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Zoznam pouzitych symbolov a skratiek

ABC transportér = ATP-viaZice kazetové transportéry

ACN = acetonitril

AD = AUG doména

ADP = adenozindifosfat

Aero = aerobaktin

ahLys = Nt-acetyl-N®-hydroxylyzin

AMP = adenozinmonofosfat

Atb-siderofér = komplex antibiotika naviazaného na siderofor
ATP = adenozintrifosfat

ATPaza = adenozintrifosfataza

Cir protein = transkripény korepresor aktivity

CT = vypoctova tomografia

DFOB = Desferioxamin B

DHB = 2,3-dihydroxybenzoova kyselina

DHB-Ser = 2,3-dihydroxy-N-benzoylserin

DNA = deoxyribonukleova kyselina

DTPA = diethylentriaminpentaoctova kyselina

EFC = sigma faktory mimo cytoplazmy

Ent = enterobaktin

ent ABCDEF = gény pre syntézu enterobaktinu

EntB = enterobaktinovy syntazovy komponent B

EntD = enterobaktinovy syntazovy komponent D

EntE = enterobaktinovy syntdzovy komponent E

EntF = enterobaktinovy syntazovy komponent F

exbBD protein = vonkaj$i membranovy transportnyy energizeér
FDA = Spréava potravin a lie€iv

FDG = 2-[*8F]-fluoro2-deoxy-D-glukdza

FepBCDG = transportné membranové podjednotky (B, C, D, G)

vii



aerobaktinu

FhuA = ferrichrdmovy vonkaj$i membranovy transportér/fagovy receptor
FhuB = permeazovy protein hydroxamatového importného systému
FhuC = hydroximatovy importny ATP-viazici sa protein

FhuD = hydroximatovy importny protein

Fiu protein = katecholatovy sideroforovy receptor

FsC = fusarinin C

Fur = regulator prijmu Zeleza

GIT = gastrointestinalny trakt

HS-pant-PCP = fosfopantatenat so serinovym retazcom na doméne
neribozoémovej peptidylovej syntazy

IroD = katecholatové esteraza sideroforu

IroE = Zelezita esterdza enterobaktinu

ITLC-SG = chromatografia na tenkej vrstve so silikagélom

iuc ABCD = gény pre syntézu aerobaktinu

lucA = sideroforovy biosynteticky protein

lucC = protein aerobaktinovej syntadzy

IUtA = gén kodujuci membranovy receptor

IUtA = vonkajsi membranovy receptor

LT = laboratdrna teplota

NRPS = neribozémova peptidova syntdza

p. I. = po injekcii

PBS = fosfatovy tlmivy roztok

PCP = peptidyl prenasajici protein

PET = pozitronova emisna tomografia

PKS = polyketidova syntaza

PP = periplazmaticky priestor

P-pant ¢ast’ = Cast’ s pripojenym fosfopantatendtom

PPTaza = fosfopanteteinyltransferaza
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I. 0. = retroorbitalne

RCHC = radiochemicka &istota

RT-PCR = polymerdzova retazova reakcia v realnom Case
SARS = koronavirus 1

SPECT = jednofoténova emisnd vypoctova tomografia
STK = systém Trojskeho kona

TBDT = TonB zavisly vonkajsi transportér

TE = tioesteraza

TLC = tenkovrstvova chromatografia

TonB komplex = komplex vonkajsich membranovych receptorov
VP = vizbovy protein

WHO = Svetové zdravotnicka organizécia
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1 Uvod

Infekéné ochorenie v populacii predstavuje vazny ekonomicky, zdravotnicky aj
sociologicky problém. Po nakaze prepukne po uplynuti uréitej inkubac¢nej doby infekéné
ochorenie srozdielnou intenzitou nakazy. Intenzita odpovedi spravidla zavisi na odpovedi
imunitného systému a nasile a infek¢nosti patogénu. Infekcie mézu byt prendsané znecistenym
prostredim, napr. voda, vzduch alebo poda, ale aj cez vektor/prenasa¢ (napr. hmyz, baktéria,
atd’.). Za poslednych sedemdesiat rokov sa zaznamenalo vel'ké mnozstvo novych infekénych
ochoreni, ktoré su odpoved’ou na prirodzenu evoluciu patogénov, ako aj nadmerné pouzivanie
Sirokospektralnych antibiotik. Zaznamenal sa prichod novych ochoreni ako napr. HIV-1, SARS
alebo aj vzostupny trend navratu infekcii, ktoré sa v minulosti povazovali za kompletne alebo
Ciastocne eradikované ochorenia (napr. borelidza). Aj prave tieto pripady poukazujt na potrebu
novych diagnostickych metod, ktorych hlavnou ulohou ma byt v€asna a presna diagnostika

S minimalnym invazivnym zasahom do zivota pacienta.

Metddy na sledovanie infekcie st vel'mi variabilné, prisposobujll sa potrebam pacienta
i lekara, od imunoeseje (RT-PCR, antigénové testy, atd’.) az po zobrazovacie techniky
nukledrnej mediciny. Zobrazovacie metddy nuklearne; mediciny si vyzaduji pouzitie
radiofarmaka na vyhodnotenie a diagnozu choroby. Specidlne navrhnuté kamery dovoluji
lekarom sledovat’ pohyb radiofarmaka v tele v redlnom case. Radiofarmaka st zvycajne
aplikované v nepatrnych mnozstvach a nemaji ziadne farmakologické ucinky. Jedna sa
0 liecivé pripravky obsahujuce chemické nebo biologicky aktivne latky, ktorych wc¢innou

zlozkou je radionuklid, ktory je zdrojom ionizujuceho Ziarenia.

Siderofory st sekundarne metabolity mikroorganizmov s vysokou afinitou k Zelezu.
V pripade nedostatku zeleza, zacne ViacSina mikroorganizmov produkovat’ a uvolnovat
siderofory, ktoré sa v prostredi nasytia zelezom a mikroorganizmy tieto komplexy nasledne
prijimaji $pecifickymi receptormi spit. Zelezo je pre mikroorganizmy esencialnym prvkom
a do znacnej miery moze ovplyviovat priebeh infekcie a jej vysledok. Prirodné siderofory
vyuzivaju rovnako aj rastliny, huby a baktérie ako signalne molekuly, a maji svoje miesto
mimo iné aj V replikacii DNA, dychacich procesoch aj deoxynukleotidovej syntéze ako
katalyzatory enzymatickych reakcii aprave preto nasli svoje vyuzitie aj VvV medicine a
pol'nohospodarstve. Semi-syntetické siderofory sltizia ako chelatory pri liecbe niektorych
I'udskych ochoreni, slizia aj ako Specifické nosice antibiotik @ mézu byt pouzité aj k detekcii
mikrobialnych infekcii pomocou zobrazovacich metdd nuklearnej mediciny.
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Predmetom tejto prace bolo zistit mozny potencial dvoch vybranych sideroférov,
aerobaktinu a enterobaktinu, pre pouzitie k detekcii mikrobialnych infekcii. Ulohou bolo
radioaktivne ich oznalit galliom-68, charakterizovat' ich in vivo ain vitro spravanie

a vyhodnotit’ ich potencialne vyuzitie pre zobrazovanie infek¢nych ochoreni.



2 Ciele prace

Ciel'om mojej bakalarskej prace bola priprava vybranych radioaktivne znacenych
sideroforov pre potencidlnu diagnostiku infekénych ochoreni pomocou metdd nuklearnej
mediciny. Sucast'ou tejto prace bola in vitro charakterizacia testovanych latok s naslednym
Stadiom in vivo biologického spravania v laboratornych zvieratach. Poslednym ciel'om bolo

vypracovanie literarnej reserSe na dané téma.



3 Literarny prehl’ad
3.1. Siderofory

Siderofory (povod v gréckom jazyku, znamena nosice zeleza) st nizkomolekularne latky,

ktoré st schopné prijimat’ zelezo zo svojho okolia (Neilands, J.B.,

1995). Z chemického

hl'adiska ich mozeme rozdelit’ do 5 skupin graficky znazornenych na obrazku 1. Konkrétne sa

jedna o katecholaty, hydroxamaty, karboxylaty, fenolaty a iné zmieSané Struktary. Siderofory

su sekundarne metabolity vac¢siny mikroorganizmov pdsobiace ako chelatory réznych kovov.

Chelaciou rozumieme vytvaranie koordina¢nej viazby medzi atbmom kovu a inou molekulu ¢i

idnom, pri¢om sa zvicSa jedna o organické zluceniny (McNaught, A.D. et Wilkinson, A.,

1997).
~ Karboxylaty [ Hydroxamaty —— Katecholaty —— Fenolaty —
ye, JIOE | .
=D D) o
Yo | 2 |
e &mnf Ay
Achromobaktin || Desferrioxamin E Enterobaktin Pyochelin
Japsens 20 g
a7 e YYD - CL v,
. l:hﬁ- T an " *"A”/“"éT :’U.lcl‘h »fﬁi‘
- ’l% o \’cq,m
Citrat Ferrichrom Chrysobaktin Yersiniabaktin
Zmiesané typy B o \1)\'
[ Ny ,l\,k,,\)L,[’ ~ ffx:f |
Ny A [ASEEee
- ﬂj:tw
A oo
Aerobaktin Pyoverdin

Obrdzok 1: Reprezentativne priklady rozdielnych typov sideroforov (Aznar, A. et Dellagi, A., 2015).



Sideroféry maju rozmanité pouzitie v pol'nohospodarstve a medicine. Vyuzivaju sa ako
potencionalne biopesticidy proti nebezpecnym fytopatogénom a postupne nahradzuju pesticidy
ziskané organickou syntézou. Tiez sa pouzivaju na bioremediaciu pody a ako biosenzory
kontaminovaného prostredia (Rezanka, et al., 2019). V medicine nachadzaju siderofory svoje
uplatnenie pri priprave réznych derivatov s antibiotikami (sideromyciny), ¢im sa zvysuje sila
odpovede aj na baktérie, ktoré s voc¢i pdsobeniu antibiotik rezistentné. Pod oznacenim
sideromyciny sa skryva trieda antibiotik spojenych kovalentnou vdzbou so sideroformi, pricom
si zachovavaju antimikrobialnu aktivitu vo¢i odlisnym bakterialnym druhom (Méllmann, U., et
al., 2009; Braun, V., et al., 2009). V poslednej dobe sa tiez intenzivne Studuje moznost’ pouzitia
znacenych (napr. radioaktivne alebo fluorescencne) sideroforov za uc¢elom molekularneho

zobrazovania, napr. v pripade preklinickych i klinickych $tudii zameranych na diagnostiku

nadorovych ochoreni a mikrobialnych infekcii (Koizumi, M., et al., 1988; Heuveling, D.A., et

al., 2011; Borjesson, P.K., et al., 2006; Pfister, J., et al., 2020).

Baktérie ainé mikroby pouzivaji sideroféry na cheldciu anéasledné ziskanie Zeleza
a d’alsich kovov (napr. zinku) z prostredia. V literatre boli zaznamenané mnohé pripady, kde
iSlo o ziskanie vyhody proti konkuren¢nému mikrobu okupujucemu rovnaké prostredie (Lee,
F. Y., et al., 2001). Bola tieZ zdokumentovana medzidruhova interakcia sprostredkovana

sideroformi (Stubbendieck, M.R., et Straight, P.D., 2020).

Najznamej$im sideroforom pouzivanym v poslednej dobe v klinickej praxi je
desferioxamin B (DFOB). DFOB je linearny trihydroxamatovy siderofor produkovany
Streptomyces pilosus. V roku 1968 bol DFOB schvaleny Spravou potravin a lie¢iv (FDA) pre
lekarske pouzitie pod obchodnym nazvom Desferal® aje na zozname zakladnych lieciv
Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) (Kalinowski, D.S., et Richardson, D.R., 2005).
DFOB sa pouziva na lie¢enie hemochromatézy (Arifin, A.J., et al., 2014), sideroblastickej
anémie, autoimunitnej hemolytickej anémie (Petiik, M., et al., 2020) apouziva sa aj
u pacientov, ktory trpia B-talasémiou major a podstupuju Casté transfuzie krvi (Flora, S.J.S.,
2013; Gabutti, V., Piga, A., 1996; Brittenham, G.M., et al., 1994; Borgna-Pignatti, C., et al.,
2004).

3.1.1. Syntéza sideroforov

Regulacia génov biosyntézy sideroférov zahtiia vSeobecny represor Fur, ktory posobi v

pritomnosti Zeleza ako negativny reguldtor. AvSak bol zaznamenany aj Fur-sprostredkovany
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regulaény mechanizmus, ktory posobi subezne s represorom Fur ako pozitivny regulacny
mechanizmus v pripade nedostatku Zeleza. Napriek tymto regulatnym rozdielom podlicha
biosyntéza rovnakej zédkladnej enzymovej logike, ktord zahfiia sériu predlzovania acylového
konca komplexu enzym-substrat pri medziproduktoch na multimodularnych proteinovych
masinériach pomocou neribozomové peptidové syntazy (NRPS) (Crosa, J. H. et Walsh, C. T.,
2002). NRPSs st multimodularne enzymy, ktoré produkuji peptidové produkty urcitej
sekvencie bez RNA templatu. Namiesto toho je poradie aktivovanych monomérnych
aminokyselin a ich inkorporacia do ret'azca riadena NRPS doménami (Kohli, R., et al., 2001;

Marahiel, M. A., etal., 1997; Rowland, B. M., et al., 1996). Podstatna ¢ast’ $trukttr siderofoérov

je produkovand pomocou NRPS pri¢om variacie sa ziskavaju v nasledovnych krokoch napr.
vyberom fenolovej kyseliny ako N-Capicky, Gpravou aminokyselinovych zvyskov pocas
retazovej elongéacie, typom terminacie a povahou zachyteného nukleotidu, ktory je uvolnovany
acylovym retazcom sideroforu. Tento princip moduldrneho zostavenia je typicky pre vSetky
zname siderofory. Siderofory su pri svojej biosyntéze schopné mieSat’ svoje domény v
stavebnych moduloch a dokonca bola zaznamenana aj vymena samotnych modulov (Crosa, J.

H. et Walsh, C. T., 2002).

Kazda NRPS proteinovd masinéria je organizovand na vykonanie Styroch typov
katalytickych operacii. V prvom kroku je kazdy peptidyl prenédsajtci protein alebo PCP doména
(najmensia NRPS doména, vicsinou sa jedna o 70-90 aminokyselin) konvertovana z apo- na
holo- formu, ¢im ziskava fosfopanteteinylové rameno (obrazok 2, ast’ 1). Ide 0 postransla¢nu
zmenu, ktoru musi absolvovat’ kazdy zainteresovany membranovy transportny protein pre
dosiahnutie plnej dizky produktu. Fosfopanteteinyltransferaza (PPTaza) katalyzuje reakciu na
bocnej strane serinového ret'azca, ktory je zhodny s doménou membranového transportného
proteinu. Bo¢ny ret'azec je spojeny pyrofosfatovou vizbou s koenzymom A. Nasleduje transfer

fosfopantatenatu (P-pant Casti) a uvolnenie 3',5-ADP ako rozpustného produktu (Crosa, J. H.

et Walsh, C. T., 2002; Lambalot, R. H., et al., 1996).
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Obrdzok 2: Iniciacia syntézy sideroférov. 1-PPTaza reaguje s apo-formou PCP, 2- dvojkrokova reakcia A domény, 3- reakcia C domény
(Crosa, J. H. et Walsh, C. T., 2002).

V druhom kroku nastava selekcia a aktivacia monomérov a ich nasledna inkorporacia
na konkrétnu poziCiu Vv rasticom retazci. Vybrané karboxylové kyseliny a aminokyseliny su
aktivované selektivnou adenylaciou A domén, ¢o znamena, ze aminoskupina vybrana aktivnou
A doménou je konvertovana cez kosubstrat ATP na aminoacyl-AMP (obrazok 2, ¢ast’ 2). Tento
termodynamicky aktivovany monomér je nasledne transportovany na pril'ahla HS-pant-PCP
doménu, kde kovalentne naviaze aminoacylovy zvysok tioesteru (aminoacyl-S-PCP) (Crosa, J.

H. et Walsh, C. T., 2002).



Tretia Cast’ syntézy je elongacia (obrazok 2, ¢ast’ 3) (Cane, D.E., et al., 1998; Crosa, J.
H. et Walsh, C. T., 2002). Dizka ret'azca je priamo umerna uloZeniu jeho &asti. N-terminal PCP
domény je dlhsi ako C-terminal PCP domény. Katalytickd doména peptidovej syntetazy je
oznacovana ako kondenzacna (C). Funkény modul NRPS sa zvycajne skladd z troch domén, C-
A-PCP, pricom A doména je zodpovedna za vyber a zakddovanie pozadovanej aminokyseliny
zatial' ¢o samotnd peptidova vézba je sprostredkovana C doménou, ktora riadi reakciu medzi
peptidyl-S-PCP donorovym kosubstratom a akceptorovym aminoacyl-S-PCP substratom.
Translokovany ret'azec zvacsil svoju velkost’ o jednu peptidovu vizbu a stale je povazovany za
termodynamicky aktivovany acyl-S-PCP, ktory je pripraveny na dal$i elongacny cyklus
riadeny C doménou (Crosa, J. H. et Walsh, C. T., 2002).

Stvrtd operacia zahffia terminiciu a uvolnenie neribozomalneho peptidu alebo
sideroforu (Keating, K., et al., 2001). Pretoze peptidylové ret'azce rastu ako elongac¢na kaskada
acyl-S-enzymovych intermediatov, ked’ dorazi retazec so svojou plnou dizkou na PCP doménu
je stale kovalentne ukotveny a vyzaduje chemickeé Stiepenie retazca. Uvolnenie ret'azca zahina
transfer z PCP domény na aktivovanu stranu serinového bo¢ného retazca Vv aktivnej strane
tioesterazy (TE) pre ziskanie acyl-O-TE intermediatov (Rusnak, F. et al., 1991). Obrazok 3
ukazuje ako intermediaty podliehaju dvom rozdielnym osudom: intermolekularnej hydrolyze,
ktora uvolnuje volnu kyselinu alebo intramolekularnemu zachytu OH alebo NH> skupinou
Vv peptidylovom retazci pri uvolneni laktonu alebo laktamu (napr. enterobaktin alebo

gramicidin) (Crosa, J. H. et Walsh, C. T., 2002).
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Obrdzok 3: Termindcia syntézy sideroférov (Crosa, J. H. et Walsh, C. T., 2002).

3.1.2. Prirodné a umelo pripravené konjugaty sideroférov

Cez evolucnu stratégiu pre prezitie v prostredi s nedostatkom Zeleza si niektoré baktérie
vytvorili prirodzené konjugaty sideroféru a antibiotik, zndme pod oznacenim sideromyciny.
Jedna sa o triedu antibiotik spojenych kovalentnou vézbou so sideroférmi pricom vykazuji
antimikrobialnu aktivitu vo¢i odlisSnym bakterialnym druhom. Z chemického hladiska ide

0 zluceniny Strukturne podobné ich sideroférovou c¢astou hydroxamatovym sideroforom

(Mollmann, U., 2009; Braun, V., et al., 2009).

Tato skupina konjugatov zahrfiuje albomyciny, produkované Actinomyces subtropicus
(vyskytuje sa unich mikrobidlna aktivita vo¢i gram-pozitivnym inegativnym baktériam)
(Gause, G.F., 1955; Reynolds, et al., 1947). Albomyciny boli pouzivané v Sovietskom zvize
uz od patdesiatych rokov 20. storocia napriek tomu, Ze sa ich chemicka Struktara objasnila az
v osemdesiatych rokoch 20. storoc¢ia (Gause, G.F., 1955). Albomycin je po chemickej stranke
nukleozidové antibiotikum obsahujtce siru konjugované se sideroforem ferrichromového typu

(Zhang, J., et al., 2020).



Zakladnym komponentom albomycinu zostavaju tri-hydroxamatové chelata¢né
komponenty, ktoré sa viazu satomami Zeleza. Albomycin je transportovany do gram-
negativnych druhov bakterii ako napr. Escherichia coli cez TonB-zavislé transportéry FhuA
ulozené na vonkaj$ej membrane, FhuD v periplazme, FhuB v cytoplazmatickej membrane
a FhuC ATPaze, ktora dodava energiu potrebnil na transport cez vnitorni membranu (Braun,
V., et Braun, M., 2002). Po transportovani do cytoplazmy je albomycin nastiepeny peptidazami,

¢im sa uvol'ni antibakterialna ¢ast’ do cytoplazmy (Braun, V., 2009).
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Obrazok 4: lustracia interakcie FhuA ligandov s proteinmi zapojenymi vo ferrichromovom transporte ( Braun, V. et Braun, M., 2002).

Na obrazku ¢. 4 mozeme sledovat’ zobrazenie FhuA v krystalickej Struktare bez retazcov
umiestnenych vpredu pre lepSiu vizualizdciu globulinovej domény. TonB cast’ FhuA
(zobrazena zltou farbou) je lokalizovana na amino-terminalnom konci aviaze sa
k rezidualnemu regionu TonB (znacené¢ho 160). Krystalicka struktura dimerického fragmentu
TonB je zobrazena ako splet’ zelenej a modrej farby, ktora doposial’ nie je objasnena. C!
(fragment v zelenom) obsahuje karboxylovy terminalny koniec TonB monoméru, C? (fragment
v modrom) indikuje karboxylovy termindlny koniec d’alSicho monoméru v dimér TonB

fragmente. Orientacia TonB fragmentu v periplazme nie je znama. Krystalickd struktira FhuD
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zobrazuje povrch odkrytého gallichromu v FhuD, ktory pdsobi ako kontrast k ferrichrému vo
vnutri FhuA. Krystadlova Struktura FhuA poskytuje statické vyobrazenie proteinu ale
nezobrazuje vysoko dynamicka Struktiru zmien, ktoré nastanu pri vytvarani a uvolniovani
vézieb ferrichromu pocas jeho transportu. Strukturalna zmena mozZe byt predpovedana pre
FhuD po jeho naviazani na FhuB a prenosu ferrichromu z FhuD na FhuB. FhuC je ATPaza,
ktora dodava energiu na transport ferrichrému cez cytoplazmatickli membranu. Predpovedané
transmembranové usporiadanie transdukujiiceho proteinového komplexu TonB-ExbB-ExbD je
zobrazeno pre ilustrané zamery na vyobrazenie stechiometrického pomeru proteinov 1:1.
Cervené miesta v FhuB kore$ponduju k miestam ktoré sa spajaju s FhuD ( Braun, V. et Braun,
M., 2002).

Dalej je mozné stretnit’ sa u niektorych mikroorganismov napr. s ferrimyciny Al
a salmyciny A-D. Ferrimyciny Al jsou produkované Streptomyces griseoflavus arodom
Acremonium (ferrimycin Al ajeho derivaty su in vitro inhibitory rastu A. fumigatus),
a salmyciny A-D, produkované Streptomyces violaceus (mikrobialna aktivita hlavne vo¢i gram-
pozitivnym baktériam z rodu Staphylococcus a Streptococcus) (Vassiliadis, G., et al., 2010;
Page, M.G., 2013; Tonziello, G. et al., 2019). Vel'a enterobaktérii vylucuje mikrociny, ktoré su
konjugované po translacii s endogénne katecholovanymi sideroformi, ktoré zabranuju rastu
gram-negativnym baktériam druhu Enterobacteriacae (Hantke, K., et al., 2003). Tieto
molekuly pouZivaji iny mechanizmus interakcie ale do cytoplazmy vnikaju rovnakym
sposobom cez systém Trojskeho kona (STK), ktory vyuziva prenos cez transportne proteiny
katecholatovych sideroforov vo vonkajSej i vnatornej vrstve membran Enterobacteriacae
(Zhanel, G.G, 2019). STK pouziva na dodanie antibiotik prijmovy systém zelezo-siderofor (obr.
¢. 5). Niektoré prirodné antibiotikd napodobuji substraty peptidov aby sa naviazali na
siderofory pri ich ceste do bunky (Zahner, H., et al., 1977; Carvalho, C.C.R., Fernandes, P.,
2014). Mikrociny su ribozomalne nesyntetizované peptidy, ktoré st modifikované
postranslacne cez pripojenie katecholatového sideroforu k funkcnej skupine s néslednou
translaciou indukovanou nizkou pritomnostou Zeleza v prostredi zachytenou cez Fur

transkripcne regula¢né proteiny (Vassiliadis, G., et al., 2010).
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Obrdzok 5: Schéma stratégie pre prijem komplexu Atb-siderofor zndma ako Trojsky kéri. Na obrdzku sledujeme presun
naviazaného antibiotika na siderofor u Gram-negativnych baktérii cez periplazmaticky priestor k TonB komplexu.
V periplazme su siderofory sekvestrované periplazmatickymi proteinmi, ktoré ich ndsledne dodaju ATP-zavislym
transportérom. (PP- periplazmaticky priestor, AD- AUG doména, VP- vizbovy protein) (Carvalho, C.C.R., Fernandes, P., 2014).

Stratégia Trojského kona sa vyskytuje u baktérii v zavislosti na systéme prijmu komplexu
zelezo-siderofor pre dodanie antibiotickej zlozky a mechanizmu, ktory vykazuju urcité druhy
baktérii. Medzi zname Atb-siderofér komplexy radime albomyciny, ferymiciny a salmyciny.
Siderofor s naviazanou skupinou antibiotik sa spoja s receptorom na vonkajSej strane
membrany ¢im sa dostant do periplazmatického priestoru interakciou s TonB komplexom.
V periplazme dochédza k oddeleniu sideroféru periplazmatickym vidzbovym proteinom, ktory
ho doda ATP-zavislym transportérom, ktoré zaistia vstup do bunky. Antibiotikd by inak

nedokazali prejst’ cez membranu (Mdéllmann, U., et al., 2009; Carvalho, C.C.R., Fernandes, P.,

2014).

Priprava syntetickych alebo semi-syntetickych konjugatov sideroforov sa stala predmetom
zaujmu uz v sedemdesiatych rokoch minulého storo¢ia (Ziahner, H., et al., 1977). Jeden z
hlavnych smerov vyvoje novych lieCiv proti gram-negativnym organizmom vychadzal od
prirodnych sideromycinov a Stratégia Trojskeho komna bola pouzitd pri rieSeni Specifickej
rezistencie. Konjugaty sideroforov vyuzivaji vizbovu schopnost’ komplexu zelezitych ionov
a sideroforu pri interakcii s vonkajSou membranou s naslednym aktivhym transportom cez
vonkajsiu aj vnitornt membranu cez periplazmaticky priestor az do cytoplazmy (Tillotson, G.

S., 2016).
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Prvné pokusy o pripravu pB-laktamovych antibiotik konjugovanych so sideroformi zacali
vroku 1987 cephalosporinovym konjugatom E-0702 (obrazek ¢&. 6), sjeho
typickou antimikrobidlnou aktivitou proti gram-negativnym baktériam ako Klebsiella
pneumoniae, Salmonella Typhimurium, Serratia marcescens, Proteus

mirabilis and Pseudomonas aeruginosa (Tonziello, G, et al., 2019).

mgr S

CO;Na N*N

Obrazok 6: Chemicka Struktira E-0702 (Miller, M.J., et al., 2009).

Rezistencia baktérii spocivala v mutécii tonB génu, ktory zohrava dolezit llohu pri prijme
zeleza sprostredkovaného sideroformi. Experimenty ukazali, ze E-0702 ma najvysSiu
antibakterialnu aktivitu v pripade baktérii chudobnych na Zelezo, zatial’ ¢o v pripade baktérii
s dostatoénym mnozstvom zeleza nebola zaznamenana takmer ziadna antibakterialna aktivita
tohoto konjugatu. Toto pozorovanie viedlo k hypotéze inkorporacie E-0702 do baktérie cez
tonB zavisly transportny systém (Tonziello, G., et al., 2019). Tieto testy bunkovych
mechanizmov preukazali zahrnutie ,,Fiu® a ,,Cir* proteinov vonkaj$ej membrany pri transporte
konjugatu a moznom mechanizme vyvinu rezistencie. Dalgie testy zahriiujuce sideroféry
s pyrokatecholovou  a hydroxamatovou  kostrou  preukazali naviazanie  konjugatu
carbacefalosporinu a siderofoéru na rozdielne membranové proteinové receptory, a to FhuA
a Cir receptory (Brochu, A., et al., 1992). In vitro stadie poukazali na skuto¢nost’, Ze baktérie
E. coli s mutantym receptorom na vonkajsej membrane pre hydroxamatova skupinu (FhuA)
alebo katecholatovia skupinu (Cir) na sideroférovych konjugétoch boli viacnasobne preferované
pri moznosti vzajomného vyberu receptoru. Pri pouziti kombinacie hydroxamatovej
a katecholovej skupiny sa vytvoril novy sideroforovy konjugat, ktory bol schopny eventualne
viazat’ oba receptory vonkajSej membrany, ¢im sa ziskala vysSia inhibi¢na aktivita so sucasne

nizkou frekvenciou rezistencie (Minnick, A.A., et al, 1992; Pugsley, A.P., et al., 1987).

Medzi dal$ie vyznamné umelo pripravené derivaty siderofoérov patria konjugaty

s ampicilinom a amoxicilinom, ktoré boli aktivne v pripade P. aeruginosa (Ji, C., et al., 2012).
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Prvym sideroféorovym konjugatom, ktory dosiahol tretieho stupna klinickych $tadii bol
cefiderocol (S-649266) (Saisho, Y., et al., 2018). Z chemickej stranky sa jedna o konjugat
katecholatu s inkorporovanym cefalosporinom, ktory obsahuje ceftazidim a cefepim
kombinované s katecholovymi skupinami naviazanymi cez treti uhlik retazca. Takyto spdsob
utvarania vizby umoziuje naviazanie zelezitych ionov s naslednym transportom do bunky cez
transportne proteiny sideroforu. Cefiderocol ma vysoku in vitro a invivo aktivitu vo¢i viacerym
gram-negativnym organizmom, vratane Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, a Acinetobacter
baumannii. (Hackel, M.A., et al., 2018).

Medzi konjugaty zahriiujiice pouzitie antibiotik bez B-laktamazovej skupiny sa radi semi-
syntetizovany siderofor-rifamycin (CGP 4832). T4to zlucenina je schopna aktivneho transportu
cez vonkajSiu membranu gram-negativnych baktérii cez transportér FhuA, ¢im dosahuje
vysoku koncentraciu v periplazmatickej oblasti so schopnostou prechadzat’ pasivnou difiziou
do cytoplazmy, kde sa rifamycin viaze na RNA polymerazu (Pugsley, A.P., etal., 1987). Umelo
pripraveny konjugat sideroforu fimsbactinu, izolovaného z A. baumannii, s daptomycinovou
skupinou reaguje vysoko selektivne voc¢i A. baumannii (slabt reakciu poskytuje aj v pripade S.
aureus). U dalsich testovanych baktérii ako napr. Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia spp.

a E. coli nebola antibakterialna aktivita tohoto konjugatu pozorovana (Ghosh, M., et al., 2018).

Medzi d’alsie sideroforové derivaty sa zarad’uju napr. mykobaktiny ako lyzinové derivaty.
Chemicky st to 2-hydroxyl fenyl oxazolinové zliceniny obsahujice sideroférové molekuly.
Mycobacterium tuberculosis produkuje siderofory sdvomi rozlicnymi chemickymi
Struktarami, jedna je viac lipofilnej povahy, druhd je hydrofilnejSia. Chemicky rozdiel
pozostava z pritomnosti hydroxylovaného lyzinu na N-acylovom konci retazca (De Voss, et

al., 1999; Varma, et Podila, 2005).

Medzi ornitinové derivaty sa zaraduje pyoverdin alebo pseudobactin, obsahujici
dihydroxychinolinovu ¢ast’. Peptidova Struktira méze mat’ viac ako 40 obdob, chromofor vsak
svoju Strukturu meni iba v pripade A. vinelandii. Chromofér odvodeny od 2,3-diamino-6,7-
dihydroxychinolinu je spojeny s peptidovymi ret'azcami, ktoré obsahujii dve hydroxamatové
skupiny alebo jednu hydroxamatovu a jednu hydroxykarboxylatova skupinu (Kloepper, J., et
al., 1980).

Anguibacin, histaminovy derivat, bol izolovany z morského patogénu Vibrio anguillarum

(Jalal, et al., 1989). Anguibacin pdsobi ako inhibitor prijmu zeleza v zivych bunkéach, vstrebava
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zelezo z tkaniva savcov, odstranuje zelezo z ostatnych sideroférov, zelezitych hydroxidov aj

zelezitych vodnych roztokov (Jalal, et al., 1989).

3.1.3. Aerobaktin

Aerobaktin je zlucenina s nizkou molekuldrnou hmotnostou kédovana piatimi génmi
lokalizovanymi na jednom operone. Medzi nimi, iucA, iucB, iucC a iucD sa zac¢astiiuju syntézy
aerobaktinu, zatial’ ¢o piaty gén IUtA koduje membranovy receptor (Bindereif A.,, Neilands,

J.B., 1985; Carbonetti, N.H., Williams, P.H., 1984; Gross, et al., 1984). Produkt iucA je
povazovany za rozhodujuci krok v prvom kroku reakcie syntézy, iucB koduje N-hydroxylyzin
acetyltransferazu, iucC koduje aerobaktin syntetazu a iucD pravdepodobne koduje N-lyzin
monooxygenazu (de Lorenzo, V., et al., 1986). Biosyntéza bola zmapovana cez selektivnym
vypinanim a preusporiadavanim iuc génovych funkcii a odstraovanim intermediatov syntézy
(de Lorenzo, V., et al., 1986). lucA a lucC patria do rodiny ligdz charakterizovanych ako
NRPS-nezavislé sideroforové syntetazy (Oves-Costales, D., et al., 2009; Challis, G.L., 2005).
Testovana in vitro rekonstiticia potvrdila predpokladant drahu syntézy v pripade, Ze boli
pouzité vSetky Styri purifikované enzymy iUCA-D so substratmi v reakénej zmesi (de Lorenzo,
V., Neilands, J.B., 1986).

Aerobaktin je hydroxamatovy siderofor ktorého biosyntéza zavisi od aktivity Styroch
proteinov TucABCD. V prvom kroku pozorujeme syntézu N°-acetyl-N8-hydroxylyzinu (ahLys)
cez sekvencné aktivity hydroxylazy IucD a acetyltransferazy IucB. Dve molekuly ahLys st
pripojené na primarny karboxylat citratu. Najskor ide o stereoSpecifické pridanie jednej
molekuly ahLys cez TucA na primarny karboxylat s naslednym pridanim druhej molekuly
ahLys cez syntetazu IucC (obr. ¢.7). lucA a lucC patria medzi ATP-dependentné ligazy, ktoré
plnia svoju ulohu pri produkcii viacerych sideroférov, vratane virulentnych petrobactinov S.

aureus (Russo, T.A., Gulick, A.M., 2019).
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Obrazok 7: Schematické zndzornenie biosyntézy aerobaktinu (Bailey, D.C.,et al., 2018).

Po chemickej stranke sa jedna sa o bakterialny siderofér s molekularnym vzorcom

C22H36N4013 (Neilands, 1995; Johnson, et al., 1988).
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Obrdzok 8: Chemickd struktura aerobaktinu (Buyer, et al., 1991).

Je to exogénny siderofor rodu Pseudomonas (morského pdvodu), K. pneumonia, A.
aerogenes, E. coli a mnohych d’alsich baktérii (Buyer, et al., 1991). Jedna sa o virulentny faktor,
ktory umoznuje aj E. coli sekvestrovat' Zelezo z prostredia chudobného na Zzelezo. Pri
podmienkach s nedostato¢nym prisunom Zeleza bola dokazana u rodu Pseudomonas produkcia
aerobaktinu, ktora sa predtym potvrdila iba v pripade ¢el'ade Enterobacteriaceae (Zhanel, G.G.,
et al., 2019). Prvykrat bol vyizolovany v roku 1969 z kultary v prostredi s nedostatkom zeleza
u Aerobacter aerogenes Gibsonom a Magrathom (Gibson, F., et Magrath, D.l., 1969). Pokial
je pritomné dostatoéné mnozstvo zeleza v médiu intenzita syntézy poklesne o 95% zatial’ o
pridanim chelataénych ¢inidiel do média, ako napriklad 2,2-dipyridy- alebo nitrilotriacetaty,

sledujeme pokles mnozstva dostupného zeleza a syntéza sa stupiiuje. Tento mechanizmus
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zaruCuje spravny vyvoj baktériam (Wayne et al., 1976).

3.1.4. Enterobaktin

Enterobaktin bol prvy krat purifikovany zo supernatantu sérovaru Typhimurium
(Salmonella enterica) a E. coli kultary (Earhart, C. F:, 1996). Jeho purifikacia sposobila v roku
1970 jeho prvia kontroverziu. Pollack a Neilands, ktori izolovali zli¢eninu zo Salmonella
typhimurium, ju pomenovali enterobaktin, zatial’ ¢o O'Brien a Gibson, ktori tu ista zli¢eninu
izolovali z E. coli ju nazvali enterochelin. Aj napriek tomu ze O Brien a Gibson predlozili svoj
¢lanok skor, ¢lanok Pollacka a Neilandsa bol distribuovany ako prvy a tym sa rozsirilo uzivanie
oboch mien (Pollack, J.R., Neilands, J.B., 1970; O'Brien, I.G., Gibson, F., 1970).

Z genetického pohladu ide o interakciu troch hlavnych génov. Obrazok 9 znazoriuje
schematicki mapu génového klastru spolu s transkripénymi jednotkami a potencialnymi
regulacnymi miestami. Iniciacny bod pre syntézu vyzaduje pritomnost’ troch génov: entC, ktory
koduje syntézu izochorizmatu, entB, ktory koduje 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoatovi
syntetazu a entA, ktory koduje 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoatovi dehydrogenazu. Druhy
stupeil sa zaoberd syntézou jednej molekuly enterobaktinu ztroch setov molekual 2,3-
dihydrixybenzoovej kyseliny a L-serinu. Produkty génov entD, entE, entF a entB katalyzuju
tento krok. Proteiny kodované spomenutymi génmi si uvolfiované cez osmoticky Sok

(Armstrong, S. K., et al., 1989; Crosa, J. H. et Walsh, C. T., 2002).
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Obrazok 9: Genetika a enzymoldgia biosyntézy E. coli. A- schéma biosyntézy enterobaktinu a transport génov. B- schéma
syntetdzy kédovanej génmi vyobrazenymi na paneli A s findlnym produktom, enterobaktinom (Crosa, J. H. et Walsh, C. T.,
2002).

Po chemickej stranke sa jedna sa o bakterialny siderofor s molekularnym vzorcom

CaoH27N30O1s. (Ward, et al., 1999).
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Obrdzok 10: Chemicky Struktura enterobaktinu (Raymond, K.N, et al., 2003)

Biosyntéza Ent je zostavend pdsobenim neribozomadlnej peptidovej syntetazy. Je to
dvojkrokovy proces. Chorizmova kyselina, prekurzor niektorych aromatickych aminokyselin,
je konvertovany do formy isochorizmatu, nasledne 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoatu
a findlne do 2,3-dihydroxybenzoovej kyseliny (DHB). Amidova vidzba medzi DHB a L-

serinom je katalyzovand EntD, EntE, EntF a C-koncom arylového nosica EntB. Serin je
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aktivovany adenylédciou a nasledne je naviazany na doménu peptidylového nosného proteinu
EntF ako acyl-S-pantoteinovy intermediat. Kone¢na tioesterazova doména EntF nasledne
vypusti enterobaktin hydrolyzou troch molekul DHB-Ser cez vnutromolekulovu cyklizaciu

(obr. ¢. 11) (Raymond, K.N, et al., 2003).

Chemicka syntéza Ent bola prvy krat zaznamenana dvojicou Corey a Bhattacharya
(Corey, E. J., Bhattacharyya, S., 1977). Ich postup vyustil v produkciu Ent s relativne nizkym
vynosom. Nasledné syntézy Ent a jeho enantiomeru postupne zvySovali vynosnost.

Jednokrokova syntéza triserinového laktonu zvysila vynosnost’ na priblizne 50% (Shanzer, A.,

Libman, J., 1983; Seebach, D., et al., 1992) a tiez umoznila funkcionalizaciu trilaktonu cez

naviazanie aj inych chelatacnych skupin nez katecholamidov (Meyer, M. et al, 1997; Ramirez,

R.J. A.etal., 1997).
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Obrdzok 11: Schéma syntézy Ent prirodnou a umelou cestou (Raymond, K.N, et al., 2003).

Enterobaktiny su produkované baktériemi z rodiny Enterobacteriaceae, ¢o zahina
vietky baktérie kmena E. coli, ktoré majii vysoka afinitu k Zelezu. Dalimi znamymi
producentami enterobaktinu st S. typhimurium, K. pneumoniae a E. herbicola. Enterobaktin je
znamy pre jeho schopnost’ chelatovat’ zelezo aj z prostredia s ve'mi nizkou koncentraciou.
Afinita Ent k Zelezu je jedna z najsilnejsie zaznamenanych, K = 10°> M (Carrano, C.J., et
Raymond K.N., 1979). Enterobaktin E. coli ma molekulovii hmotnost' 669 kDa, ¢o mu
znemoznuje difuzovat’ cez vonkaj$iu membranu, preto je transportovany pomocou aktivneho

transportného mechanizmu pre transport a zachytavanie zeleza (Hans, et al., 2001; Gregory, et

19



al., 2012).

3.2. Zelezo

3.2.1. Chemicko-fyzikalna charakteristika Zeleza

Zelezo je svetlo Sedy aZ biely, druhy najrozsirenejsi tazky kov na Zemi. Patri medzi
prvky VIII. vedlajSej podskupiny s typickymi vlastnostami neprechodnych kovov
s centrovanou kubickou mriezkou s vysokou teplotou topenia a varu. ZIuceniny Zeleza su ¢asto
paramagnetické. Jeho prirodny vyskyt v zemskej kore sa limituje vyhradne na zluceniny
hematitu (Fe20), limonitu (2Fe203.3H20), magnetitu (Fes0a), sideritu (FeCOs3), pyritu (FeS»)

a malé mnozstvo je doprovodom rud inych kovov (Kamenicek, J., et al., 1997).

Zelezo je najrozsireneji prechodny prvok v l'udskom tele. Pre svoju schopnost
existovat’ v dvoch oxidac¢nych stavoch je idedlnym redoxnym katalyzatorom pre réznorodé
bunecné procesy, vratane dychacich procesov areplikacie DNA. Redoxny potencidl je
zodpovedny za pripadnu toxicitu, preto musi byt distriblicia a koncentracia starostlivo
kontrolovana organizmom (Cassat, J.E., et Skaar, E.P., 2013). Rozpustnost’ Zeleza v acrobnom
prostredi je vel'mi nizka pri fyziologickom pH kvdli oxidacii zeleznatych i6noch na nerozpustné
zelezité hydroxidy (Hider, R.C. et Kong, X., 2010). Zelezo mbze katalyzovat' Fentonovu
reakciu a vygenerovat’ volné radikaly, ktoré su schopné poskodit’ tuky, DNA a proteiny
(Cassat, J.E., et Skaar, E.P., 2013).

3.2.2. Uloha Zeleza v organizme

Zelezo je esencialna zlozka pre rast, replikiciu a metabolizmus takmer vsetkych foriem
zivota vdaka svojej schopnosti koordinovat’ a aktivovat’ kyslik. Tieto vlastnosti sa podpisali
pod jeho schopnost’” vystupovat ako kofaktor v mnohych kl'ai¢ovych enzymovych reakciach,
vratane ATP syntézy, nukleotidovej biosyntézy a DNA replikécie, transkripcie a opravnych
reakciach (Drakesmith, H., Prentice, A., 2008). DLudsky metabolizmus je vel'mi G¢inny pri
nardbani so zasobami Zeleza, denne sa strati maximalne 0,5-1 mg z priblizne 4-5 g zasoby
zeleza nachadzajucej sa v dospelom jedincovi (Nathan, et al., 2003). Cudsky organizmus viaze
a uklada zelezo vo viacerych proteinovych Struktirach ako napr. hemoglobin, haptoglobin,

transferin, feritin a lactoferrin, ¢im limituje pristup volného Zzeleza pre patologické baktérie

(Page, M.G.P., 2019).

Homeostaza Zeleza u ¢loveka sa uskutociiuje cez absorpciu v dvanastniku a recyklovanie
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zasob Zeleza. Za normdlnych podmienok su priblizne % telesnych zéasob Zeleza
inkorporovanych v hemoglobine. ZvySok je uchovavany intracelularne ako ferritin alebo je
naviazany na extracelularne proteiny (Brock, J.H., 1999). Poskodené tkanivo infekciou alebo

zédpalom meni homeostazu zeleza zvySenim absorpcie Zeleza a sekvestraciou makrofagov

(Wessling-Resnick, M., 2010; Ganz, T., et Nemeth, E., 2015).

Absorpcia zeleza u 'udi sa deje v duodéne, pricom priamo zavisi na dostupnych zasobach.
Prijem je regulovany hepticidinom, oligopeptidovym hormoénom syntetizovanym v peceni
(Ganz, T., 2006; Nemeth, E., et Ganz, T., 2006). Produkcia hepcidinu je zvySena pocas infekcie,
zapalu a bola zaznamenana korelacia tohto javu s antimikrobialnou aktivitou (Park, C.H., et al.,
2001; Jiang, X.F., et al., 2017). Zelezo naviazané na hepcidin je transportovano do buniek cez
ferroportin, ¢o umoziiuje makrofdgom, hepatocytom a enterocytom ziskat’ Zelezo, ktoré by

Vv inom pripade bolo uvol'nené do krvného obehu (Page, M., 2019).
3.2.2.1. Mikrobialne stratégie pre ziskavanie Zeleza

Koncentracia Zeleza v organizme je tieZ zniZzend v infekénom prostredi kvoli neustdlemu
potlacovaniu prijmu Zeleza mikrobialnimi bunkami infek¢ného hostitel'a (Golonka, R., et al.,
2019). Patogény si vyvinuli niekol'’ko spdsobov ziskavania Zeleza z hostiteI'ského organizmu a
prostredia. Medzi inymi moéze byt prijaty aktivnym transportom naviazanim na siderofory,
ziskanim Zzeleza z hem-obsahujtcich proteinov, z transferinu, laktoferinu alebo feritinu alebo

prostrednictvom jeho dvojmocného i6nu. (Page, M., 2019; Caza, M., Kronstad, J.W., 2013).

K ziskavaniu Zeleza z hemovej skupiny dochadza u niektorych patologickych baktérii a
huab vylu€ovanim hemolyzinov, ¢o vedie k degradécii erytrocytov so sucasnym uvolnenim
hemoglobinu, alebo degradaciou proteinov protedzami. Hemolyziny boli identifikované
u Gram-negativnych baktérii ako napr. E. coli, Vibrio cholerae El-Tor (HIyA) a Bordetella
pertussis (CyaA) (Felmlee, et al., 1985; Otto 1998; Ludwig, et al., 2004; Drago-Serrano, et al.,
2006; Stoebner, Payne, 1988; Glasser, et al., 1988 ). V pripade Gram-pozitivnych baktérii sa
jedna o Staphylococcus epidermis a Bacillus cereus (Verdon, J., et al., 2009; Senesi, S.,
Ghelardi, E., 2010). Medzi huby shemolytickou aktivitou sa zarad’'uji napr. plesen A.
fumigatus, polymorfna huba C. albicans alebo kvasinky C. neoformans (Yokota, K., ., et al.,
1977; Manns, J.M., et al., 1994). RozliSujeme priamy prijem hem-skupiny a prijem pouzitim

sideroforov (hem-viazace proteiny). Tieto Stidie st podrobne preskimané v pripade mnohych
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Gram-negativnych baktérii, zatial’ ¢o bolo zaznamenanych len par prikladov Gram-pozitivnych

baktérii a hab.

Priamy prijem hem-skupiny Gram-negativnymi baktériami je sprostredkovany
rozpoznanim a naviazanim Specifického receptoru na vonkaj$iu membranu. Tieto membranové
receptory st schopné sa priamo naviazat’ na hem-skupinu a sprostredkovat’ jej transport.
Zvycajne su schopné naviazat proteiny obsahujuce hem, napr. hemoglobin, haptoglobin-
hemoglobin, hemopexin-hem a myoglobin (Wandersman, C., Delepelaire, P., 2004). V tomto
pripade ide o extrakciu hem-skupiny z komplexov a nasledny transport do periplazmy (TonB-
dependentny transport u Gram-negativnych baktérii). TonB-ExbB-ExbD je komplex, ktory
prevadza energiu na receptory vonkajsej membrany s ciel'om uvolnit’ translokaciu Specifického
nakladu (obr. ¢. 12) (Braun,V., Braun, M., 2002). Vi¢sina receptorov pre prijem hemu
na vonkajSej membrane, rovnako ako transportéry sideroforov a transferin/laktoferinové
receptory patria k TonB-zavislym vonkaj$im transportérom (Ferguson, A.D., Deisenhofer, J.,
2002). Gram-negativne baktérie mozu vyuzivat pre prijem hemu aj hemofoéry. Jedna sa
0 Specialne vyluCované proteiny, ktoré maji schopnost’ viazat hem alebo hem obsahujuce
proteiny v extraceluldrnom prostredi (Wandersman, C., Delepelaire, P., 2012). Tento systém sa
nasledne potvrdil aj v pripade Gram-pozitivnych baktérii a hub ale v mensej miere (Letoffe,S.,
etal., 1994; Cadieux, B., et al., 2013; Wandersman, C., Delepelaire, P., 2012). Gram-pozitivne
baktérie prijimaju hem-skupinu povrchovymi receptormi, chaperonmi bunkovej steny
(poméhaji s v€lenenim hem skupiny), pomocou ABC transportérov (zodpovednych za
membranovu translokaciu a oxygenazovu aktivitu ktora findlne uvolnuje zelezo z hemu)
(Allen, C.E., Schmitt, M.P., 2009). V pripade hub ide o menej preskimany fenomén.
Ziskavanie zeleza z hemu bolo prvy krat opisané v roku 1992 u C. albicans (Moors, M.A., et
al., 1992). C. albicans viaze erytrocyty akoby cez receptoru podobnti molekulu, ktora obsahuje
hemolytické faktory, mannoproteiny (Watanabe, T., et al., 1999; Caza, M., Kronstad, J.W.,
2013).
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Obrdzok 12: Schéma prijmu a utilizdcie hemoglobinu a hemu. Zobrazené mechanizmy su nasledovné: Gram-negativna
baktéria P. aeruginosa cez Phu systém, Gram-pozitivna baktéria cez Isd systém. Prijem hubou Candida albicans je zndzorneny
pomocou receptorov Rbt5, Rbt51, Pga7 (Caza, M., Kronstad, J.W., 2013).

Ziskavanie zeleza cez laktoferin, transferin a ferritin prebieha u Gram-negativnych
baktérii, ako napr. N. meningitidis a N. gonorrhoeae, cez receotory ThpAB a LbpAB, ktoré
sprostredkuvaji prijem trojmocného zeleza (Cornelissen, C.N., et al., 1992; Biswas, G.D.,
Sparling, P.F., 1995). TbpAB systém sa sklada z dvoch transferin viazucich proteinov, ktoré st
sprostredkované operénom regulovanym cez Fur a kddované cez TonB-zavisly protein TbpA
a lipoprotein TbpB, ktoré pdsobia ako ko-receptory (obr. ¢. 13) (Ronpirin, C., et al., 2001).
TbpA sa viaze na apo- a holo-transferin s rovnakou afinitou, zatial ¢o TbpB preferuje
naviazanie na transferin s uz naviazanym zelezom (Cornelissen, C.N., Sparling, P.F., 1996;
Boulton, 1., et al., 1998). TbpA je schopné vytazit’ zelezo z transferinu aj v pripade absencie
jeho ko-receptoru, ale tento proces je viac vyhodny v pripade, Ze TbpB je pritomné. Odhaduje
sa, ze viac ako polovica Zeleza sa ziskava pomocou TbpB (Cornelissen, C.N., Sparling, P.F.,

1996; Caza, M., Kronstad, J.W., 2013).
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Obrdzok 13: Ziskavanie Zeleza z transferinu a laktoferinu. V pripade Gram-negativnej baktérie ide o mechanizmus Neisseria
gonorrhoeae cez TbpAB-FbpABC transportéry. Gram-pozitivna baktéria Staphylococcus aureus cez SstABCD transportér
a katecholaminy. Prijem Zeleza v pripade patogénnej huby Candida albicans prebieha cez reduktdzu Frel0 a Ftrl (Caza, M.,
Kronstad, J.W., 2013).

Internalizacia sideroforov u Gram-negativnych baktérii typicky prebieha cez ABC
transportéry. Aj napriek tomu, ze v niektorych pripadoch bolo zaznamenané posobenie permeaz
pohéinanych protébnovou pumpou, preferovany spdsob prijmu Zeleza je pomocou sideroforov.
Sideroféry s naviazanym zelezom st najskor rozpoznané Specifickymi povrchovymi
receptormi, ktoré patria do rodiny TonB-zavislych vonkajsich transportérov (TBDT) rodiny
a zvyCajne su regulované pomocou Fur. Siderofor s naviazanym Zzelezom prechadza cez
rozlicné membrany a bunkovu stenu pomocou chaperénovych proteinov. Ked sa molekula
dostane do vnutorného priestoru nasleduje uvolnenie zeleza cez degradaciu sideroforu alebo
cez redoxné reakcie (Faraldo-Gomez, J.D., Sansom, M.S., 2003; Caza, M., Kronstad, J.W.,
2013). Sideroféory s naviazanym Zelezom potrebuju  prestipit dve membrany
a peptidoglykanovii bunkovu stenu aby dosiahli vnutrobunkovy priestor. Za spravne
rozpoznanie a naviazanie su zodpovedné Specifické receptory na povrchu membrany ako napr.
FepA, IroN a PfeA u E. coli, S. enterica a P. aeruginosa. Jednokrokovy transportny systém bol
popisany v pripade pouzitia aerobaktinu u E. coli cez receptory IutA a ABC transportér
FhuBCD (De Lorenzo, V., et al.,, 1987). Tento transportér tiez sprostredkovava prijem
terichromu, koprogénu a rhodotorulovej kyseliny cez receptory FhuA, FhuE a Fiu (Fecker, L.,
Braun, V., 1983). Katecholatové siderofory s naviazanym zelezom st translokované po
rozpoznani receptorom FepA na vonkajSej membrane (len v pripade enterobaktinu) alebo
pomocou IroN receptorov vyzadujicich energiu na transdukciu cez TonB-ExbD-ExbB
komplex (Pierce, J.R., et al., 1983). Sideroférovy transport u Gram-pozitivnych baktérii

prebicha tiez na zaklade translokacie cez ABC transportéry. V pripade S. aureus sledujeme
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produkciu dvoch sideroforov, staphyloferrinu A a B, ktoré st prenesené do cytoplazmy cez
transportéry HtsABC a SirABC. Transportéry HtsA a SirA sa nachadzaju na povrchu
membrany, zatial’ ¢o HtsBC a SirBC st komponentami membrany (obr. ¢. 14) (Skaar, E.P., et
al., 2004). V pripade patogénnych hub bola zaznamenana tGc¢ast’ ferrichromu, ktorého velka
Struktirna komplexita vyustila v 20 Struktarne odliSnych hexapeptidov s mnohymi
modifikaciami, ako napr. pridanie hydroxymethylovej skupiny alebo methylovej skupiny na
vedlajsi retazec (Winkelmann, G., 2007). Niektoré mikroorganismy nie si schopné produkcie
vlastného siderofoéru avSak vedia vyuzivat xenosiderofory ziskané pomocou Specifickych
transportérov. Xenosiderofory su siderofory produkované jednym organizmom a vyuzivané
inym organizmom. Vo vSeobecnosti tento sposob preferuji oproti vyuzivaniu ABC

transportérov (Haas, H. et al., 2008; Haas, H., et al., 2003; Caza, M., Kronstad, J.W., 2013).
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Obrazok 14: Schéma prijmu trojmocného Zeleza cez sideroféry. Receptor IronN, ABC transportér FepBCDG a esterdza
Fes a IronDE sprostredkivaju prijem sideroférov u Gram-negativnych baktérii ako napr. E. coli. V pripade Staphylococcus
aureus posobia ako ABC transportéry HstABC a SirABC. Aspergillus fumigatus vylucuje sideroféry FsC a TAFC, ktoré su
nasledne degradované EstB (Caza, M., Kronstad, J.W., 2013).

Prijem dvojmocného Zeleza sa vyskytuje u baktérii aj hub. Zeleznaté iony existuju
Vv kyslych prostrediach alebo volne vznikaju pdsobenim reduktiz. Dvojmocné Zelezo je
schopné sa vol'ne difundovat’ cez vonkajSiu membranu Gram-negativnych baktérii s naslednym
transportom do vnutornej membrany cez ABC transportér FeoABC (Kammler, M., 1993). FeoB
je hlavny transmembranovy transportér, ktory posobi ako permedza, zatial' ¢o FeoC pdsobi ako

jeho regulator (obr. &. 15). Uloha FeoA ziatial’ nie je dostatoéne preskamana (Lau, C.K., et al.,
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2013). Gram-pozitivne baktérie pouzivaju EfeUOB komplex, ktory je porovnatelny s Cfol-
Cftl komplexom vyuzivanym hubami (Caza, M., Kronstad, J.W., 2013).

@ Zelezité 1dny @ Zeleznaté iony

Obrazok 15: Schéma prijmu dvojmocného idnu Zeleza. Gram-negativna baktéria Yersinina pestis pouziva YfeABCD
proteiny zatial ¢o Gram-pozitivha baktéria Bacillus subtilis pouziva EfeUOB komplex. Fungalny patogén Cryptococcus
neoformans pouziva Cfol-Cftloxidazovo-permedzovy komplex, pigment melanin aredukovanu kyselinu 3-

hydroxyanthranilovu na redukciu a prijem dvojmocného Zeleza (Caza, M., Kronstad, J.W., 2013).

3.3.  Vyuzitie zobrazovacich metod nuklearnej mediciny v Kklinickej

praxi a vyskumu.

Nuklearna medicina je obor, ktory vyuziva radiofarmaka na vyhodnotenie, diagnostiku
a liecbu réznych ochoreni. Specialne navrhnuté kamery dovoluju lekarom sledovat’ pohyb
radiofarmak v tele v realnom case. Jednofotonova emisna vypoctova tomografia (SPECT)
a pozitrobnova emisna tomografia (PET), st dve najpouzivanejSie techniky na vytvaranie

zaznamov v nuklearnej mediciny.
3.3.1. Pozitronova emisna tomografia

Pozitrénova emisna tomografia (PET) je vel'mi senzitivna technika pouZivana pre
neinvazivne zobrazovanie molekularnych procesov pouzZivand od devit'desiatych rokov aj
Vv klinickej praxi. Téato technika rozliSuje rozdielne tkaniva na zéklade ich metabolizmu, a aj
preto najCastejSie nachadza svoje vyuzitie v kardioldgii, neurologii a onkoldgii. Princip
zobrazovacej metody spociva v zachytdvani Ziarenia z tela pacienta (resp. skimaného objektu
vo vyskume) po aplikéacii malého mnozstva radioaktivnej latky. PET zobrazuje rozne tkaniva

na zéklade ich r6znorodej schopnosti akumulovat’ podant radioaktivnu latku (Shahhosseini, S.,
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2011; Berger, A., 2003).

Radiofarmakum podané pacientovi alebo testovanému objektu obsahuje pozitronovy
ziari€, ktory pri svojej ret'azovej premene na neradioaktivny izotop vyziari do okolia anticasticu
elektronu, tzv. pozitron, ktory ma kratky polcas rozpadu a zanikne najd’alej jeden milimeter od
miesta jeho vzniku (Bé€lohlavek, O., 2009). Pozitron vyziari pred svojim zdnikom dva
protichodné fotony, ktoré majt presne 511 keV (Samal, M., et Stich, V., 2000). Tieto fotony st
detekované koincidencnym detektorom. PET kamera sa skladd z jedného az troch prstencov,
pricom kazdy znich ma niekolko stoviek scintilacnych krystalov rozlozenych do 6smych
vrstiev (Trojanova, H., 2008; Samal, M., et Stich, V., 2000). Krystaly detekuju len dvojice
fotonov, ktoré dopadli na dva protil'ahlé detektory v rovnakt dobu pod uhlom 180°. Detektory
pre PET systémy su predovSetkym tvorené jodidom sodnym dotovanym thaliom, alebo
germandtom bizmutu, fluoridom barnatym, gadoliniom orthosilikdtom a lutéciom
orthosilikatom (Sharp, P.F., et al., 2005). Nasledna rekonstrukcia obrazu prebieha pomocou
vypoctovej techniky.

Medzi radiofarmaka pouzivané v klinickej praxi patri molekula glukdézy modifikovana
izotopom 8F. Chemicky nazov modifikovanej molekuly je 2-fluor-2-deoxy-D-glukéza (FDG).
BEDG nasla svoje vyuzitie pri detekcii oblasti s abnormilnym metabolizmom glukézy,
lokalizacii primarneho nadoru u pacientov s metastatickym postihnutim a skimani demencie
a mftvice (Berger, A., 2003). Dalsim uznavanym radiofarmakom je amoniaku **NHg, ktory sa
pouziva pre hodnotenie prietoku krvi myokardu, ®F-fluciclovin, predavany pod obchodnou
znaékou Axumin, sa pouZiva na zobrazenie prelie¢eného karcindmu prostaty. ®F-flutemetamol
(Vizamyl), 8F-florbetaben (Neuraceq) spolu s ®F-florbetapirom (Amyvid) sa pouzivajii najma
V neurolégii a neurochirurgii pre vizualizdciu funkénosti mozgu a jeho kognitivnych cez
priblizny odhad hustoty B-amyloidnych plakov. 8RbCl (CardioGen-82) sa pouziva na
porovnanie myokardu vystaveného farmakologickému stresu a pokoju pre evaludciu
regionalnej perfuzie u dospelych pacientov s podozrenim na ochorenie korondrnych artérii.
8Ga-DOTATOC sa pouziva pre lokalizaciu somatostatinového receptoru u pacientov
s vyskytom  neuroendokrinnych ~ tumorov  (http://www.radiopharmaceuticals.info/pet-

radiopharmaceuticals.html).
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3.3.2. Jednofotonova emisna vypoctova tomografia

Zaciatok jednofotonovej emisnej vypoctovej tomografie (SPECT) sa pripisuje pionierom
Kuhlovi a Edwardsovi (1963), ktory polozili zaklady novej metddy a neskor Mirshanovovi,
ktory ziskal patent za kombiniciu transmizne-emisnej tomografie v roku 1987 (Mirshanov
D.M., 1997; Mirshanov D.M., 1987). Ide 0 neinvazivnu techniku, ktora poskytuje 3D zabery
informujuce o funk¢nosti organizmu s vysokou presnostou. Metdda je zalozena na detekcii
malého mnozstva radionuklidu injekéne podaného pacientovi pricom sa detekuje vyziarena
prebyto¢na energia , ktora vznika pri prirodzenej premene radionuklidu na jeho stabilnu formu
(Accorsi, R., 2008). Hlavnym rozdielom oproti PET metode je detekcia iba jedného fotonu
namiesto fotonového paru a vyuzitie y-ziarica namiesto pozitronovych ziaricov (Trnka, J.,

2015; Hrazdira, 1. et Mornstein, V., 2001).

Scintigrafia, z ktorej metdda vychadza, je zaloZena na principe premeny fotonov gama
ziarenia na svetelné Ziarenie s naslednou premenou na elektricky impulz. Presné miesto vzniku
Ziarenia je zaznamenané scintilacnou kamerou. Vyslednym zaznamom v Case je snimka
biodistribucie radiofarmaka v tele (Lacko A. et al., 2017). Tato zobrazovacia metdda umoziuje

Vv klinickej praxi sledovat’ perfuziu a funkcionalitu Specifickych tkaniv.

Jednofotonova emisnd tomografia vytvara vSak trojdimenziondlny obraz zobrazujlci
distribiciu raddiofarmaka zavedené¢ho do pacienta pre diagnostické ucely. Kombinéciou
konvencnej scintigrafie a vypoc¢tovych tomografickych metod je mozné ziskat informacie
0 funkénosti tkaniva v 3D vo vysokom rozliseni. Vacsina SPECT skenerov dnes pouziva
Nal(Tl) detektory. SPECT systém pozostava z jednej alebo viacerych scintilaénych kamier,
ktoré zaznamenavaju 2D planarne projekcie, ktoré sa nasledne spoja do 3D zaznamu (Tsui, B.
M. W., 1996). Zakladna funkcia kamery je pri detekcii fotonov produkovanych gama rozpadom
proby, ktoré su emitované do vSetkych smerov od pacienta. Kolimator sluzi ako filter
zachytenych fotonov, ¢im umoznuje Casticiam ktoré su paralelné na detektor prejst’ skrz.

Kolimator teda sustred’uje radidciu a ovplyviluje senzitivitu a rezoliciu findlneho snimku

(Khalil, M.M., et al., 2011; Israel, O., et al., 2019).

Vyznam metody lezi v jej schopnosti poskytnit’ detailni informaciu o fyziologickom
stave tkaniv cez produkciu a administraciu radioaktivneho indikatora, sondy. Sondy su vo
vSeobecnosti detekované cez gamakamery. Ide o radioaktivny izotdp naviazany na biologicky

aktivny ligand Specificky ur¢itému tkanivu (Hutton, B.F., 2014). Medzi zname y-emitujuce
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radionuklidy pouzivané v pripade SPECT metddy patria indium-111, metastabilné technécium-
99m, j6d-123. Aby sa radionuklidy dostali na zoznam, ktory ich oznaci za vhodné pre vyuzitie
v praxi, musia byt’ bez nosica, netoxické, biologicky polcas rozpadu neméze byt vacsi ako
dizka $tadie, nemozu interagovat’ s o a p emisnymi ¢asticami, musia mat’ nizku cenu a musia
byt Tlahko dostupné (Naqvi, S.A.R., Imran, M.B., 2020). Medzi FDA povolené
radiofarmaceutikd pre SPECT zobrazovanie patri napr. joflupan (}%1 ) s obchodnym ndzvom
DaTscan pre vizualizaciu mozgu u pacientov s podozrenim na Parkinsonovu chorobu alebo
bikisat dihydrochlorid s obchodnym nazvom Neurolit, ktory sa pouziva na lokalizdciu mftvice
(https://www.cardinalhealth.com/content/dam/corp/web/documents/fact-sheet/cardinal-health-

fda-approved-radiopharmaceuticals.pdf).

SPECT zobrazovacie techniky nasli svoje uplatnenie aj v odvetvi kardiologickych chorob,
obzvlast’ pri ur€ovani myokardialnej perfuzie. Metdda sa vyuziva aj pri evaluécii pacientov
S podozrenim na demenciu, na lokalizaciu epileptického ohniska predoperacne, pri diagndze
encefalitidy, pri monitorovani subarachnoidovej hemoragie, pri detekcii a ohodnoteni

cerebrovaskularnych chordb a v mnohych d’alsich diagnostik (Khalil, M.M., et al., 2011).
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4 Material a metody

4.1. Biologicky material
e Ludské krvné sérum- Transfizne oddelenie Fakultnej nemocnice v Olomouci

e Laboratorne zvierata

4.1.1. Experimenty na zvieratach

Vsetky experimenty boli vykonané v stlade s reguldciami a smernicami zakona
246/1992 Sb. a s povolenim Ministerstva S$kolstva, mladeze a telovychovy (MSMT-
18933/2013-1) a Odborné komisie na ochranu zvierat proti tyraniu Lekarskej fakulty Univerzity

Palackého v Olomouci. Vsetky experimenty boli vykonané na samiciach mysi kmena Balb/c.

4.2. Pouzité chemikalie, sapravy a roztoky

Pouzité chemikalie
e Methanol (BDH PROLABO, kat. ¢. 20864.320)
e Kyselina diethylentriaminpentaoctova — DTPA (Merck Millipore , kat. ¢. D1133)
e Oktanol (BDH PROLABO, kat. ¢. 20850.296)
e Chlorid zelezity (Merck Millipore , kat.¢. 157740-100G)
e 30% Kyselina chlorovodikova (Merck Millipore, kat.¢. 96208)
e Hydrogén fosfore¢nan sodny (Merck Millipore, kat.¢. 71643)
e Dihydrogén fosforecnan sodny (Merck Millipore, kat.c.71507)
e Chlorid sodny (Merck Millipore, kat.¢.D1133-250G)
e Isofluran (Merck Millipore, kat.¢. 792632)
e Kiyselina chlorovodikova (Merck Millipore, kat.¢.96208)
e Acetatovy tlmivy roztok
e Octan amoénny (Merck Millipore, kat. ¢.533004)
e Hydroxid sodny (Merck Millipore, kat.¢.1310)
e Deionizovana voda
¢ Enterobaktin (Microcollections)

e Aecrobaktin (Microcollections)
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Pouzité supravy

Gélové kolonky
Chromatograficky papier pre iTLC-SG

Pouzité roztoky a ich priprava

fyziologicky roztok- 0,9% NaCl (BBRAUN, kat.¢. 5/395478/1109)

IM roztok octanu amonneho- 77,1 g octanu amonneho bolo rozpustenych v 1 | diH20
1,1M roztok octanu sodného- 310 mg trihydratu octanu sodného bolo rozpustenych v 2
ml diH.O

0,1M roztok chloridu Zelezitého- 1,62 g chloridu Zelezitého bolo rozpustenych v 100 ml

diH20

6mM roztok DTPA- 236 mg DTPA bolo rozpustenych v 100 ml diH20

PBS- 3,5 g Na2HPO4- 2 H20 bolo rozpustenych v 100 ml diH20 a 2,7 g NaH2PO4- H20

v 100 ml diH20, 30 ml roztoku Na;HPO42 H20 sa zmiesalo s 19,5 ml roztoku
NaH2PO4- H20. Objem sa doplnil na findlnych 100 ml

0,IM kyselina chlorovodikova- 1 | diH20 bol zmiesany s 12,18 g 30% kyseliny

chlorovodikove;j

4.3. Zoznam pouzitych pristrojov

%8Ge/*®Ga generator (IGG; Eckert & Ziegler)

hybridny zobrazovaci syst¢ém PET/SPECT/CT pre malé laboratdrne zvierata (Albira;
Bruker Biospis Corporation)

automaticky gama poéita¢ (2480 Wizard?, Perkin Elmer)

trepacka pre inkubaciu (Vortex V1 plus Biosan)

vortex Genius 3 (IKA VORTEX)

centrifiga Smart 15 Micro Centrifuge (Hanil Science Industrial)

analytické vahy AS 220.3Y (RADAWAG)

termostat Thermo Scientific (Trigon Plus)

inkubator MD-02N (Major Science)
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4.4. PouZité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.4.1. Optimalizicia podmienok radioaktivneho znaéenia vybranych ®®Ga-

sideroforov

Radioaktivny izotop galia pre znacenie sideroférov bol ziskany z %Ge/*®Ga generatora
vo forme $8GaCls. Pouzitym eluénym ¢inidlom bola 0,1M HCI. K ziskaniu %Ga bola vykonana
frak¢na elucia, pricom z 1ml odobraného eluatu bolo 300 pl eluatu s radioaktivitou cca 15-30

MBq pouzitych k radioaktivnemu znaceniu.

Pre optimalizaciu radioaktivneho znacenia Studovanych sideroférov bolo otestované
rozne mnozstvo sideroforu v reakénej zmesi. Boli otestované mnozstva 0,1, 1, 5, 10 a 20 pg.
Nasledne bolo k sideroféru pridanych 300 pl raddioaktivnej zmesi a 30 pl 1,1M acetatového
tlmivého roztoku. Inkubacia prebehla pri laboratérnej teplote s reakénou dobou 5, 15 a 30
minat. Vysledna vzorka po uprave tlmivym roztokom vykazovala neutralne pH.
Radiochemicku gistota (RC) bola stanovena pomocou tenkovrstvovej chromatografie na
poréznom papieri vyrobenom z mikrovlakien impregnovanych silikagélom (ITLC-SG). Ako
mobilna faza bola pouzita zmes 1M octanu amoénneho a metanolu v pomere 1:1. Po vyvinuti
bola stanovena radiochemicka Cistota analyzou chromatogramov pomocou pristroja Cyclone
Plus Storage Phosphor Imager. Vysledky analyzy boli spracované pocitaovym softvérom

OptiQuant.

4.4.2. Testy stability

Stabilita pripravenych ®Ga-siderofori bola otestovana v pritomnosti vysokej
koncentracie konkurencného chelatoru (6mM kyseliny diethylentriaminpentaoctové (DTPA)),
v prostredi nadbytku konkuren¢ného kovu (0,1M FeCls) a v l'udskom séru. Pri testovani
stability s konkuren¢nym chelatotvornym ¢inidlom a kovom sa k 150 pl radioaktivnej latky
pridalo 150 pl roztoku DTPA v jednom a 150 pl roztoku FeCls v druhom pripade. Nasledne
bola zmes inkubovana pri 37°C po dobu 30, 60 a 120 min.

Stabilita v 'udskom séru bola otestovana zmieSanim 100 pl radioaktivne znacenej latky

S 300 pl ludského séra. Nasledovala inkubacia pri teplote 37°C po dobu 30, 60 a 120 min.
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4.4.3. RozdelPovaci koeficient

Radioaktivne znacené siderofory (50 pl z reakéni zmesi) boli zmiesané s 500ul oktanolu
a450ul PBS. Takto bolo pripravenych 6 vzoriek. Vsetky sktimavky boli zvortexované
a premieSané na trepaCke priblizne 20 minut pri otackach 450 rpm. Neskor sa vzorky
scentrifugovali 1 minutu pri otackach 15 000 rpm a bolo odobranych z kazdej skamavky 50 pl
vzorku z oktanolovej fazy a nasledne 50 ul vzorku z vodnej fazy, ¢ize PBS. Vysledné vzorky
boli analyzované jednotlivo pomocou gama pocitaca. Zo ziskanych dat boli nasledne
vypocitané rozdelovacie koeficienty testovanych %8Ga-sideroforov. Rozdel'ovaci koeficient bol

vypocitany pomocou vzorca pre log P:

l CMP (%)oktanolova faza
°9 CMP (%) vodna faza

logP =

4.4.4. Vizba na plazmatické proteiny

Pre testovanie vazby radioaktivne znacenych sideroférov na plazmatické proteiny boli
pripravené reakéni zmesi, ziskané zmie$anim 10 pl znac¢eného sideroforu so 190 pl 'udského
séra. Ako kontrolné boli pouzité rovnakym spésobom pripravené roztoky s PBS. Reakéné
zmesi sa inkubovali pri 37°C po dobu 30, 60 a 120 min. Inkubacia bola ukon¢ena odberom 25
ul zmesi a jej nanesenim na gélovi mikrokoldnku a naslednou centrifugaciou po dobu 2 mintt
pri 2000 g. Radioaktivita na gélovej kolonke a v eludte bola zmerand pomocou gama pocitaca.
Z nameranych dat boli vypo¢itané hodnoty vizieb testovanych %8Ga-sideroforti na plazmatické

proteiny.

4.45. PET/CT zobrazovanie

Pri zobrazovacich metdodach so syst¢tmom PET/SPECT/CT, pre malé laboratorne
zvieratd, bolo laboratornym zvieratdm aplikované retroorbitalne (r.0.) priblizne 100 pl
radioaktivne znacenej latky s aktivitou 5 — 10 MBq. Zvierata boli pri aplikacii a pocas celého
merania v inhalaéni anestézii (2% isofuran). Bylo provedeno vzdy statické PET/CT skenovani
v ¢asovych intervaloch 30 a 90 minut od podania radioaktivnej latky. Ihned po aplikaci ®Ga
znacenych siderofor bylo také provadéno dynamické PET skenovani po dobu 90 minut.
Nasledne boli ziskané data zrekonstruované v pocitacovom programe Albira Reconstructor. Po
rekonstrukcii boli vysledné obrazky vytvorené a analyzované v prisluSnom pocitacovom

programe (PMOD, Technologies Ltd., Zurich, Switzerland).
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4.4.6 Ex vivo biodistribucia

Skimané radioaktivne znaCené siderofory boli po kontrole pH a kvality znaCenia
nariedené 600 pl fyziologickym roztokom a aplikované retroorbitalne laboratornym zvieratam.
Pri aktivite vrozmedzi 1-2 MBq bolo aplikované mnozstvo priblizne 100 pl roztoku
radioaktivneho sideroforu. Nasledne sa v intervaloch 30 a 90 mintt po aplikacii latky do tela
zvierata usmrtili a ich jednotlivé organy vybrali a zmeralo sa mnozstvo radioaktivity pomoci
automatického gama pocitaca. Vysledky sa zaznamenavali v krvi, slezine, pankrease, zaludku,
¢revach, oblickach, peceni, srdci, plicach, vo svaloch a stehennej kosti. Ziskana data boli

spracované ako percento podanej latky na gram organu (%ID/g).
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5 Vysledky

5.1. 8Ga-Aerobaktin

5.1.1 Radioaktivne znacenie

Po vykonani testov pre zistenie optimdlnych podmienok znacenia boli ustanovené
nasledujuce hodnoty, 300 pl eluatu bolo pridanych k 10 ug znaceného sideroforu a 30 ul
acetatového tlmivého roztoku pri reakénej dobe 15 min za laboratornej teploty. Tieto reakcéne

podmienky boli nasledne pouzivané pre znaéeni *8Ga-aerobaktinu pri d’alich experimentoch.

Tabulka ¢.1: Optimalizacia podmienok pre znacenie aerobaktinu galliom-68 za laboratorne;

teploty (LT=25°C).

Mnozstvo peptidu (ng) RCHC (%)
0,1 44,0
1 66,6
5 69,1
10 88.9
20 86,8

Pre upravu pH na dosiahnutie pozadovanych neutrdlnych hodndt 6-7 sme nésledne
pridali podl'a potreby acetatovy tlmivy roztok. Radiochemicka cistota bola stanovena pomocou
tenkovrstvovej chromatografie (ITLC-SG). Namerana radiochemicka Cistota pri pouziti

optimalnych podmienok znacenia sa pohybovala okolo 90%.

Tabulka ¢.2: Optimalizacia podmienok pre znacenie aerobaktinu galliom-68 za laboratorne;
teploty (LT=25°C) pri réznom pH a Case inkubdcie.
Reakéna Teplota MnozZstvo RCHC (%) RCHC (%) RCHC (%) RCHC (%)

doba O peptidu (ug)  bez pufru s o) S

(min) 30ul pufru  100ul pufru  300ul pufru
5 LT A 10 0,2 77,0 83,8 86

15 LT A 10 2,9 88,9 85,8 87,9

30 LT A 10 3,8 84 91,5 90,9
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5.1.2. Testy stability

Komplex %Ga-Aerobaktin mal vel'mi nizku hodnotu stability v roztoku konkurenéného
kovu 0,1 M FeClsa aj v pritomnosti konkuren¢ného chelatoru 6 mM DTPA. Naopak v 'udskom
sére bol testovany komplex stabilnejsi. V ¢asovom intervale 120 min po inkubécii bola zistena

hodnota stability ®Ga-aerobaktinu v 'udskom sére zhruba 60%.

Tabulka &.3: In vitro stabilita ®*Ga-Aerobaktinu v roznom prostredi pri 37°C.

Cas (min)  Fe DTPA Sérum
30 0,1 8,9 71,4
60 0,1 9,7 72,8
120 0,1 3,2 59,8

5.1.3. Rozdel’ovaci koeficient a vizba na plazmatické proteiny

Hodnota rozdel'ovacieho koeficientu (log P) pre komplex ®3Ga-Aerobaktin, ktora bola
ziskand z automatického gama pocitaca ako podiel zastipenia radioaktivity v oktanolovej
a vodnej faze, bola vypoétom stanovena na -3,2 + 0,1. Testovany komplex vykazoval vel'mi
nizku viizbu na plazmatické proteiny in vitro. Namerané hodnoty vizby %8Ga-aerobaktinu na

plazmatické proteiny nepresiahli po celou dobu inkubacie 3 %.

Tabulka ¢.4: Rozdelovaci koeficient a viizba na plazmatické proteiny u ®Ga-aerobaktinu.
Reakéna Vizba na LogP+SD
doba (min) proteiny (%) (n=3)

30 1,2
60 2,3 -32+0,1
120 2,1

5.1.4. PET/CT zobrazovanie

Dynamické PET zobrazovanie ®3Ga-aerobaktinu v laboratérnych mysiach preukazalo
relativne uspokojivé farmakokinetické vlastnosti testovaného komplexu. Po retroorbitdlnom
vpichu %8Ga-aerobaktinu bolo mozné pozorovat pomerne rychlu distribiciu a eliminaciu

oblickami do moc¢ového mechura.
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Obrazok 16:Zdaznamy dynamického PET skenu U Aero. Dynamické PET zobrazovani laboratornej mysi po
aplikacii ®Ga-Aerobaktinu po dobu 90 min; korondrne rezy (MM = mocovy mechir, O- oblicky, GIT =

gastrointestinalny trakt, MP = miesto podania).
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Obrdzok 17:Zdznam zo statického PET/CT skenu u Aero. Statické PET/CT zobrazovania mysi po aplikacii %8Ga-
Aerobaktinu pri casovom intervale 30 min (vlavo) a 90 min (vpravo) po aplikacii ; korondrne rezy (MP = miesto

podania, O- oblicky, MM = mocovy mechiir).

5.1.5. Ex vivo biodistribticia u laboratéornych mysi

%8Ga-Aerobaktin vykazuje pomerne rychlu distribuciu z krvného obehu do organizmu
S naslednou elimindciou primarne cez oblicky. 30 minit po aplikicii zmesi bolo mozné
pozorovat’ najvacSie nahromadenie podanej latky v oblickach (5,62+2,05 %ID/g), pl'icach
(2,05+0,06 %ID/g) a kostiach (1,47+0,25 %ID/g). ZvySena hodnota radioaktivity bola
zaznamenana aj v krvi (2,87+0,56 %ID/g). Namerané hodnoty v zvySnych tkanivach

a organoch 30 min po aplikécii ®®Ga-Aerobaktinu neprekro¢ili 1,00 %ID/g.

90 minut po aplikacii ®Ga-aerobaktinu mysiam pokleslo mnozstvo radioaktivnej latky
v krvi z 2,87+0,56 %ID/g na 1,58+0,04 %ID/g, a v pripade obli¢iek doslo k poklesu na hodnotu
1,8+0,33 %ID/g. Podobne aj v placach (1,07+0,04 %ID/g) a kostiach (1,3+0,36 %ID/g) doslo
k znizeniu akumulacie ®8Ga-Aerobaktinu v porovnani s hodnotami ziskanymi 30 min po

aplikacii.
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Ex vivo biodistribu¢na $tudia %®Ga-aerobaktinu potvrdila vysledky ziskané z PET/CT

zobrazovania laboratornych mysi. Nahl'ad na vyhodnotenie prislusnych dat poskytuje graf 1.

10 ~

g -
I 30 min p.i. (n=3)
6 - R 90 min p.i. (n=3)

Percento aplikovanej davky na gram organu (%AD/g)

Graf 1: Ex vivo biodistribiicia ®®Ga-Aerobaktinu v laboratérnych mysich 30 min a 90 min po aplikdcii.

5.2. %8Ga-Enterobaktin

5.2.1. Radioaktivne znacenie

Pri optimalizacii radioaktivneho znacenia enterobaktinu boli vyhodnotené ako idealne
nasledujuce podmienky znacenia: 300 pl eluatu, 10 pg znaceného sideroforu, 30 ul acetatového
tlmivého roztoku, reakény ¢as 15 minut pri laboratérnej teplote. Uprava pH nasledne prebehla
pomocou acetatového tlmivého roztoku na pozadovanti neutralnu hodnotu v rozmedzi 6-7.
Radiochemicka Cistota bola stanovend pomocou ITLC-SG. Zaznamenana hodnota

radiochemickej Cistoty pri optimalnych podmienkach znacenia bola zhruba 95%.
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Tabul'ka ¢.5: Optimalizdcia mnozstva pre znacCenie enterobaktinu za laboratornej teploty (LT=

25°C) s reak¢nou dobou 15 min. Zvyraznena hodnota bola vybrana pre d’alSie experimenty.

Mnozstvo peptidu (ng) RCHC (%)
0,1 67,4
1 81,1
5 90,4
10 94,9
20 96,4

Tabul’ka ¢.6: Optimalizacia podmienok pre znaéenie enterobaktinu galliom-68 za laboratornej
teploty (LT= 25°C) pri roznom pH a ¢ase inkubacie. Zvyraznené podmienky znacenia boli

vybrané ako idealne pre nasledné experimenty.

Reakéna Teplota MnoZstvo RCHC (%) RCHC (%) RCHC (%) RCHC (%)
doba O peptidu (ng)  bez pufru S o) S

(min) 30ul pufru  100ul pufru  300ulpufru
5 LT E 10 11,2 94,0 97,6 95,1

15 LT E 10 10,3 94,9 97 96,9

30 LT E 10 8,8 96,3 97,2 97,9

5.2.2. Test stability

V pritomnosti konkurenéného kovu ukézal ®3Ga-Enterobaktin vyraznou nestabilitu uz
od zac¢iatku merania (30 min po inkubacii), naproti tomu Vv pritomnosti konkurenéného
chelatoru, vykazoval %8Ga-Enterobaktin pomerne uspokojivou stabilitu (cca 70 %) i 120 min po
inkubécii. Pri testovani stability ®Ga-Enterobaktinu v Tudskom sére boli hodnoty stability pri

vSetkych sledovanych casoch relativne vysoké (~90%).
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Tabul’ka &.7: In vitro stabilita ®Ga-Enterobaktinu v réznom prostredi pri 37°C

Cas (min) Fe DTPA Sérum
30 0,1 88,4 93,2
60 0,1 67,4 93,3
120 0,1 71,7 90,3

5.2.3. Rozdelovaci koeficient a vizba na plazmatické proteiny

Hodnota rozdelovacieho koeficientu (log P) %8Ga-Enterobaktinu bola ziskana
Z automatického gama pocitaca vydelenim zastipenia radioaktivity v oktanolovej faze a vo
vodnej faze. Vysledok bol -3,2 + 0,1. Vizba ®3Ga-Enterobaktinu na plazmatické proteiny bola

uz od prvého sledovaného ¢asového intervalu pomerne vysoka (cca 50 %).

Tabulka &.8: Rozdel'ovaci koeficient a viizba na plazmatické proteiny u ®3Ga-enterobaktinu.

Reak¢né doba (min) Vézba na proteiny Log P+ SD (n=3)

30 54,7
60 56,6 -32+01
120 55,3

5.2.4. PET/CT zobrazovanie

Po retroorbitalnej (r. 0.) aplikacii bolo mozné zaznamenat’ rychle spracovanie komplexu
organizmom s jeho nahromadenim v ¢revach, ktoré za¢ina uz 20 minut po aplikacii latky do
tela. Zabery potvrdzuju zachytavanie latky v gastrointestindlnom trakte zac¢inajice uz v prvych
piatich minttach. Snimky d’alej poukazuji na vysoku pritomnost’ latky v ¢revach. NajvysSie
zaznamenana hodnota signalu bola prave v GIT. %8Ga-Entb sa nasledne vychytava organizmom
v ladvinach. Tieto zabery sluzia ako vizualne potvrdenie merani znazornenych v nizsie

priloZzenom grafe 2.
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Obrazok 18:Zdaznamy dynamického PET skenu u Ent. Dynamické PET zobrazovanie laboratérnej mysi po aplikacii

88Ga-Enterobaktinu po dobu 90 min; korondrne rezy (MP = miesto podania, GIT = gastrointestindlny trakt, C-

creva).
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Obrazok 19: Zdznam zo statického PET/CT skenu u Ent. Statické PET/CT zobrazovanie laboratérnej mysi po
aplikacii %8Ga-Enterobaktinu pri ¢asovom intervale 30 min (vlavo) a 90 min (vpravo) po aplikacii ; korondrne

rezy (MP = miesto podania, GIT- gastrointestindlny trakt, C- érevd, MM = mocovy mechiir).

5.2.5. Ex vivo biodistribiicia u mysi

Studovany komplex %8Ga-Enterobaktinu preukazuje pomerne rychlu distribuciu z krvi
S vyraznym nahromadenim a retenciou Vv oblickach ac¢revach. ZvySena akumulacia
radioaktivity bola zaznamenana tiez V peCeni a plticach. 30 minat po aplikacii bolo
zaznamenané najvacSie nahromadenie sledovanej latky v oblickach s hodnotou
83,45+6,79%ID/g a v pripade criev s hodnotou 17,3%+1,8 %ID/g. V pripade plic sa hodnoty
pohybovali na Grovni 4,22+1,1 %ID/g a u peCene bola zaznamenana hodnota 4,48+1,01 %ID/g.

90 minat po aplikacii bolo mozné pozorovat vyskyt najvysSie nameranej hodnoty
radioaktivity v oblickach (123,91+4,03 %ID/g). Vyssia akumulacia sa tiez potvrdila v pripade
Criev, kde bol zaznamenany vzostup na 19,28 £1,04 %ID/g. Pritomnost’ radioaktivity v pl'acach
bola stanovena ako 1,29+0,36 %ID/g.
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Nahl'ad na vyhodnotenie prislusnych dat poskytuje graf 2.
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Graf 2:Ex vivo biodistribicia komplexu %8Ga-Enterobaktinu u laboratérnych mysi 30 min a 90 min po aplikacii.
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6 Diskusia

Infekéné ochorenia predstavuju jeden z najzavaznejSich problémov dnesnej doby. Su
spOsobené organizmami ako su baktérie, virusy, huby a parazity. Mézu byt prenasané
na ¢loveka z ¢loveka, zo zvierata ¢i hmyzu, alebo cez kontaminované prostredie ako napr.
znecisteny vzduch, pdda alebo voda. Sila prepuknutej infekcie uréuje intenzitu symptomov,
medzi ktoré radime tnavu, horucku, hnacku, bolesti svalov, kasel’, atd’. Niektorym infekénym
ochoreniam sa da predist’ vakcinaciou, napr. kiahne alebo osypky (Lakshmi, P. K., 2007).
Medzi rokmi 1940 a 2004 bol zaznamenany v I'udskej populacii na globalnej $kale prichod
okolo 335 infek¢nych ochoreni. Hlavnym vznikom tychto ochoreni je prirodzena evolicia
kmeniov patogénov ako reakcia na plosné pouzivanie antibiotik, napr. multi-lie¢ivova
rezistentnd tuberkul6za alebo chlorochin-rezistentna maldaria, alebo patogény, ktoré vstupili do
I'udskej populacie prvy krat, ako napr. HIV-1, SARS. Najnovsie sa na zoznam v roku 2019
pripisalo ochorenie COVID 19. Bol zaznamenany aj trend vzostupu ochoreni, ktoré boli
povazované za eliminované v populacii, ako napr. boreliéza. (Jones, K.E., et al. 2008). Doélezita
je vSak skuto¢nost, ze velka cast ztychto ochoreni vychadza aj z terapeutického
a diagnostického pristupu k pacientom. Prave z tohto dovodu je zrejma dolezitost’ spravnej

lieCby ochorenia, ktora stoji na presnej a v€asnej diagnostike.

Dnesnd analyza bakteridlnych infekcii spociva v diagnoéze klinickych symptomov
a Vv analyze telovych tekutin, ako napr. krvi alebo moc¢u pricom vyhodnotenie vychadza z
biologickych a genetickych testov a pomocou hmotnostnej spektrometrie. Analyza telovych
tekutin nie je dostacujuca na zachytenie infekcie v rannom §tadiu v Struktarach ako su napr.
srdce, mozog alebo implantaty. Prave pre takéto pripady, prinasaji neinvazivne zobrazovacie

techniky potencial na skort a spravnu diagnostiku ochorenia (Peukert, C., et al., 2021).

Zobrazovacie techniky nukledrnej mediciny by mohli najst’ svoje vyuzitie pri
diagnostike infekénych ochoreni pri neSpecifickej lokalizacii choroboplodnych lozZisk alebo
napomahat’ pri navigécii v pripade invazivnych vysetreni. Topografické zobrazovacie metody,
ako napr. PET alebo SPECT, st vel'mi citlivé neinvazivne techniky s dobrym rozliSenim
a vysokou citlivostou. Ich pripadna Specifickost’ zavisi od vhodne navrhnutych radiofarmak.
Za SpecifickejSie metody pri diagnostike infekénych ochoreni mézu byt povazované
neinvazivne hybridné systémy PET/CT a PET/MRI, ktoré umoznuju sticasne skumat’ anatomiu

a funkciu daného tkaniva ¢i organu.

Sideroféry st nizkomolekuldrne  organické  biochelatory  produkované

45



mikroorganizmami za U¢elom ziskania a skladovania esencidlneho Zeleza z vonkajSicho
prostredia. Maju vysoku afinitu k Zelezitym i6nom, ktoré patria k esencidlnej vyzive a maju

vplyv aj na virulenciu mnohych patogénov (Winkelmann, G., 1991; Haas, H., 2003).

Rédiofarmaka su Specialne pripravené radioaktivne latky pouzivané na diagnostické
a liecebné ucely. Skladaju sa z neradioaktivnej Casti- farmaka, ktora je zodpovedna za jeho
selektivne vychytavanie v sledovanom tkanive ¢i organe a malého mnozstva radioaktivnej
znacky, ktora svojim ziarenim umoznuje vizualne zobrazenie podanej latky v tkanive pomocou
Specialneho pristroja. Pre spravne kovalentné naviazanie radiofarmaka k sledovanej molekule
je potrebné pouzit’ bifunk¢éné chelata¢né ¢inidla (Kupka, K, J., 2015). Bifurkac¢ny chelator je
chelat s reaktivnou funkénou skupinou, ktory zaisti kovalentni vdzbu s molekulou vektora
a vytvori stabilny komplex s radioaktivnym kovom (Krupka, K., et al., 2015; Nabi, H.A., et
Doerr, R.J., 1992).

Zakladné podmienky, ktoré musi radionuklid splnit’ aby bol schvaleny na klinické
pouzivanie si l'ahkd dostupnost, vhodny pol¢as rozpadu a jednoduché arychle znacenie
Vv pripade radiofarmak. Momentalne sa pre pripravu a §tidium novych radiofarmak pouziva
izotop ®8Ga, ktorého pol¢as rozpadu je 68 minut a je mozné ho ziskat’ z ®3Ge/*®Ga generatora.
Vyhody generatorového ®Ga vychadzaji zlahkej dostupnosti radionuklidu bez potreby
cyklotrénu a moznosti priameho znacenia. Najrozsirenej$im chelataénym ¢inidlom pre rdzne
radioaktivne kovy je 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-1,4,7,10-tetraoctova kyselina (DOTA). Aj
napriek odsledovanému narastu pouZzivania galiom zna¢enych radiofarmak pocet alternativ
k DOTA chelatoru pre konjugaciu s biomolekulami je zna¢ne obmedzeny a nové bifurkacné
chelata¢né Cinidla, ako su siderofory, by mohli pomdct” d’alSiemu rozvoju rovnakého typu

radiofarmak (Velikyan, 1., 2014).

Niektor¢ alternativne pristupy na identifikdciu Specifického kmena baktérii popisuja
oznadenie bielych krviniek alebo protilatok pomocou %’Ga, ®™T¢, alebo'!*In. Tento pristup sa
vyuZiva u zobrazovani osteomyelitidy a infekcii protetickych kibov (Peukert, C., et al., 2021).
Réadiofarmaka pouzivané v onkologii st navrhnuté tak, aby sa Specificky kumulovali
v nadorovych tkanivach. Medzi prvé a najpouzivanejsie radiofarmakum pouzivané v klinickej
praxi pre diagnostiku nadorovych ochoreni patri 8F-fluorodeoxyglukéza ( 8F-FDG). Medzi
dalsie pouzivané radiofarmaka patri napr. 8FLT, *C-methionin a *8F-tryptofan. Tieto latky
v$ak maji aj svoje obmedzenia a nevyhody. Napriklad v pripade ¥F-FDG méZe jej pouZitie

viest' k faloSne pozitivnym aj faloSne negativnym vysledkom kvoli jej neSpecifickému
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vychytavaniu v pripade zameny nadorovych bunick za infekciu alebo zapal. Prave z tohto
dovodu sa nad’alej hladaju a testuji nové biologicky aktivne latky, ktoré by mohli po

radioaktivnom oznaceni sluzit’ ako Specifické radiofarmaka (Dolezalova, 1., et al., 2014).

Tato praca sa zaobera hl'adanim optimalnych podmienok pripravy, testovanim in vitro
charakteristik, sledovanim in vivo Kinetiky a biodistribucie dvoch vybranych sideroforov-
aerobaktinu (Aero) a enterobaktinu (Ent) za ucelom vyhodnotit ich potencidl pre
radiodiagnostiku infekénych ochoreni. Znacenie sideroférov prebehlo pomocou radioaktivneho
%8Ga’*, jeho pouzitie nebolo ndhodné ale bolo vybrané pre jeho l'ahku dostupnost z generatora

%8Ge/*®Ga generatoru a pre jeho podobné vlastnosti s Fe3*.

Radioaktivne znacenie oboch sideroférov bolo nendrocné a rychle. Radiochemicka
Cistota znacenia bola pomerne vysoka, znacenie prebiechalo po dobu 15 minut za laboratorne;j
teploty. Stabilita komplexu %Ga-Ent v krvnom sére bola vysoka, v pripade %Ga-Aero boli
hodnoty o trochu nizSie. Naopak in vitro stabilita v pritomnosti konkuren¢ného chelata¢ného
¢inidla DTPA a FeCls bola vel'mi nizka u %8Ga-Aero a polovi¢na v pripade ®Ga-Ent. V pripade
roztoku FeClz dochadzalo pravdepodobne k zamene kationu galia za kation Zeleza a v pripade
roztoku DTPA dochddzalo pravdepodobne k translokacii %Ga®" z komplexu so sideroférmi do

komplexu s DTPA.

Hodnota rozdel'ovacieho koeficientu (log P) pre oba siderofory bola -3,2 + 0,1. Hodnota
poukazuje na nizku lipofilitu komplexov, ¢o odkazuje na ich vhodnu in vivo aplikaciu. Vazba
na plazmatické proteiny bola najvyssia zaznamenana pri 60 minatovej inkubdcii a rovnala sa
v pripade %8Ga-Aero komplexu iba 2,3%, ¢o poukazuje na rychlu metabolizaciu podanej latky.
V pripade ®8Ga-Ent komplexu bola zaznamenana najvy$§ia hodnota v rovnakom &asovom
intervale a to 56,6%. Sledovanie absorpcie Studovanych komplexov poukazalo na ex vivo
nahromadenie %8Ga-Ent komplexu v mikroflore gastrointestindlneho traktu a obli¢kach zatial

¢o komplex 8Ga-Aero bol nahromadeny hlavne v obli¢kach a krvi.

In vivo chovanie Studovanych latok v laboratornych mysiach bolo sledované pomocou
hybridného zobrazovacieho syst¢ému PET/CT. Farmakokinetika komplexu %®Ga-Aero bola
pomerne rychla, uz po 90 minutach bol zaznamenany rapidny pokles radiofarmaka.
K eliminacii sledovaného komplexu dochadzalo primarne cez oblicky a mo¢ anebola
pozorovand akumuldcia alebo vytvorenie Specifickej vdzby medzi inymi tkanivami alebo

organmi. Z nameranych hodnot radioaktivity z odobranych zvieracich organov bola
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zaznamenana najvysSia hodnota aktivity 30 minut po podani latky v oblickéach, pltcach,
kostiach a krvi. Uz 90 minut po podani latky sme sledovali pokles o 32%. V pripade komplexu
%8Ga-Ent sme sledovali pomalé odburavanie podanej latky. K eliminacii pozorovaného
komplexu dochadzalo postupne cez o pe€en, oblicky a mo¢ sakumulaciou v pltcach
a gastrointestinalnom trakte. Z nameranych hodnoét aktivity bola 30 minut po podani najvyssia
zaznamenand hodnota v pripade obliCiek s postupnym poklesom hodndt v pripade
gastrointestinalneho traktu, peceni, plic a krvi. V intervale 90 minat po podani bol sledovany
narast hodno6t radioaktivity s najvys$Simi hodnotami v pripade obli¢iek a gastrointestinalneho
traktu.

Ziskan¢ vysledky boli porovnané sinymi testovanymi sideroférmi, ako napr.
desferioxamin B (DFOB), triacetylfusarinin C (TAFC) a ferrioxamin E (FOXE). ®8Ga zna¢eny
DFOB patri medzi najvyuzivanejSie siderofory v klinickej praxi prave preto, ze vykazuje
hydrofilné vlastnosti a pomerne nizku véznost na proteiny spolu s vysokou stabilitou
v l'udskom sére aPBS. In vitro stadie poukazali na jeho potencionalne vyuzitie ako
xenosideroforu, prave pre jeho znacny prijem rdéznorodymi mikroorganizmami
vV mikrobidlnych kultirach. Prijem sideroférov je zvycajne odliSny u Gram-pozitivnych
a Gram-negativnych baktérii avSak DFOB je jednou =z vynimiek. Pouzitim DFOB
nedochadzalo k vychytavaniu nespecifickymi tkanivami (Petiik, M., et al., 2020).

ZnaCeny TAFC je hydrofilna latka ktora vykazuje vysoku radiochemicktl Cistotu
aj stabilitu vzniknutého komplexu s rychlym odbtravanim sa v organizme cez oblicky do
mocu. Zaznamy z ex Vivo biodistribucie komplexu *8Ga-TAFC poukazali na fakt, Ze komplex
nie je vychytivany ani zadrziavany neSpecifickou védzbou v Ziadnom dalSom tkanive.
Porovnanim s aerobaktinom sledujeme pokles v stabilite v pripade pouzitia I'udského séra aj
DTPA. Enterobaktin vykazoval niz§iu farmakokinetiku s rddovo odliSnou schopnost'ou viazat’

sa na proteiny ale testy stability vysli porovnatel'ne (Petfik, M., et al., 2014).

V pripade zna¢ené¢ho FOXE bola zaznamenana porovnatel'ne vysoka Cistota aj stabilita
komplexu s odburavanim sa v organizme cez oblicky. Rovnako bolo zaznamenané neSpecifické
vychytavanie zna¢eného komplexu mikroflorou v gastrointestinalnom trakte ako tomu bolo aj
v pripade testovaného komplexu ®®Ga-enterobaktinu. Obe testované latky mali niz§ie namerané

hodnoty stability nez ®8Ga-FOXE komplex (Petiik, M., et al., 2014).

In vitro a in vivo vlastnosti testovanych ®Ga-sideroférov nie su v porovnani s d’al§imi

Studovanymi radioaktivne znacenymi sideroféormi optimalne ale k definitivnemu vyhodnoteniu
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ich potencidlneho pouzitia pre diagnostiku infekénych ochoreni je nevyhnutné vykonat

experimenty na mikrobialnych kulturach a zvieracich infekénych modeloch.
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7 Zaver

Tato bakalarska praca bola zamerana na pripravu, in vitro charakterizaciu a $tadium
farmakokinetickych vlastnosti vybranych %Ga-sideroférov v laboratérnych mysiach.
Testované siderofory boli vybrané pre ich mozné vyuzitie pre diagnostikovanie infekénych
ochoreni pomocou zobrazovacich technik nuklearnej mediciny. Obidva testované
siderofory, aerobaktin aj enterobaktin, boli za laboratornej teploty radioaktivne oznacené
izotopom %8Ga s vysokou radiochemick &istotou. Nasledovali testy stability v 'udskom sére
a Vv prostredi nadbytku konkurenéného kovu a chelatoru. Nasledne bol zisteny rozdel'ovaci
koeficient zmesi na zaklade zastupenia radioaktivity v oktanolovej avodnej faze.
Inkubdaciou v réoznom €asovom rozmedzi pri stalej teplote odpovedajicej hodnote teploty
Tudského tela sa sledovala vizba na plazmatické proteiny. %®Ga-aerobaktin aj %®Ga-
enterobaktin boli podané retroorbitalne laboratérnym mysiam a bolo vykonané dynamické
aj statické PET/CT zobrazovanie pomocou zobrazovacieho systému pre malé zvieratd a

konven¢na ex vivo biodistribi¢na Stadia.

Oba skiimané sideroféry bolo mozné radioaktivne oznacit’ galiom-68 S pomerne
vysokou radiochemickou ¢istotou. *8Ga-aerobaktin vykazoval hydrofilny charakter, nizku
véizbu na plazmatické bielkoviny a zna¢nu in vitro nestabilitu v testovanych médiach. In
vitro testovanie ®8Ga-enterobaktinu ukazalo hydrofilny charakter tohto komplexu, jeho
celkom uspokojivu stabilitu, ale pomerne vysoku viazbu na plazmatické bielkoviny. In vivo
vysledky ziskané z PET/CT zobrazovania ukizali v pripade komplexu %Ga-aerobaktinu
nahromadenie podanej latky v oblickach a krvi. V pripade komplexu *®Ga-enterobaktinu islo
0 nahromadenie znacenej latky v oblickach, ¢revach (pravdepodobne cCiasto¢na vidzba na
GIT mikrofloru), pe€eni a pl'ic . Ex vivo biodistribu¢né stadie potvrdili vysledky ziskané
z PET/CT zéznamov.

Vykonané experimenty poukazuju na to, Ze galliom-68 znaCeny aerobaktin ani

enterobaktin nevykazuju optimalne in vitro ain vivo vlastnosti Vv porovnani s inymi

radioaktivne znaCenymi sideroformi. Ich potencial pre pouzitie k detekcii mikrobialnych

infekcii pomocou zobrazovacich metdod sa teda javi ako neprili$ vysoky avsak k definitivnemu

rozhodnutiu bude potrebné este otestovat’ latky na bakteridlnych kultarach ana zvieracich

modeloch infekcie.
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