufru s hodnotou nizsi nez je pH = 4, k eluci rhenistanu ani komplexu jiz nedochazi a na
chromatogramu je patrny pouze jeden pik v blizkosti mrtvého Casu nalezici pyrogallolu.
Izokratickou eluci za pouziti uvedenych optimalnich podminek byly pro separaci pyrogallolového
komplexu vyhodnoceny nasledujici chromatografické parametry. Separa¢ni faktor a ¢inil 1,49;
rozliseni R bylo 2,0 a pocet teoretickych pater n se rovnal 1225. Uvedené hodnoty byly v souladu

S kritérii stanovenymi pied zah4jenim procesu optimalizace.
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Tabulka 5 Optimalizace separace na koloné Zorbax SAX 150 x 4.6 mm 5 um (pyrogallol)

m/z 125 m/z 251 m/z 467
¢ ACN : AF (pH) ‘ u ‘ to tr ‘ w | k=t'g/to tr w ‘ k=t'g/to tr | w ‘ k=t'g/to | a=ka/ky ‘ Rs | n
1 90 : 10 (pH=5,7) 1 1.8 3.3 1 0.833 5.4 0.7 2.000 5.8 0.8 2,222 1.11 0.533 841
2 91 : 9(pH=5,7} 0.7 2.6 55 1.9 1.139 9.1 1 2,539 10.1 1.5 2.928 1.15 0.800 725
3 91 : 9(pH=5,7) 0.8 2.3 4.4 1.6 0.956 8.6 0.9 2.822 9.4 1 3.178 1.13 0.842 1414
4 91 : 9(pH=5,7) 1.1 1.6 3.2 11 0.956 5 0.6 2.056 5.8 0.8 2.544 1.24 1.143 841
5 91 : 9(pH=5,7) 0.9 2.0 3.8 1.2 0.900 7.9 0.8 2,950 8.9 0.8 3.450 1.17 1.250 1980
6 91 : 9(pH=5,7) 1 1.8 3.5 11 0.944 5.5 0.7 2.056 6.5 0.8 2.611 1.27 1.307 981
7 93 : 7(pH=4,9) 1 1.8 3.3 1 0.833 7.2 1.1 3.000 9.1 1.1 4.056 1.35 1.727 1095
g 93 : 7(pH=7,6) 1 1.8 3.6 0.8 1.000 53 0.9 1.944 7 0.8 2.889 149 2.000 1225
9 92 : 8 (pH=5,7) 1 1.8 3.9 1.2 1.167 5.6 0.9 2,111 7.5 0.9 3.167 1.50 2.111 1111
10 93 : 7(pH=5,7) 1 1.8 4.2 1.2 1.333 57 0.9 2.167 8.1 0.9 3.500 1.62 2.667 1296
11 95: 5(pH=57) 1 1.8 5.4 1.7 2.000 6.9 1.1 2.833 12.4 1.0 5.889 2.08 5.238 2460
Intens.
x108
2
2.54
2.0
3
1.54
1.04
0.5
0.0 ; . . s} : - - .
0 3 4 6 10 12 Time [min]
Obrazek 16 Chromatogram vybranych iontd 1- pyrogallol (m/z 125); 2 — rhenistan (m/z 251); 3 - komplex

[Re(0),(PG),] (m/z 467).
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e Separace reakéni smési s katecholem

Nalezena optimalni pritokova rychlost mobilni fize 1,0 ml-min™, byla pouZita i pro
optimalizaci separace reakéni smési katecholového komplexu. Lze konstatovat, ze podminky
HPLC optimalizované pfi separaci slozek reakéni smeési obsahujici pyrogallolovy komplex
vyhovuji i pro komplex katecholovy. Jak se ukazalo, reten¢ni faktor k vykazuje pro tento
komplex zhruba polovi¢ni hodnoty, coz vede k tomu, Ze k eluci dochazi diive a pik komplexu se
za optimalnich podminek posouva pred pik rhenistanu. Snizovani hodnoty pH mravencanového
pufru vede k prodluzovani reten¢nich ¢ast a k vyraznému rozsiteni chromatografickych piku, a to
zejména u rhenistanu. Zcela analogicky jako v ptfipadé pyrogallolového komplexu, pii pouziti
pufru s hodnotou nizs§i nez je pH = 4, k eluci rhenistanu ani komplexu jiz nedochazi a na
chromatogramu je patrny pouze jeden pik v blizkosti mrtvého casu nalezicimu katecholu. Jako
optimalni byly vyhodnoceny tyto podminky: slozeni mobilni faize ACN : AF v poméru
93 % : 7 %; pufr o pH = 7,6 a rychlost priitoku mobilni faze 1,0 ml-min™. Naméfené hodnoty jsou
uvedeny v tabulce 6. Chromatogram ziskany za optimalnich podminek je na obrazku 17.
Izokratickou eluci za pouziti uvedenych podminek byly pro separaci katecholového komplexu
vyhodnoceny nasledujici chromatografické parametry. Separacni faktor a ¢inil 2,21; rozliSeni R
bylo 3,29 a pocet teoretickych pater n se rovnal 447. Tyto hodnoty byly v souladu s kritérii

stanovenymi pted zahajenim procesu optimalizace.

Tabulka 6 Optimalizace separace na kolon¢ Zorbax SAX 150 x 4.6 mm 5 pm (katechol)

m/z 109 m/z 251 m/z 435

€. | ACN: AF (pH) ‘ u ‘ to tr ‘ w ‘ k= t'g/to tr ‘ w | k=t'g/to ty ‘ w ‘ k= t'p/to | a=kafky | Rs | n

1 93 : 7 (pH=5,7) 1 1.8 4.2 1.1 1.333 57 1.9 2.167 6.1 0.9 2.389 1.10 0.286 735
2 93 : 7 (pH=4,2) 1 1.8 3.7 13 1.056 26.3 5.6 13611 202 13 10.222 1.33 1.768 3863
3 91 : 9(pH=76) 1 1.8 2.5 0.8 0.389 5.5 0.8 2.056 3.5 0.7 0.944 2.18 2.667 400
4 95 : 5(pH=76) 1 1.8 3.2 1.1 0.778 6.8 1.0 2,778 4.1 0.8 1.278 2,17 3.000 420
5 98 : 2(pH=78) 1 1.8 6.4 2.3 2.556 9.2 1.8 4,111 52 0.8 1.889 2.18 3.077 676
6 93 : 7 (pH=7,6) 1 1.8 2.6 0.7 0.444 6 0.7 2,333 3.7 0.7 1.056 221  3.286 447
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Obrazek 17 Chromatogram vybranych ionta 1- katechol (m/z 109); 2 — komplex [Re(O),(cat),]” (m/z 435); 3 -
rhenistan (m/z 251).

4.2.2.  Reprosil NH; 150 x 3 mm (3 um)

Chromatograficka HPLC kolona mé vazanou aminopropylovou fazi. Kolona miize byt pouzita
ve tfech riznych rezimech. V rezimu NP (normalni faze) mtize byt alternativou k silikagelovym
kolonam. V rezimu RP (obracené faze) je pouzitelna hlavné pro analyzu sacharidii a v rezimu IC
(iontoméeniCova faze) se kolona chova jako slaby anex. Kolona pracuje s béznymi organickymi
rozpoustédly a vodnymi roztoky pufril. Prace pii tlaku piekracujicim 400 bar a teploté vyssi nez

40°C sniZuje zivotnost kolony.
o Separace reakcni smési s pyrogallolem

Bylo zjisténo, ze pyrogallol tvofi pfi vysSich hodnotach pH s acetonitrilem aniont m/z 259,

ktery se eluoval az jako tieti v potadi. Toto chovani je velmi vyhodné s ohledem na uvazovanou
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preparativni chromatografii, nebot’ pfipadné rozmyvani zony pyrogallolu neovlivni ¢istotu
preparovaného komplexu.

Jako prvni byl testovan vliv slozeni mobilni faze tvofené acetonitrilem a vodnym 10 mM
roztokem mravencanu amonného s hodnotou pH = 10. Postupnym snizovanim procentualniho
zastoupeni vodné faze (AF pufru), dochazelo ke snizovani elucni sily mobilni faze a retencni casy
pro pyrogallolovy komplex piesahly 10 minut. Jako optimalni se po zhodnoceni
chromatografickych parametrii s ohledem na piedem stanovena kritéria jevil pomér 95 % : 5 %
(ACN : AF o pH = 10).

Snaha ¢aste¢né substituovat mravenc¢anovy pufr tetrabutylammonium hydroxidem vedla pouze
k prodluzovani reten¢nich ¢asti a rozSifovani chromatografickych pik. Naopak zvySovani
prutokové rychlosti mobilni faze mélo za nasledek zaostieni pikt a sniZeni reten¢nich ¢asu. Jako
optimalni byly vyhodnoceny tyto podminky: sloZzeni mobilni faze ACN : AF v poméru 95 % : 5
% pufru pH = 10 a rychlost priitoku mobilni faze 0,8 ml-min™. Naméfené hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 7. Chromatogram ziskany za optimalnich podminek je na obrazku 18. Izokratickou
eluci za pouziti uvedenych podminek byly pro separaci pyrogalolového komplexu vyhodnoceny
chromatografické parametry. Separa¢ni faktor a ¢inil 1,48; rozliSeni Ry bylo 2,0 a pocet
teoretickych pater n se rovnal 400. Tyto hodnoty byly v souladu s kritérii stanovenymi pied

zahajenim procesu optimalizace.

Tabulka 7 Optimalizace separace na koloné Reprosil NH, 150 x 3 mm 3 pm (pyrogallol)

m/z 259 m/z 251 m/z 467

[ | ACN : AF (pH=10) ‘ u ‘ to tg ‘ w ‘ k=t'p/to tg | w ‘ k=t'g/to tp ‘ w ‘ k=t'g/to | o=ka/ky ‘ R ‘ n

1 90 : 10 0.6 13 4.5 0.9 2.506 2.7 0.7 1.104 3.1 0.8 1.416 1.77 1.867 240
2 95 :5 0.8 1.0 6.2 0.8 5442 a7 0.8 0.766 4.5 0.9 3.675 1.48  2.000 400
3 97 : 3 0.6 13 234 3 17.234 2 0.7 0.558 18.1 3.9 13.104 1.32  2.304 345
4 95 :5(40°C) 0.8 1.0 5.7 0.8 4,922 1.6 0.8 0.662 3.7 0.8 2.844 1.73  2.500 342
5 92:8 0.6 13 6.2 1.1 3.831 2.6 0.6 1.026 4.1 0.8 2,195 1.75 3.000 420
6 95: 5 0.7 11 9.9 1.2 8.000 2.4 0.8 1.182 6.2 1.6 4.636 1.73  3.083 240
7 95:5 0.6 13 12.8 1.5 8.974 2.4 0.7 0.870 8.5 1.4 5.623 1.60 4.095 590
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Obrazek 18 Chromatogram vybranych iontd 1- rhenistan (m/z 251); 2 — komplex [Re(O),(PG),]" (m/z 467); 3 —
komplex acetonitrilu s PG.

e Separace reakcni smési s katecholem

Optimalizace podminek pro separaci reakéni smési s katecholem vychazela z nalezenych
optimalnich podminek pro pyrogallol. Bohuzel se ukazalo, Ze chovani solutt je v tomto ptipadé
zna¢ng€ odlisné, a proto bylo nutné podminky eluce znacn€ modifikovat. Retencni faktor
k vykazoval jak pro katechol, tak pro katecholovy komplex velmi nizké hodnoty a ani snizovani
poméru pufru nevedlo k vyraznéj§imu zlepSeni. Navic se ukazalo, ze pfi snizeni mnozstvi AF
(pH = 10) pod 2% se prestava tvorit komplex katecholu s acetonitrilem.

Dale byl studovan vliv snizeni hodnoty pH na separacni proces. Ukdzalo se, Ze se snizovanim pH
dochazi ke zvysSeni hodnoty k a také k narlstu rozliSeni R,. Pik katecholu se ale za téchto

podminek eluuje jako prvni a tvofi pomérn¢ Sirokou chromatografickou zonu, kterd se zaostfuje
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s klesajicim pH a vzristajicim pomérem vodné faze. Nakonec byly jako optimalni vyhodnoceny
tyto podminky: slozeni mobilni faze ACN : AF (pH = 3,5) : AF (pH = 2,5) v poméru 94 % : 2 % :
4 % a rychlost pritoku mobilni fize 1,0 ml-min™. Namé&fené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 8.
Chromatogram ziskany za optimalnich podminek je na obrazku 19. Izokratickou eluci za pouziti
uvedenych podminek byly pro separaci katecholového komplexu vyhodnoceny nasledujici
chromatografické parametry. Separa¢ni faktor a ¢inil 1,78 ; rozliseni Rg bylo 3,417 a pocet
teoretickych pater n se rovnal 900. Tyto hodnoty byly v souladu s kritérii stanovenymi pied

zahajenim procesu optimalizace.

Tabulka 8 Optimalizace separace na kolon& Reprosil NH, 150 x 3 mm 3 um (katechol)

m/z 109 (227) ** m/z 251 m/z 435

€. | ACN: AF (pH)* | u | to tr | w | k= t'p/to tr | w ‘ k=t'p/ta tr ‘ w ‘ k=t'g/ta | a=ka/ks | Rs ‘ n

1 92: 8 (pH=10) 0.8 1.0 17 0.5 0.766 2 0.7 1.078 15 0.6 0.558 1.37 0.308 100
2 90: 10(pH=10) 0.8 1.0 1.7 0.5 0.766 1.9 0.6 0.974 1.5 0.6 0.558 1.37 0.333 100
3 95 5(pH=10) 0.8 1.0 1.7 0.4 0.766 2.1 1.1 1.182 1.4 0.5 0.455 1.69 0.375 125
4 93 : 7(pH=10) 0.8 1.0 1.8 0.5 0.870 2.1 0.7 1.182 1.5 0.6 0.558 1.56 0.462 100
5 98 : 2(pH=10) 0.8 1.0 X X X 2.3 2 1.390 1.2 0.8 0.247 5.63 0.786 36
6 95 :5 (pH=3.5) 1 0.8 16 1 1.078 2.5 11 2.247 17 11 1.208 1.86 0.727 38
7 94:5:1 1 0.8 15 7.8 0.948 11.5 2.6 13,935 93 1.7 11.078 126 1.023 479
8 95 :5(pH=2.5) 0.8 1.0 18 13 0.870 2.8 0.9 1.909 19 0.6 0.974 1.96 1.200 160
9 9%4:1:5 1 0.8 2 11 1.597 23 0.4 1.987 L5 0.8 0.948 2,10 1.333 56
10 93:5:2 1 0.8 14 1.3 0.818 2.5 0.6 2.247 17 0.6 1.208 1.86 1.333 128
11 90:10(pH=5) 0.8 1.0 16 1.6 0.662 5 1.8 4.195 29 1.2 2.013 2,08 1.400 93
12 93:4:3 1 0.8 1.2 1.9 0.558 6.3 2 7.182 35 13 3.545 2.03 1.697 116
13 90 :10(pH=4) 0.8 1.0 1.6 1.5 0.662 6.4 1.8 5.649 39 0.8 3.052 1.85 1.923 380
14 94:1:5 1 0.8 1.2 1.1 0.558 331 2.5 41987 259 3.7 32,636 1.29 2.323 784
15 90 : 10 (pH=3) 0.8 1.0 1.5 1.1 0.558 7.5 1.3 6.792 4.7 0.9 3.883 1.75 2.545 436
16 94:2:4 1 0.8 1.2 0.9 0.558 10.1 1.6 12,117 6 0.8 6.792 1.78 3.417 900
17 93:3:4 1 0.8 1.2 1.4 0.558 9 1.4 10.688 5 0.9 5.494 195 3.478 494
18 90:10(pH=2.5) 0.8 1.0 15 0.8 0.558 25 29 24974 18 11 17.701 141 3,500 4284
19 93:2:5 1 0.8 1.2 1 0.558 14.7 2 18.091 7.8 0.9 9.130 1.98 4.759 1202

*... Pokud byla mobilni faze slozena ze tii komponent, potom je slozeni ACN : AF (pH = 3,5) : AF (pH = 2,5)

**_..plati pro horni ¢ast tabulky
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Obrazek 19 Chromatogram vybranych iontd 1- katechol (m/z 109); 2 — komplex [Re(O),(cat),]” (m/z 435); 3 -
rhenistan (m/z 251).

4.3. Analyza rhenium(VII)-katecholového komplexu kapilarni zénovou elektroforézou

Pro tucely hodnoceni dCistoty a urceni dalSich fyzikaln€ chemickych charakteristik byla
vypracovana metodika stanoveni kapilarni zoénovou elektroforézou v boratovych nosnych
elektrolytovych systémech v rozmezi pH = 6,23 az 11,26 viz tabulka 2.

Byla systematicky prostudovana zavislost efektivnich elektroforetickych pohyblivosti
rhenium(VI1)-katecholového komplexu, katecholu a rhenistanu v nosnych elektrolytech NE1 —
NE9. Z elektroforegramii odectené hodnoty migracnich Casti a vypoctené hodnoty efektivnich
elektroforetickych pohyblivosti jsou uvedeny v tabulce 9. Grafické znazornéni zavislosti

efektivnich elektroforetickych pohyblivosti sledovanych latek na pH v intervalu 6,23 — 11,26 je
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pak uvedeno na obrazku 20. Parametry proloZeni experimentilnich bodi jsou samostatné

uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 9 Hodnoty migraénich ¢asti a vypoctené hodnoty efektivnich elektroforetickych pohyblivosti katecholu,
rhenium(V1l)-katecholového komplexu a rhenistanu v nosnych elektrolytech NE1 — NE9.

pH Soubor teor [Min] Tkompt. [MiN] tia [Min] treos- [MiN] Hkompl. [szvlsd] Hiat [szvls-i] HRe0s- [szvls-ll

BOL 1,943 2,961 3,146 7,342 -0,0136 -0,0015 -0,0291

B02 1,94 2,976 3,141 7412 -0,0138 -0,0014 -0,0292

B03 1,947 2,991 3,136 7,387 -0,0138 -0,0012 -0,0290

A primér 1,943 2,976 3,141 7,380 -0,0137 -0,0014 20,0291

) 0,004 0,015 0,005 0,035 0,00011 0,00017 0,00010

Sl s 1,781 2,624 1,877 6,014 -0,0139 -0,0022 -0,0304
B32 1,78 2,62 1,873 6,032 -0,0138 -0,0021 -0,0304

B34 1,78 2,624 1,873 6,146 -0,0139 -0,0021 -0,0307

A primér 1,780 2,623 1,874 6,064 -0,0139 -0,0022 -0,0305

) 0,001 0,002 0,002 0072 0,00002 0,00004 0,00016

I s 1,739 2,548 2,211 5,685 -0,0140 -0,0094 -0,0307
B27 1,737 2,543 2,206 5,683 -0,0140 -0,0094 -0,0307

B28 1,74 2,547 2,202 5,737 -0,0140 -0,0093 -0,0308

B29 1,735 2554 2,201 5,633 -0,0140 -0,0094 -0,0306

B30 1,73 2533 2,195 5,628 -0,0141 -0,0094 -0,0307

A, prémer 1,736 2,542 2,203 5,673 -0,0140 -0,0094 -0,0307

SD 0,004 0,006 0,006 0,045 0,00003 0,00007 0,00005

B s 1,88 2,864 2,864 7,62 -0,0140 -0,0140 -0,0308
B18 1,893 2,914 2,914 8,085 -0,0142 -0,0142 -0,0311

B19 1,882 2877 2,877 7,735 -0,0141 -0,0141 -0,0309

B20 1,882 2,865 2,865 7,746 -0,0140 -0,0140 -0,0309

A, prémer 1,884 2,880 2,880 7,797 -0,0141 -0,0141 -0,0309

) 0,006 0,023 0,023 0,201 0,00009 0,00009 0,00012

B s=: 1,831 2,703 2,864 6,349 -0,0135 -0,0151 -0,0298
B24 1,803 2,666 2,824 6,234 -0,0138 -0,0154 -0,0303

B25 1,789 2,649 2,804 6,163 -0,0139 -0,0155 -0,0305

A primér 1,808 2,673 2,831 6,249 -0,0138 -0,0154 -0,0302

sD 0,021 0,028 0,031 0,094 0,00021 0,00021 0,00032

I s 1,882 2,809 3,018 6,611 -0,0135 20,0154 -0,0292
B14 1,871 2,778 2,983 6,478 -0,0134 -0,0153 -0,0292

B15 1,857 2,761 2,965 6,453 -0,0135 -0,0155 -0,0295

B16 1,846 2,75 2,952 6,423 -0,0137 -0,0156 -0,0296

A, primer 1,864 2,775 2,980 6,491 -0,0135 -0,0154 -0,0294

) 0,016 0,026 0,029 0,083 0,00012 0,00012 0,00022

| X 1,939 2,945 3,182 8,108 -0,0135 -0,0155 -0,0301
B10 1,946 2,967 3,208 8,277 20,0136 -0,0155 -0,0302

Bl1 1,955 2,991 3,237 8,426 -0,0136 -0,0156 -0,0302

B12 1,961 3,011 3,257 8,516 -0,0137 -0,0156 -0,0301

A. prémer 1,950 2,979 3,221 8,332 -0,0136 -0,0155 -0,0302

) 0,010 0,029 0,033 0,179 0,00005 0,00005 0,00002

Il s 1,978 3,06 3,332 9,011 -0,0137 -0,0158 -0,0303
B05 1,981 3,068 3,327 9.1 -0,0137 -0,0157 -0,0303

A. prémer 1,980 3,064 3,330 9,056 -0,0137 -0,0157 -0,0303

) 0,002 0,006 0,004 0,063 0,00000 0,00007 0,00002

I s 1,99 3,085 3,435 9,459 -0,0137 -0,0162 -0,0305
BO7 1,98 3,08 3,443 9,71 -0,0139 -0,0165 -0,0309

B08 1,991 3,109 3,487 10,07 -0,0139 -0,0165 -0,0309

A. prémer 1,987 3,001 3,455 9,746 -0,0138 -0,0164 -0,0308

) 0,006 0,016 0,028 0,307 0,00009 0,00017 0,00026
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Obrazek 20 Zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti katecholu, rhenium(VII)-katecholového komplexu a

rhenistanu na pH nosného elektrolytu.

Tabulka 10 Parametry prolozeni zavislosti efektivnich elektroforetickych pohyblivosti rhenistanu, rhenium(VII)-

katecholového komplexu a katecholu na pH.

Rhenate linear fit: y=a+bx

Residual sum of squares: 198,56

Adj. R-Square: 0,997

Intercept a: 293,75  Standard Error: 9,54
Slope b: 0,09 Standard Error: 1,08

Complex linear fit: y=a+bx

Residual sum of squares: 23,95

Adj. R-Square: 0,947

Intercept a: 141,80  Standard Error: 3,31
Slope b: -0,05 Standard Error: 0,37

Catechol Boltzmann fit: y=A2+(A1-A2)/[1+exp(x-x0)/dx]
Reduced Chi-Sqr: 13,23

Adj. R-Square: 0,996

Al: 11,05 Standard Error: 4,38

A2:157,04 Standard Error: 1,66

X0:7,35 Standard Error: 0,04

dx: 0,28 Standard Error: 0,04
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V ptipadé€ rhenistanu a rthenium(VII)-katecholového komplexu se jedna o primkové zavislosti
se smérnici statisticky nevyznamné odlisnou od nuly, coz potvrzuje charakter silného elektrolytu
obou latek. Je zfejmé, Ze rheniovy atom zlstava jedinym nabojovym centrem i v komplexu, ktery
si zachovava charakter pln¢ disociovaného aniontu i v pfipad¢ koordinace dvou aromatickych
ligandi. VSechny hydroxylové skupiny katecholovych ligandii jsou vazany koordinacné
kovalentnimi vazbami v ramci komplexu a kjeho celkovému naboji nepfispivaji. Zavislost
efektivni elektroforetické pohyblivosti katecholu ma charakteristicky sigmoidalni charakter
odpovidajici slabé kyseliné. Urceny inflexni bod pti hodnote¢ 7,35, odpovidajici zdanlivé
disocia¢ni konstanté katecholu, je vyznamné niz$i nez je tabelovana hodnota pKa = 9, 85 (20°C)
(Vohlidal et al. 1999). Domnivame se, Ze pfi¢inou tohoto rozdilu je tvorba stabilniho katechol-
boratového komplexu, ktery vykazuje vyrazné kyselejsi charakter nez samotny katechol.
Experimentalné urcené parametry kalibrace rhenistanu a katecholu v nosném elektrolytu NE6
jsou uvedeny vtabulce 11. Je ziejmé, Ze ob& zavislosti jsou linearni v rozmezi dvou

koncentracnich fadii a prochdzeji pocatkem.

Tabulka 11 Parametry kalibra¢nich zavislosti katecholu a rhenistanu amonného v nosném elektrolytu NE6.

Rhenate linear fit: y=a+bx

Concentrations [mg/ml]: 0,001; 0,002; 0,005; 0,0062; 0,010
Residual sum of squares: 77,41

Adj. R-Square: 0,995

Intercept a: -2,588  Standard Error: 4,11

Slope b: 19743,2 Standard Error: 710,1

Catechol linear fit: y=a+bx

Concentrations [mg/ml]: 0,001; 0,002; 0,005; 0,0062; 0,010; 0,012
Residual sum of squares: 16,15

Adj. R-Square: 0,974

Intercept a: 1,741 Standard Error: 2,31

Slope b: 14596,3 Standard Error:516,4

Kapilarni zoénova elektroforéza byla pouzita jako rychld separa¢ni metoda pro monitorovani
prabéhu tvorby rhenium(VII)-katecholového komplexu v reakéni smési a hodnoceni obsahu
produktu reakce po precisténi semipreparativni HPLC. Na elektroforegramu uvedeném na
obrazku 21 je kromé piku komplexu vidét i pik volného katecholu, pfidavaného v nadbytku do
reakéni smési, a pik rhenistanu, jako produktu pozvolného rozkladu vzniklého komplexu a ziejmée

i produktu rozkladu vychoziho tetrachlorooxorhenatu.
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Obrazek 21 Zaznam separace komponent reakéni smési pii piipravé rhenium(VII)-katecholového komplexu
V boratovém nosném elektrolytu NE6; 1-rhenium(VIl)-katecholovy komplex, 2-katechol, 3-rhenistan. Absorpéni

fotometricka detekce pti A =200 nm, prochazejici proud byl 18 pA.

Na elektroforegramu uvedeném na obrazku 22 je zaznam analyzy rhenium(VID)-
katecholového komplexu po HPLC ptecisténi. Je ziejmé, ze tento krok umoznil vyznamné snizit
obsah zbytkového katecholu a rhenistanu v pfipravovaném produktu. Obsah komplexu uréeny
metodou vnitini normalizace se zvysil z hodnoty 48 % (reakéni smés pred HPLC precisténim) na
hodnotu 93 %. Témto hodnotam odpovida i s pomoci kalibrace pfimo zjistény obsah zbytkového
katecholu a rhenistanu, ktery po piepoctu na hmotnost ziskaného komplexu odpovidal hodnotdm

1,3 % pro katechol, a 5,8 % pro rhenistan.
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Obriazek 22 Zaznam separace vzorku rhenium(VII) katecholového komplexu po precisténi semipreparativni HPLC v
boratovém nosném elektrolytu NE6; 1-rhenium(VI1l)-katecholovy komplex, 2-katechol, 3-rhenistan. Absorpéni

fotometricka detekce pii 4 = 200 nm, prochazejici proud byl 18 pA.

4.4. ESI-MS charakterizace a UV-VIS stabilitni studie pripravenych rheniovych(VII)
komplexu s pyrogallolem a katcholem

o Komplexy rhenia s pyrogalolem

Na obrazku 23 je zndzornéno reakéni schéma tetrachlorooxorhenatu s ligandem PG. Jak je
z obrazku patrné, skute¢ny molarni pomér triethylaminu (TEA) vzhledem k [(n-Bu,N)(ReOCl,)]
ovliviiuje rychlost a prubéh uvedenych reakci. Pii laboratorni teploté tak lze ziskat odlisné
komplexy. Na zakladé mnozstvi provedenych méfeni, je mozné konstatovat, Ze dominantnim
koneénym produktem v p¥itomnosti étyfikrat vyssiho molarniho poméru TEA je [Re""(0),(PG),].
Zatimco niz§i koncentrace pridavku TEA vede k tvorbé komplexu [Re""CI(PG),]. Z namé&fenych
vysledkt je zjevna souvislost mezi stechiometrii vznikajiciho komplexu a nezbytnym mnozstvim

ptidavku TEA, pro kompletni neutralizaci chlorovodiku jako vedlejsiho produktu reakce.
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Obriazek 23 Schéma moznych reakci mezi [(n-BuyN)(ReOCl,)] a PG v piitomnosti riznych mnozstvi TEA.

Vysledky ESI-MS méfeni reakci [(n-BusN)(ReOCl,)] s dvojnasobnym piebytkem PG
v piitomnosti dvou ekvivalenti TEA je znizornéno na obrazku 24. Komplex [ReY(O)(PG),]
vznika téméf okamzité. B&hem nasledujicich 60 minut jeho mnozstvi v roztoku vzorku

exponencialné klesa ve prospéch komplexu [Re"'(O)(PG),].
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Obrizek 24 Casovy vyvoj signala ESI-MS pro reakci [(n-Bu,N)(ReOCl,)] a PG v acetonitrilu se 2 ekvivalenty TEA
pridanymi k reakéni smési. Ziskany ion (EIC) pii m/z 451 exponencialné klesa ve prospéch EIC pii m/z 450. Komplex

1 se pievede na 2.

Stejny postup je dokumentovan na UV-VIS absorpénim spektru znazornéném na obrazku 25.
Po&atedni svétle zluté zbarveni reakéni smési dané prevazujicim komplexem [ReY(O)(PG),]
prechazi na karminové &ervenou s prevazujicim komplexem [ReY'(O)(PG),], ktery je stabilnim
meziproduktem dané reakce. Behem 60 minut absorpcni maximum pii A = 370 nm témét uplné
zmizi ve prospéch vznikajictho maxima pii 4 = 530 nm. Naobrazku je dobie viditelny
izosbesticky bod pfi 4 = 425 nm, odpovidajici jednoduchému reakénimu mechanismu

transformace komplexu [Re¥(O)(PG),]” na komplex [Re"(O)(PG),].
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Obrazek 25 UV-VIS absorpéni spektra zobrazujici konverzi svétle zlutého komplexu 1 na karminové ¢erveny komplex
2 v piitomnosti 2 ekvivalenti TEA. Sipky ukazuji nartist a/nebo pokles absorpénich maxim obou komplexii. Spektra

byla shromazd’ovana po dobu 60 minut a zobrazovana v ¢asovém intervalu 6 minut.

Vyssi koncentrace TEA vyrazné urychluje néaslednou oxidaci na [Re“"(0),(PG).]. Bylo
zjisténo, ze pro koncentrace TEA vysSs$i nez 4 ekvivalenty, je tento komplex dominujicim
produktem v této reak¢éni smési. Monitorovani reakei pomoci UV-VIS dokumentuje tento postup

Vv pritomnosti 8 ekvivalentli TEA, jak je zobrazeno na obrazku 26.
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Obrazek 26 UV-VIS absorpéni spektra zobrazujici pfeménu karminové zbarveného komplexu 2 na hnéd¢ zbarveny
komplex 4 v piitomnosti 8 ekvivalentit TEA. Sipky ukazuji nartst a / nebo pokles absorpénich maxim obou komplexii.

Spektra byla shromazd’ovana po dobu 60 minut a zobrazovéana v ¢asovém intervalu 6 minut.

Z obrazku je videét souCasny vznik dvou absorpénich maxim pti 4 = 430 nm a A = 560 nm,
naznaGujici tvorbu stabilniho hn&dého komplexu [Re""(0),(PG),]. Podrobn&jsi zavislost
rychlosti reakce vzniku tohoto komplexu na molarnim ptebytku TEA je popsana na obrazku 27.
Casova zavislost vysky absorépniho maxima pii 4 = 430 nm potvrzuje vyznamny vliv TEA aZ do
molarniho prebytku 12 ekvivalentd. Dalsi zvySovani koncentrace TEA uz nevede k vyraznému

urychleni reakce.
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Obriazek 27 Casové zavislosti vysky absorpénich maxim pifi A = 430 nm (na Komplexu 4) v reakéni smési [(n-
BusN)(ReOCl,)] — PG se 2 az 16 ekvivalenty TEA do této smési pfidanymi.

Béhem dlouhodobého sledovani reakce v neptitomnosti TEA byly pozorovany riizné reakcni
cesty. Jak je vidst na obrazku 28A, tvorba komplexu [ReY(O)(PG),] se vyznamné prodluzuje.
Maximalni absorbance ptfi 4 = 530 nm je dosazeno b&hem desitek hodin. Dalsi dlouhodoba
konverze [Re"'(O)(PG),] zahrnuje ligandovou vyménou reakci s Cl™ ionty, které vznikaji jako
vedlejsi produkt reakce mezi [(n-BusN)(ReOCl,)] a PG. Oxidace Re iontu je doprovazena
Stépenim jednoho ligandu, ¢imZ vznika kone¢ny modrozeleny produkt reakce - komplex
[ReV"'(0),CI(PG)]. Vznik tohoto komplexu je patrny na obrazku 28B, kde absorpéni maximum

pfi A =530 nm klesa ve prospéch soucasné vznikajicich maxim pii 4 = 460 nm a 4 = 630 nm.
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Obrazek 28A UV-VIS absorpéni spektra zobrazujici reakei [(n-BuyN)(ReOCl,)] s PG v neptitomnosti TEA. Okamzité

vznikly Zluty komplex 1 (Amax= 370 nm) se piejde na azurové zbarveny komplex 2 (Amax = 530 mn). Sipky ukazuji

narust a / nebo pokles absorp¢nich maxim obou komplexi. Spektra jsou uvedena v ¢asovém intervalu 0,0 az 43,6 hod.
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Obrazek 28B UV-VIS absorpcni spektra znazoriujici dlouhodobou transformaci azurové barevného komplexu 2

(Amax = 530 nm) na modro-zeleny komplex 3 (Amax = 460 a 630 nm). Sipky ukazuji nariist a / nebo pokles absorp&nich

maxim obou komplext. Spektra jsou uvedena v ¢asovém intervalu 219 — 2542 hod.
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Struktury komplexti vzniklych v reakéni smési [(n-BusN)(ReOCl,)] s PG byly potvrzeny
pomoci ESI-MS spekter viz obrazek 29. Spektrum A odpovida slozeni reakéni smési se dvéma
ekvivalenty TEA ihned po zahajeni reakce. Za téchto podminek byl pozorovan dominantni
molekularni iontovy shluk [ReY(O)(PG),]" pii m/z 451. Spektrum B odpovida sloZeni stejné
reakéni smési avSak po 60 minut. Dominantni pik m/z 450 odpovida pfevazujici deprotonaci
komplexu [Re"'(O)(PG),]". Mensi pik viditelny v obou spektrech A i B pii m/z 467 odpovida
ptitomnosti stop komplexu [Re""'(0),(PG),]" V rané fazi jeho vzniku. Ve spektru C pik m/z 467
potvrzuje pfitomnost dioxo komplexu, ktery je hlavni slozkou v reakéni smési s 8 ekvivalenty
TEA po 60 minutach od zahdjeni reakce. Mensi pik pfi m/z 377 dokumentuje pfitomnost
deprotonovaného komplexu [Re""(0),CI(PG)], jako kone¢ného a daliiho stabilniho reakéniho
produktu. Elementarni slozeni vSech Re komplexd s pyrogallolem byla ovéfena srovnanim

teoretickych a experimentalné ziskanych iontové izotopovych profild, které jsou velmi podobné.
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Obrazek 29 ESI-MS spektra v modu negativnich iontd po piimém nastiiku, odrazi slozeni vzorku odebraného z
reakéni smési [(N-BusN)(ReOCl,)] — PG a analyzovaného ve fazi s (A) pievladajici komplex 1; (B) pievazujici

komplex 2; (C) pfevazujici komplex 4 a (D) ptevazujici komplex 3. Podrobnosti jsou uvedeny v textu.

o Komplexy rhenia s katecholem

Byla provedena srovnavaci kinetickdA méfeni sledovani vzniku a nasledné chemické
transformace komplexti vzniklych v reak¢éni smési katecholu s [(n-BusN)(ReOCl,)]. Stejné jako
Vv ptedchozich pokusech byla potvrzena vyznamna role TEA pii vzniku jednotlivych komplexd a
jejich transformaci. Navrhované reakéni schéma zalozené na UV-VIS a ESI-MS méfenich,

popsané nize, je znazornéno na obrazku 30.
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Obrazek 30 Schéma moznych reakci mezi [(n-BusN)(ReOCl,)] a katecholem v ptitomnosti riznych mnozstvi TEA.

Na obrazku je vidét, Ze pii molarnim poméru TEA vzhledem k [(n-BusN)(ReOCl,)] vy$§im nez 4
ekvivalenty, vznika ihned [Re“(O)(CAT),], ktery je nasledné pieménén na stabilni
[Re""(0),(CAT),],, jako koneEny oxidatni produkt. Odpovidajici reakéni rychlosti jsou
srovnatelné s témi pozorovanymi s ligandem PG. Absorpéni spektrum na obrazku 31
demonstruje pomér Re(V) a Re(VII) pii oxidaci komplexu v pfitomnosti 8 ekvivalentd TEA.

V(0),(CAT),] je dosazeno bdhem 60 minut. Pogatedni svétle Zluté zbarveni

Pfemény na [Re
reak¢ni smési prechazi béhem 60 minut v tmavé fialové, tak jak koncentrace oxida¢niho produktu

S absorpénimi maximy 4 = 365 nm, 4 = 460 nm a A = 540 nm vzrusta.
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Obrazek 31 UV-VIS absorpéni spektra zobrazujici konverzi svétle zluté zbarveného komplexu 5 az tmave fialovy
komplex 9 v piitomnosti 8 ekvivalentd TEA. Sipky ukazuji zvySeni absorpénich maxim pii A = 365 nm, 460 nm a 540
nm, ktera jsou charakteristicka pro komplex 9. Spektra jsou shromazd’ovany béhem 60 minut s obrazovym zdznamem

kazdych 6 minut.

Rozdil mezi ligandy katecholem a pyrogallolem, z hlediska struktury vytvofenych komplext a
rychlosti jednotlivych reakci, se stava vyznamny pro koncentrace TEA niz$i nez 4 ekvivalenty,
zvlasté pak v jeji nepfitomnosti v reakéni smési. Jak je patrné na UV-VIS absorpénim spektru
znazornéného na obrazku 32A, rychlost konverze pivodné vytvoreného [ReY(O)(cat),]” na
meziprodukt [Re"'(O)(cat),]° s absorpénim maximem pii 4 = 510 nm v piitomnosti 2 ekvivalenti
TEA je zna¢né snizena. Na rozdil od pyrogalollu, katechol neobsahuje po komplexaci s Re
volnou hydroxylovou skupinu, ktera by mohla disociovat. Diky tomu zstava vznikly
meziprodukt [Re"'(0)(Cat),]° pti ESI, APPI a APCI ionizaci bez naboje a v disledku toho je

nemoznd jeho strukturni charakterizace pomoci MS.
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Obrizek 32A UV-VIS absorpéni spektra zobrazujici pfeménu komplexu 5 na fialovy komplex 6 (Ana = 510 nm).
Druhé vznikajici absorpéni maximum pfi 2 = 620 nm naznacuje tvorbu komplexu 7. Ten odpovida produktu soub&zné
probihajici oxidaci Re a reakci vymény ligandu v p¥itomnosti 2 ekvivalentdi TEA. Sipky ukazuji nardst a / nebo pokles
absorpénich maxim obou komplexi. Spektra byla shromazdovana béhem 60 minut s obrazovym zaznamem po 6

minutach.

Piitomnost komplexu [Re“'(O)(Cat),]° v reakéni smési se pouze odhaduje na zékladg
podobnosti absorpénich spekter popisujicich tvorbu deprotonovaného [Re"'(0)(PG),] se spektry
odpovidajicimi tvorb& [Re"'(O)(Cat),]°. Jeho dalii a relativné pomala oxidace je doprovézena
vyménnou reakci ligandu se zbytkovymi Cl° ionty pfitomnymi v reakéni smési za vzniku
kone&ného stabilniho produktu reakce [Re"(O)CI(Cat),]°. Jeho vznik dokazuje rist druhého
absorpéniho maxima pii A = 620 nm. Rychlost a celkovy rozsah premény [Re"'(O)(Cat),]’ na
[ReV"(O)CI(Cat),]° je znazornén na obrazku 32B. Absorpéni maximum pii A = 510 nm klesa ve
prospéch rostouciho maxima pii 4 = 620 nm. Barva reakéni smési se v dusledku toho meéni
z fialové na modrou. Vznikly komplex [Re""'(O)CI(Cat),]’je také neutralni, pfesto je mozno ho

po reakci s p-bromoanilinem za vzniku komplexu 8, pomoci ESI-MS strukturné charakterizovat.
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Obrazek 32B UV-VIS absorpéni spektra ukazujici dlouhodobou pfeménu komplexu 6 modry komplex 7 (Amax = 620

nm). Sipky ukazuji nartist a / nebo pokles absorpénich maxim obou komplexd.

ESI-MS spektra zobrazujici struktury komplexd vzniklych vreakéni smési Cat-[(n-
BusN)(ReOCl,)] jsou uvedeny na obrazku 33. Spektrum A odrazi slozeni reakéni smési po
pridavku 8 ekvivalentd TEA bezprostiedné po zahajeni reakce. Vyrazny pik pti m/z 419 odpovida
prevazujici form¢ komplexu [Re"(O)(Cat),]. Spektrum B s dominantnim iontem m/z 425 a
fragmentovym iontem pii m/z 327 zobrazuje stejné slozeni reakéni smési po 60 minutach, kde
prevazuje komplex [Re""(0),Cat),]". Spektrum C odpovida koneénému slozeni reakéni smési se 2
ekvivalenty TEA. Vznik komplexu [Re""(O)Cl(Cat),]° v tomto spektru je potvrzen pritomnosti

iontl pii m/z 588 a fragmentem pii m/z 480, coz odpovida produktu reakce s p-bromoanilinem.
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Obrazek 33 ESI-MS spektra v modu negativnich iontli po pifimém nastiiku, odrazi slozeni vzorku odebraného z
reakéni smési [(n-BuyN)(ReOCly)] — CAT a analyzovaného ve fazi s (A) pievladajici komplex 5; (B) pievazujici
komplexu 9; (C) prevazujici komplex 7, ktery byl identifikovan po jeho derivatizaci p-bromoanilinem jako komplexech
8. Podrobnosti jsou uvedeny v textu.

Elementarni slozeni vSech sledovanych komplexti bylo ovéfeno srovnanim teoretickych a
experimentalné ziskanych izotopovych profili molekularnich iontl, které vykazuji velkou

podobnost.
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5. Zavér

V praci jsme prokazali, Ze hmotnostni spektrometrie S ESI, APPI a LDI ionizaé¢ni technikou je
uzite¢ny nastroj pro charakterizaci struktury Re komplexid s aromatickymi alkoholovymi ligandy
a pro analyzu jinych sloucenin pfitomnych v reakéni smési V prubehu komplexni pfipravy.
Ziskana hmotnostni spektra poskytla jednozna¢né informace 0 molekulovych hmotnostech a
struktufe studovanych sloucenin, diky dominantnim molekulovym iontim komplext a strukturné
charakteristickym fragmentiim ptitomnym ve spektrech. Pfimé informace 0 sloZeni reakéni smési
je v zasad¢ pristupna bez predchozi problematické a pracné chromatografické separace. Nejistota
spravné strukturni charakterizace sledovanych iontll, na bazi s nizkym rozlisenim MS dat, je
vyrazn¢ snizena komplementarnim vyhodnocenim charakteristickych izotopovych profila a jejich
porovnani s teoretickymi hodnotami.

Také jsme demonstrovali syntézu tii strukturné podobnych Re komplext ptipravenych reakci
prekurzoru tetrabutylammonium tetrachlorooxorhenatu s aromatickymi alkoholovymi ligandy
(1,2-dihydroxybenzenem (cat), 2,3-dihydroxynaftalenem (dhn) a pyrogalolem (PG)) v
acetonitrilu.  Vedle hmotnostni spektrometrie, byly ptipravené komplexy (bis(1,2-
dihydroxybenzen)oxorhenium(-), bis(1,2,3-trihydroxybenzen)oxorhenium(-) a  bis(2,3-
dihydroxynaftalen)oxorhenium(-)) charakterizovany i pomoci 'H NMR a IR spektroskopie.
Srovnani ziskanych spekter vSech téchto metod jasné ukazuje na spolehlivost a vysoky obsah
informaci, které nam hmotnostni spektra poskytuji. Hmotnostni spektrometrie S vyuzitim
mekkych ionizaénich technik je perspektivni analytickd metoda vhodna pro sledovani reakéni
kinetiky ve slozitych formacich a stability pfipravenych komplext. Reprezentativni spektra byla
zaznamenana pii mikromolarnich koncentracich analytt. I kdyz jsou MS spektra méné vhodna
pro charakterizaci blizce ptibuznych struktur, jako jsou cis a trans izomery, je citlivost této
metody nesrovnatelné vyssi v porovnani s bézné pouzivanou NMR spektrometrii. Proto je MS
technika jako jedina vhodna pro realné klinické a farmakokinetické studie. Data ziskana pomoci
ESI-MS/MS poskytuji prvotni pochopeni mechanismu fragmentace Re oxokomplext.

Nami provedené studie dokazuji rozmanitost chemickych reakci mezi tetrachlorooxorhenatem
a silné se vazajicimi strukturné¢ podobnymi ligandy PG a Cat. Bez ohledu na zvoleny ligand,
pozorované reakce mohou byt ¢lenény na reakce rychlé, pii nichZ se okamzité tvoti komplexy Re
(V) a reakce pomalejsi, zahrnujici oxidaci centralniho atomu Re doprovazenou moznymi
vyménnymi reakcemi ligandii. Zatimco prvné zminény typ reakce neni zavisly na skutecné
struktufe ligandu, vykazuji pomalejsi reakce zna¢nou zavislost na piesné struktufe ligandu a
aktualnim sloZeni reakéni smési.

Pritomnost TEA v reakéni smési hraje ve sledovanych reakénich schématech a aktualnich

rychlostech rozhodujici roli. Molarni pomér TEA vys§i nez 4 ekvivalenty vede k tvorbé
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komplexii [Re¥"'(0,)(PG),] and [Re""'(O,)(cat),]. Nizsi koncentrace, & dokonce nep¥itomnost
TEA, vede k vyraznému zpomaleni reakéni rychlosti a zvySuje pravdépodobnost vyménnych
reakci ligandd. Pii dlouhodobém sledovani reakci s mén¢ nez 4 ekvivalenty TEA, byly
identifikovany kone¢né stabilni formy komplexti [Re“"(O)Cl(cat),]° a deprotonovaného
[ReV"'(O,)CI(PG)] .

Na rozdil od komplexd s PG, analoga komplexd Re(VI1) a Re(VII) s Cat zlstavaji ¢asto bez
naboje. Nepfitomnost volné ionizovatelnych skupin v komplexech neumoziuje jejich strukturni
charakterizaci v ESI-MS. Nicmén& koneény reakéni produkt komplex [Re""(O)CI(Cat),]° je
mozné derivatizaci s p-bromoanilinem pievést na produkt, ktery pomoci ESI ionizovat lze.

Byly vypracovany metody chromatografické separace majoritnich komponent reakéni smési
pii ptipraveé rheniovych komplexd s vybranymi fenolickymi ligandy na dvou kolonach s raznym
typem staciondrnich fazi — slabé polarni Reprosil NH; kolon¢ a anexové Zorbax SAX koloné.
V analytickém modu bylo za pouziti izokratické eluce dosazeno uplné separace piipraveného
komplexu od doprovodnych slozek reakéni smési, tj. nadbyte¢ného ligandu a rhenistanu jako
produktu pozvolného rozkladu komplexu a nezreagovaného vychoziho tetrachlorooxorhenatu.
Modifikované vysledky optimalizace na analytickych kolonach byly uspésné vyuzity pti izolaci
¢istého komplexu Re(VII) s katecholem na semipreparativni kolon¢ LUNA 5 NH,.

Pro rychlou kontrolu sloZeni reakéni smési pii pripravé Re(VII) s katecholem byla
vypracovana metodika stanoveni kapilarni zénovou elektroforézou. Bylo prostudovano migracni
chovani pfipraveného Re(VII) katecholového komplexu, katecholu a rhenistanu v sérii
boratovych nosnych elektrolytl v rozmezi hodnot pH = 6,23 — 11,26. Linearita zavislosti
efektivni elektroforetické pohyblivosti komplexu na pH nosného elektrolytu prokazala, ze
komplex ma charakter silného elektrolytu. VSechny hydroxylové skupiny katecholovych liganda
jsou vazany koordina¢né kovalentnimi vazbami v ramci komplexu a k jeho celkovému néboji
nepiispivaji. Zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti katecholu ma charakteristicky
sigmoidalni charakter odpovidajici slabé kyseliné. Urceny inflexni bod pifi hodnoté 7,35,
odpovidajici zdanlivé disocia¢ni konstant¢ katecholu, je vyznamné niz§i hodnoty nez je
tabelovana hodnota pK,= 9, 85. Domnivame se, Ze pfi¢inou tohoto rozdilu je tvorba stabilniho
katechol-boratového komplexu, ktery vykazuje vyrazné kyselejsi charakter neZ samotny katechol.
V nosném elektrolytu obsahujicim 10 mM tetraboritan sodny (pH = 9,45) bylo dosazeno uplné
separace Re(VII) katecholového komplexu od katecholu a rhenistanu v ¢ase analyzy niz§im nez 7
minut. CZE v tomto nosném elektrolytu byla pribézné vyuzivana pro komplementarni hodnoceni
slozeni reakcni smési pii pripravé Re(VII) katecholového komplexu a hodnoceni vysledné Cistoty

preparatl po preparaci s pomoci HPLC.
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