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1  UVOoD

Bakterie Klebsiella pneumoniae pisobi jako oportunni patogen vyvolavajici predevsim
pneumonii, infekci mo€ovych cest a bakteriemii. Zatimco klasické kmeny K. preumoniae jsou
Casto spojeny s nozokomialnimi infekcemi, hypervirulentni a multirezistentni kmeny zptisobuji
komunitni pfenos onemocnéni a vyznacuji se schopnosti infikovat zdravé jedince jakéhokoliv
veéku. Pravé rychlé Sifeni zminénych kmenu prfedstavuje naléhavy problém soucasnosti,
a z tohoto divodu je pro dobrou prognozu dilezita véasna detekce a presna diagnoza vysoce

rizikové infekce, pro kterou jsou zapotrebi citlivé a specifické diagnostické nastroje.

Nejcasteji jsou pouzivany metody zalozené na fenotypové identifikaci, metody
sérologické a molekularné biologické. Ty se vSak mohou vyznaCovat snizenou specificitou
a citlivosti. Z tohoto diivodu se zacaly Castéji pouzivat zobrazovaci metody nuklearni mediciny,
které k detekci infekce vyuzivaji radioaktivné znacené latky poskytujici vysokou citlivost,
nicméné se vyznacuji neschopnosti odlisit infekci od zanétlivych procest. Pro prekonani téchto

omezeni by mohly slouzit radioaktivné znacené siderofory.

Siderofory, které patii mezi hlavni faktory virulence K. pneumoniae, jsou produkovany
bakteriemi v podminkéch s nizkym obsahem Zeleza, jehoz pfitomnost je nezbytnd v mnoha
metabolickych procesech. Prestoze hlavni tlohou sideroforti je chelatace Zelezitych iontd,
mohou vazat také zchemického hlediska velmi podobné ionty gallité. V kombinaci
s radioaktivnim galliem-68 by se z nich mohly na zakladé mechanismu bakteridlniho uptaku
stat optimalni zobrazovaci prostredky pro specifickou PET/CT detekci infekce vyvolané touto

bakterii.



2 CILE PRACE

1) Vypracovani literarni reSerSe na téma bakalafské prace.

2) Radioaktivni znaCeni sideroforti, kontrola radiochemické Cistoty vzniklych
komplext a testovani jejich in vitro vlastnosti, zkoumani in vitro uptaku znacenych
sideroforti v kmenech Klebsiella pneumoniae a sledovani biodistribuce vybranych

sideroforu v laboratornich zvifatech.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Klebsiella pneumoniae

3.1.1 Taxonomie

Na zaklad¢€ prukazi vlastnosti a vzajemného piibuzenského vztahu prokaryot, Ize tyto
mikroorganismy zatadit do taxonomickych jednotek s konecnym cilem je charakterizovat.
Klasifikacni urover taxonomické hierarchie bakterie Klebsiella pneumoniae je nasledujici:

Doména: Bacteria

Kmen: Probacteria

Ttida: Alphaproteobacteria
Rad: Enterobacteriales
Celed: Enterobacteriaceae
Rod: Klebsiella

Druh: Klebsiella pneumoniae

Pod celed Enterobacteriaceae se spolu s bakteriemi rodu Klebsiella tadi napiiklad
i dal8i klinicky vyznamné bakterie rodu Enterobacter, Escherichia, Salmonella, Shigella

a Yersinia (Sedlacek, 2007).
3.1.2 Rod Klebsiella

Rod Klebsiella je rod nozokomialnich bakterialnich patogenu, ktery byl v roce 2017
zafazen Svétovou zdravotnickou organizaci na seznam bakterii, pro které je kriticky naléhavy
vyzkum a vyvoj novych 1éciv. Patogeny tohoto rodu jsou totiz spojeny s vysokou mortalitou

a morbiditou (Allemailem, 2021).

Bakterie rodu Klebsiella jsou gram-negativni rovné opouzdiené a nepohyblivé ty€inky,
které se mohou vyskytovat jednotlivé, po dvou nebo v kratkych fetizcich. Na agarovém médiu
mohou mit kolonie mukoézni vzhled, ktery je dan polysacharidovou kapsidou piipojenou ke
vnéjs§i bakterialni membrané (viz Obrazek 1). Jsou fakultativné anaerobni, chemoorganotrofni
a jejich metabolismus je respiratorniho i fermentativniho typu. Optimalni teplotou pro rist
téchto bakterii je 37 °C, pfiCemz nevyzaduji zadné specialni rastové faktory. Po provedeni

oxidazového a katalazového testu jsou bakterie oxidaza negativni a katalaza pozitivni. Jako



vyhradni zdroj uhliku pouziva vétSina zastupcu citrat a glukoézu. Jednotlivé druhy rodu
Klebsiella jsou v ptirodé hojné zastoupeny a bézné se vyskytuji predevsim v pudé a ve vode.
Bakterie je pfitomna zejména u lidi a zvifat, mize vSak napadat i rostliny (Sedlacek, 2007;

Martin et Bachman, 2018).

Obrazek 1: Mukozni vzhled kolonii Klebsiella pneumoniae kultivované na Columbia krevnim

agaru po dobu 24 hodin pfi 37 °C. Pfevzato z (Dogan et al., 2024).

Pro rod Klebsiella bylo celkem identifikovano jedenact druhti, mezi které patti naptiklad
Klebsiella oxytoca, Klebsiella planticola, Klebsiella terrigena a jiz zminéna Klebsiella

pneumoniae (Patro et Rathinavelan, 2019).

3.1.3 Obecna charakteristika a patogenita

Klebsiella pneumoniae byla poprvé izolovana roku 1875 patologem a predchiidcem
bakteriologie Edwinem Klebsem z dychacich cest pacienta umirajiciho na pneumonii, pficemz
pozd€ji vroce 1882 byla tato bakterie popsana némeckym bakteriologem Carlem

Friedlanderem (Chang ez al., 2021).

Klebsiella pneumoniae je nesporulujici bakterie, ktera je soucasti bézného lidského
a zviteciho stfevniho mikrobiomu (Tyll er al., 2023). Nékteré kmeny K. pneumoniae pisobi
jako oportunni patogeny a infikuji kriticky nemocné a imunokompromitované pacienty. Tyto
kmeny jsou pfic¢inou n€kolika typt infekci zahrnujicich pneumonii, infekci mocovych cest,

bakteriemii a vznik jaternich abscest. U Cloveéka se K. pneumoniae soustied’'uje zejména na



slizninich povrsich. Tedy kromé& gastrointestinalniho traktu se vyskytuje také v nosohltanu,
pres ktery se dostava do krevniho obé&hu nebo jinych tkani, a nasledné vyvolava infekci (Martin

et Bachman, 2018; Wang et al., 2020b).

Aby bakterie mohla vyvolat infekci, musi nejprve prekonat mechanické bariéry a slozky
imunitniho systému. Byly dopodrobna charakterizovany c¢tyfi hlavni faktory virulence
K. pneumoniae, mezi které patii kapsula, lipopolysacharid, fimbrie a siderofory. U odli§nych
kment K. pneumoniae hraji tyto faktory virulence rozdilnou roli v riznych typech infekce.
Kapsula, ochranné pouzdro sloZené z polysacharidd, je nezbytna pro vyvolani patologickych
ucinkt. U neopouzdienych kment byla zjisténa mnohem mensi schopnost vyvolat onemocnéni.
Druhy faktor virulence, lipopolysacharid také znamy jako endotoxin, nezbytna soucast vnéjsi
bunééné membrany vSech gram-negativnich bakterii, je v pribéhu infekce vyhodou, ale
zaroven i prekazkou, protoze muze byt také silnym imunitnim aktivatorem. Mezi dalsi faktory
virulence patfi fimbrie, které jsou dilezitymi mediatory adheze bakterie. Poslednim dalezitym

faktorem virulence jsou siderofory (Paczosa e Mecsas, 2016).

K. pneumoniae zpisobuje az 10 % nozokomialnich infekci. Tyto infekce Casto vznikaji
az v prubéhu poskytovani zdravotni péce, kdy pii pfijeti pacientd do nemocnice je u nich
infekce nepfitomna, ale mize se objevit az 48 hodin poté. K rozvoji infekci dochazi v riznych
prostfedich poskytovatell zdravotni péce, vCetné nemocnic, zafizeni dlouhodobé péce
a ambulantnich zafizeni (Asri efal., 2021). Lidé trpici imunodeficienci, jsou vystaveni mnohem
vét§imu riziku infekci kmeny K. pneumoniae nez bézna populace. K rizikovym faktorim patii
malignita, cukrovka, chronické onemocnéni jater, transplantace organi a dialyza. DalSimi
rizikovymi faktory pro vznik nozokomialni infekce jsou chemoterapie, 1écba kortikosteroidy,
¢i stavy vedouci k neutropenii. Mezi rizikové skupiny se fadi novorozenci a starsi lidé (Paczosa

et Mecsas, 2016).

Z tohoto duvodu je pro dobrou progndzu nezbytné dilezita v€asna detekce a diagnoza
vysoce rizikové infekce, pro kterou jsou zapotiebi citlivé a specifické diagnostické prostiredky.
Jiz zminéné siderofory hraji vyznamnou roli ve virulenci patogentl, ¢imz se stavaji slibnymi

kandidaty pro cilené zobrazovani infekce (Fan ez Fang, 2021).
3.1.4 Antibioticka rezistence

V obdobi rozvoje antibiotik se tato bakterie stala jednim =z hlavnich ptvodca
nozokomialnich nakaz a rizikovym faktorem zavaznych komunitnich infekci. V prvopocatku

slouzily k 1é¢bé baktericidni antibiotika nazyvané aminoglykosidy, které byly pozdé€ji postupné



nahrazeny fluorochinolinovymi a betalaktamovymi antibiotiky, mezi které patii karbapenemy
a cefalosporiny. V pribéhu tohoto rozvoje dochazelo u kment odvozenych od klasické
K. pneumoniae k ziskdvani mechanisml rezistence vici antibiotikim, vcetné enzymui
modifikujicich 1éCiva (Wang ef al., 2020b). Vzhledem ke zvySujicimu se poctu rezistentnich
kment k riznym antibiotikiim, vyznamné morbidit€¢ a mortalit¢ infikovanych pacientl,
se K. pneumoniae dostava do popfedi pozornosti védeckych vyzkumi. Kromé toho jsou
bakterie rodu Klebsiella znamym rezervoarem genl rezistentnich vici antibiotikim, které
se mohou prenaset a §ifit mezi dalSimi gram-negativnimi bakteriemi (Bengoechea ez Sa Pessoa,
2019). Velka cast infekci zptisobenych K. pneumoniae je tedy zprostiedkovana dvéma doposud
znamymi hlavnimi patotypy, a to multirezistentnim (MDRKp) a hypervirulentnim (hvKp)
klonem, u kterych je znamo, ze prochazeji dalsi evoluci a vytvareji tak fenotypoveé nové kmeny

(Dong et al., 2022).

U kmenu MDRKp jsou pozorovany dva hlavni typy rezistence. Jeden mechanismus
zajistuje expresi Sirokospektrych beta-laktamaz, které zptsobuji rezistenci vuci cefalosporinim
a monobaktamim. Druhym mechanismem rezistence, ktery je jesté vice znepokojujici, je
exprese karbapenemaz, které Cini bakterii rezistentni vici témeér vSem dostupnym laktamiim,
vcetne karbapenemu (Paczosa ef Mecsas, 2016). Kmen hvKP je kromé rezistence k ampicilinu
bézné citlivy k celé fadé antibiotik, vCetné cefalosporini a karbapenemu. Na rozdil od klasické
K. pneumoniae vede ke komunitnimu pfenosu onemocnéni, vyznacuje se schopnosti infikovat
zdravé jedince jakéhokoli v€ku a ma sklon vyskytovat se v té€le na vice mistech a nasledné
se §ifit dale. Hypervirulentni fenotyp propujcuji zejména geny virulence pfitomnych na
plazmidech a v integrovanych chromozomalnich elementech (Russo et Marr, 2019; Zhu et al.,

2021).

Vzhledem k zivot ohrozujicim a smrtelnym infekcim byla multirezistentni
1 hypervirulentni K. pneumoniae klasifikovana jako patogen ESKAPE, coz je akronym pro
bakterie druhu Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa a bakterie rodu Enterobacter (Stojowska-Swedrzynska
et al., 2022). Vyvoj novych terapeutik k 1é¢bé infekci zpusobenych patogeny ESKAPE je
nezbytny, protoze jsou schopny uniknout biocidnimu t¢inku antimikrobiélnich latek. S kazdym
dal§im rokem se ovSem celkovy pocet antibiotik u€innych proti ESKAPE snizuje, a to vede do
budoucna ke ztraté efektivity antibiotik. Patogeny ESKAPE jsou zodpovédné za vétSinu

nozokomialnich infekci predev§im u imunokompromitovanych jedinct (Mulani ef al., 2019).



3.1.5 Diagnostika

Nejcasteji vyuzivané diagnostické metody pouzivané k detekci K. pneumoniae 1ze
rozdelit na metody zalozené na fenotypové identifikaci, sérologické metody a na
molekularné-biologické metody. Mezi konvencni postupy fenotypové identifikace patii
mikroskopicka vysetfeni, hodnoceni morfologie a makroskopickych ryst vzniklych kolonii,
razné biochemické identifikace (test na tvorbu indolu, ureazy a citratu a fermentaci laktozy),
a pouziti noveé vyvinutych automatickych pfistroji pro identifikaci bakterii jako je systém
VITEK® 2. Takové metody jsou viak asové naroéné, vyzaduji nékolikadenni inkubaci, ziskani
vysledku trva obvykle 1 az 3 dny, a vyznacuji se nizkou citlivosti a specifi¢nosti, coz muaze vést
k falesné negativnim vysledkiim a nepfesné detekci. I presto jsou diky své jednoduchosti,
minimalnim pozadavkim na vybaveni a jejich snadné obsluze, hlavnimi metodami
pouzivanymi pfedev§im pro bézny screening (Dong et al., 2015; Osman ef al., 2020; Zhang

etal., 2023).

Dale jsou pouzivany sérologické metody, které vySetfuji pfitomnost specifickych
protilatek proti patogenim. Tyto metody jsou nenaro¢né na odbér vzorkd. Kromé vzorku
krevniho séra lze pouzit také vzorek slin a jinych télnich tekutin. Analyza je nejcastéji
provadéna pomoci metody ELISA. Nevyhodou sérologickych vySetfeni je ovSem snizena

citlivost (Haselbeck ez al., 2022).

Klicem k vcasné diagnoéze a rychlé kontrole Sifeni infekénich onemocnéni se stala
detekce nukleovych kyselin. V poslednich letech doslo k rozsifeni pouzivani molekularné
biologickych metod, mezi které patii naptiklad metoda PCR. Ta vykazuje uspokojivé vysledky,
avSak k provedeni testl jsou zapotiebi drahé a vysoce presné pristroje. Dal§im omezenim je
nizka ucinnost a relativn€ dlouha reakéni doba (Qiu ef al., 2022). Technologii, ktera prekonava
tato omezeni, je izotermalni amplifikace zprostfedkovana smyckou (LAMP), ktera je Siroce
vyuzivana k detekci patogent. Nedostatkem této metody je ale pomérné vysoka mira faleSné
pozitivnich vysledki (Dong ef al., 2015). Dalsi dilezitou metodou identifikace bakterii je
technologie MALDI-TOF MS, ktera porovnava hmotnostni spektra bakterii s referencnimi
spektry mikroorganismtii v databazich. Ve srovnani s ostatnimi metodami je vyhodou
jednoduchost, rychlost, nizké naklady a vysoka citlivost. Nevyhodou jsou vysoké naroky na
ptipravu vzorku (Huang et al., 2022; Zhang et al., 2023). Dale bylo vyvinuto nekolik detekcnich
platforem zalozenych na principu CRISPR/Cas, systému adaptivni imunitni odpoveédi bakterii.

Vyznacujici se vysokou citlivosti a specifitou, nicmén¢ vétsina sestava z dvoukrokovych testa,



¢imz se zvySuje riziko kiizové kontaminace v procesu detekce (Qiu ez al., 2022; Zhang et al.,

2023).

Vzhledem k tomu, ze soucasné popularni metody detekce K. pneumoniae maji své
nedostatky, jsou aktivné zkoumany nové detekéni technologie, které roz§ifi moznosti a urychli

miru v€asné detekce (Zhang et al., 2023).
3.2  Siderofory

3.2.1 Bakterie a Zelezo

Zelezo je &tvrtym nejhojngji se vyskytujicim prvkem zemské kiary. Radi se mezi
prechodné kovy, pfiCemz muze existovat ve dvou oxidacnich stavech, a to jako zeleznaté
a zelezité ionty. Pravé tato promeénna mocenstvi hraji klicovou roli v redoxnich reakcich.
Pritomnost Zeleza je nezbytna v mnoha metabolickych procesech mikroorganismu, vcetné
elektronového transportniho fetézce, citratového cyklu, oxidativni fosforylace a fixace dusiku.
Taktéz reguluje biosyntézu porfyrint, vitamint, toxint, sideroforti a syntézu DNA a RNA.
Zaroven je také zasadni pro tvorbu biofilmu, protoze reguluje povrchovou pohyblivost
a stabilizuje polysacharidovy matrix (Ahmed ez Holmstrom, 2014; Saha et al., 2016). Dale bylo
zjisténo, ze ma také vliv na virulenci patogennich bakterii prostfednictvim regulace nékolika

faktort virulence, které jsou ovlivnény mnozstvim dostupného zeleza.

Navzdory tomu, Ze je Zelezo obsazeno v zemské kiufe ve velkém mnozstvi, jeho
biologicka dostupnost je velmi nizka, protoze jej atmosféricky kyslik oxiduje na mélo rozpustné
hydroxidy Zeleza. Zaroven také neni obvykle volné dostupné pro patogeny v zivociSnych
1 rostlinnych hostitelich, protoZze byva navazano na bilkoviny jako je feritin, hemoglobin
a transferin. Aby dochazelo k zajisténi pfisunu zeleza, které je nezbytné pro pieziti
v podminkéach s nizkym obsahem tohoto prvku, vyuzivaji patogenni i nepatogenni bakterie
razné mechanismy k jeho zisku. Mezi tyto mechanismy patii pfimy uptake zelezitych iontd,
uptake a degradace hemu, a produkce sideroforti vyznacujicich se vysokou afinitou predevsim

k trojmocnému zelezu (Petrik ef al., 2017; Khasheii ez al., 2021).

3.2.2 Mechanismus fungovani sideroforu

V poslednich letech byla sideroforim vénovana velka pozornost vzhledem
k jejich potencialni roli a vyuziti v riznych oblastech vyzkumu. Jsou to organické slouceniny
s nizkou molekulovou hmotnosti pohybujici se v rozmezi 500 az 1500 kDa, které jsou

produkovany mikroorganismy a nékterymi houbami a rostlinami rostoucimi v podminkach



s nizkym obsahem Zzeleza. Siderofory se vyznacuji schopnosti chelatovat zelezo z prostredi
a dodavat ho do bunék prostiednictvim specifickych receptori (Ahmed e Holmstrom, 2014;
Fan et Fang, 2021). Prestoze jejich hlavni ulohou je chelatace zeleza, mohou vazat také celou
fadu dalSich kova, vCetné médnatych, zineCnatych, olovnatych, nikelnatych, rtutnatych,
hlinitych a gallitych iontd (Hofmann ez al., 2020). Plni i dalsi funkce, mezi které patfi ochrana
pred oxidativnim stresem a bunécna signalizace. Zaroven jsou zprostiedkovatelé interakci mezi

mikrobialnimi spolecenstvy (Soares, 2022).

V soucasnosti je znamo vice nez 500 riznych druht siderofort, z nichz zhruba 270 bylo
strukturn€ charakterizovano. Dle funk¢nich skupin, které koordinuji se zelezem, je 1ze rozd¢lit
do ctyf hlavnich tfid, a to katecholatové, fenolatové, hydroxamatové a karboxylatové
siderofory. Zaroven jsou také znamy siderofory smiseného typu (Fan et Fang, 2021). Siderofory
maji nejCast€ji hexadentatni strukturu obsahujici Sest donorovych atomu kysliku, které vytvareji
pevné vazby s zelezitym iontem za vzniku stabilnich komplext (Hider e Kong, 2010). Stabilitu

celého komplexu zvySuje cyklizace chemickych skupin sideroforu (Soares, 2022).

Biosyntéza sideroford probiha v zavislosti na jejich chemické povaze riznymi
mechanismy. Obecné lze vSak tyto drahy rozdélit na zavislé a nezéavislé na neribozomalni
peptidové syntetaze (NRPS) (Miethke er Marahiel, 2007). NRPS jsou multienzymové
komplexy predstavujici sestavovaci linie specializovanych domén, které spojuji aminokyseliny
prostfednictvim thioesterovych intermediati. Domény uskuteciiujici adenylaci, pfipojeni
k peptidyl nosnému proteinu a kondenzaci, jsou nutné pro tvorbu peptidové vazby. Poté jsou ve
vétsiné pripada peptidoveé fetézce ze syntetazy uvolnény cyklizaci katalyzovanou C-terminalné
umisténymi thioesterazovymi doménami. Syntézu NRPS aktivuji promotory, které jsou citlivé

na vycerpani zeleza (Miethke e Marahiel, 2007, Hider ef Kong, 2010).

Po biosyntéze zpravidla dochazi k sekreci sideroford. Vzhledem ktomu, Ze jsou
siderofory obecné polarni, vyzaduje jejich export specifické proteiny znamé jako efluxni
pumpy. Transport efluxnimi pumpami probihd aktivné za spotieby ATP, nejCast&ji pies

ABC transportéry (Miethke ef Marahiel, 2007; Soares, 2022).

Jakmile je trojmocné Zelezo ve vnéj§im prostiedi mobilizovano a zachyceno vyloucenou
molekulou sideroforu, vytvori se komplex a nastava bunécny piijem. K tomuto kroku muize
dochazet dvéma obecnymi zpusoby. Jednim zptisobem je uvolnéni zeleza redukci ze sideroforu
na extracelularni povrch, pfi¢emz je nasledné pfijato jako jednotlivy iont. Druhym, mnohem
Cast€j§im zpusobem, je import celého komplexu do cytosolu (viz Obrazek 2).

U gramnegativnich bakterii je komplex rozpoznan a vézan specifickymi receptory vnéjsi



membrany (OMR), mezi které patii napiiklad B-barely. Poté co je ligand navazan, podléha
receptor konformacni zméné a premistuje siderofor snavazanym zelezem do
periplazmatického prostoru. [Energie potfebna k uskuteénéni procesu je dodavana
TonB komplexem. Pomoci ABC transportéru je komplex dale prenesen do cytosolu. Mezi
mechanismy vedouci k uvoliiovani zeleza patii naptiklad redukce trojmocného zeleza vazaného
na siderofor na dvojmocné zelezo pomoci specifickych reduktaz. Poté nasleduje jeho spontanni
uvolnéni (Miethke e Marahiel, 2007; Kramer et al., 2020; Fan ef Fang, 2021). Po uvolnéni
zeleza jsou siderofory degradovany nebo dochazi k jejich recyklaci prostfednictvim systému

efluxni pumpy (Saha et al., 2016).
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Obrazek 2: Schématické znazornéni mechanismu bakteridlniho uptaku vzniklého komplexu

Fe-siderofor, a recyklace sideroforu. Vytvoreno pomoci BioRender.com.
Bakterie pfisné reguluji enzymy a transportni systémy, které umoziuji biosyntézu

siderofort, jejich sekreci, zpétny uptake a uvolriovani pfijatého zeleza. Tato genova regulace je

zprosttedkovana predevS§im na transkripéni urovni represorovymi proteiny. U vSech
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gramnegativnich bakterii je nejdilezitéjsim represorem protein Fur (Miethke ez Marahiel, 2007;
Hider ef Kong, 2010). Po doplnéni zasob se Fur protein spojuje s zZelezem a vznikly komplex
se poté vaze na promotorovou oblast genti syntézy sideroforii nebo gent regulacnich aktivatora
a blokuje transkripci. V pripadé nedostatku zeleza je represor uvoliiovan a dochazi k indukci

biosyntézy (Kramer et al., 2020).

3.2.3 Siderofory K. pneumoniae

Kmeny K. pneumoniae koduji né€kolik sideroford, jejichz exprese a prispévek
k virulenci se lisi (Paczosa et Mecsas, 2016). Bylo zjisténo, ze bakterialni kmeny, které
produkuji vice sideroforti, jsou vysoce virulentni a vyznacuji se lepsi schopnosti kolonizovat
hostitele v prubéhu infekce (Khasheii et al., 2021). V ptipad€ produkce vice druht siderofort
sideroforu hostitelem. Mezi exprimované siderofory bakterie K. pneumoniae se fadi
enterobaktin, salmochelin, yersiniabaktin a aerobaktin. Nejvétsi afinitou k zelezu se vyznacuje

enterobaktin, naopak nejnizsi schopnost vazat zelezo ma aerobaktin (Paczosa e Mecsas, 2016).

Enterobaktin, také znam pod ndzvem enterochelin, je exprimovan téméf vSemi
klasickymi i hypervirulentnimi kmeny K. pneumoniae, a ztohoto divodu je povazovan za
primarni systém uptaku zeleza vyuzivany touto bakterii. Patfi mezi katecholatové siderofory
a jednd se o cyklicky trimer 2,3-dihydroxybenzoyl-L-serinu. Obsahuje tfi katecholatové
skupiny, pfiCemz kazda poskytuje pii chelataci zelezitého iontu dva atomy kysliku
(viz Obrazek 3A) (Paczosa et Mecsas, 2016; Soares, 2022). Enterobaktin je vSak siln€¢ vazan
sérovym albuminem, a proto dochazi v lidském séru k jeho inaktivaci. Molekula, ktera je
vyluovana hostitelskym organismem se schopnosti inhibovat enterobaktin jeho neutralizaci,
se nazyva lipokalin-2 (neutrofilni s gelatindzou aktivovany lipokalin) (Raymond ef al., 2003).
Lipokalin-2 je multifunkéni protein, ktery se vyznacuje velkym rozsahem antimikrobialnich
schopnosti. V prubéhu infekce je vyluCovan predevsim neutrofilnimi granulocyty jako slozka
vrozené imunitni odpoveédi savcl. Pokud je tedy lipokalin-2 pfitomen, pak jsou kmeny
K. pneumoniae produkujici pouze enterobaktin likvidovany (Miller et al., 2009; Paczosa
et Mecsas, 2016). Produkce enterobaktinu je rozSifena predev§im mezi bakteriemi Celedi
Enterobacteriaceae (Peralta et al., 2016). Poprvé byl purifikovan a charakterizovan z bakterii

rodu Escherichia coli a Salmonella typhimiurium (Crosa, 1989).

Vreakci na to jsou nékterymi kmeny bakterie produkovany salmocheliny, které

nedokazi byt zachyceny lipokalinem-2, a tudiz nedochézi k jejich neutralizaci. Timto byla
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podpofena myslenka, ze strukturni rozmanitost a funkéni nadbytek umoziuji vyhnout se
imunitnim faktorim hostitele (Holden ez Bachman, 2015). Salmocheliny jsou rozliSovany na
salmochelin S4, S2, S1 a SX. Tyto jednotlivé druhy se lisi postupnou urovni degradace dvéma
hydrolazami produkovanymi bakterialni buiikou (Zhu ez al., 2005). Kli¢ovym sideroforem je
salmochelin S4, derivat enterobaktinu glukosilovany v C5 poloze dvou katecholovych kruha
(viz Obrazek 3B) (Johnstone ef Nolan, 2015). Bakterie produkujici siderofor salmochelin S4 je
tedy virulentnéjsi, a z tohoto diivodu je vyuzivan predevs§im hvKp kmeny (Paczosa et Mecsas,
2016). Stejné jako enterobaktin, tak 1 salmochelin je produkovan bakteriemi rodu Salmonella

a uropatogennimi kmeny £. coli (Zhu et al., 2005).
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Obrazek 3: Chemicka struktura sideroforu (A) enterobaktinu a (B) salmochelinu S4. Vytvoreno

pomoci ChemDraw.

3.2.4 Xenosiderofory

Bakterie se vSak malokdy vyskytuji osamocené. Ve vétSiné pripadd rostou ve
spoleCenstvich, pfichyceny k riznym povrchum, a to pfedevs§$im ve formé biofilmu. To ma
zasadni vliv na vyuziti sideroforti, nebot’ se mohou jednotlivé bakterie pifi ziskavani zeleza
spoléhat i na siderofory vylu€ované buiikami v jejich blizkosti (Kramer ef al., 2020). Pokud
tedy dochazi k uptaku zeleza ze sideroforti produkovanych jinymi mikroorganismy, pak jsou
tyto siderofory oznaCovany jako xenosiderofory. Jejich vyuziti je v permanentnim boji o Zelezo
zasadni vyhodou (Miethke ez al., 2013). Bakterie vyuzivajici siderofory se vyznacuji schopnosti
lépe ziskavat zelezo zriznych zdroju, a lépe se vyhybaji imunitnimu systému hostitele

(Johnstone et Nolan, 2015). Mezi xenosiderofory vyuzivané K. pneumoniae patii naptiklad
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ferrirubin a koprogen, pfi¢emz oba spadaji dle funk&nich skupin pod hydroxamatové siderofory
(Aguiar et al., 2021). Hydroxaméatové siderofory, které jsou produkované houbami, 1ze rozdélit
do ¢tyt strukturnich skupin, a to ferrichromy, koprogeny, fusarininy a kyselinu rhodotorulovou

(Haas, 2014).

Mezi siderofory ferrichromového typu skladajici se z cyklické hexapeptidové struktury,
patii jiz zminény ferrirubin, a dale naptiklad ferrirhodin a ferrichrom A (Keller-Schierlein,
1963). Jejich struktura zabratiuje rychlé degradaci protedzami, coz z nich ¢ini nejstabilné)si
molekuly ptenasejici zelezo mezi siderofory. Ferrichromy obsahuji tfi hydroxaméatové skupiny
a jsou typicky produkovany houbami stopkovytrusnymi, ke kterym patii naptiklad rod
Ustilago, a houbami vieckovytrusnymi rodu Aspergillus, Penicillium a Neurospora. Ferrirubin
obsahuje acylovou skupinu, kyselinu cis-anhydromevalononovou (viz Obrazek 4A) (Heymann
etal.,2000). Zaroven je izomerni s ferrirhodinem, jehoz acylova skupina je v konfiguraci trans

(Fidelis et al., 1990).

Koprogeny patii mezi linearni hydroxamatové siderofory slozené z frans-fusarinovych
jednotek Koprogen se sklada ze tfi hydroxaméatovych skupin a obsahuje diketopiperazinovy
kruh (viz Obrazek 4B) (Renshaw ez al,, 2002). Je produkovan napiiklad houbami rodu
Aspergillus, Penicillium a Neurospora (Aguiar et al., 2021).

Kfo o Oj/NH HO/\)j o
HN\_)LN o, (o) NN\HJ\O
H

: \\ OH OYNH o
\ e G NN o OH
N HO o | o
MNH
\ /~OH HNTMN‘OH

0o

Obrazek 4: Chemicka struktura sideroforu (A) ferrirubinu a (B) koprogenu. Vytvofeno pomoci

ChemDraw.

3.2.5 Vyuziti sideroforu

Siderofory se vyznacuji Sirokou Skalu uplatnéni v oblastech zemé&délstvi a zivotniho

prostfedi (Sajeed ef Vidhale, 2013). V zemédélstvi jsou siderofory vyuzivany jako hnojiva,
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biokontrolni Cinidla nebo v boji proti chlordze zpisobené nedostatkem zeleza. V oblastech
zivotniho prostiedi slouzi napfiklad pfi bioremediaci tézkych kovu, pfiCemz snizenim jejich
biologické dostupnosti minimalizuji pfipadny negativni dopad. Dale mohou mit roli
biosenzord, protoze jsou vhodnou sondou pro detekci piitomnosti kovovych ionti

v biologickych vzorcich nebo pro detekci bakterii (Soares, 2022).

Siderofory lze vsak vyuzit pfedevS§im v riznych oblastech mediciny, zejména
v diagnostice a terapii, diky jejich schopnostem chelatovat zelezo. Jsou U€innym prostfedkem
k 1é¢bé nemoci zpisobenych pretizenim Zzeleza, hepatitidy, malarie a Parkinsonovy choroby.
Mohou také inhibovat proces vyvoje nadort narusenim metabolismu Zeleza v neoplastickych
burikach (Fan er Fang, 2021; Soares, 2022). V piipadé vyskytu bakterii rezistentnich vuci
antibiotikiim lze siderofory pouzit k selektivnimu podani antibiotik pomoci strategie znamé pod
nazvem Trojsky kun. Princip spoCiva ve vytvoreni komplexu siderofor-1éCivo, a nasledného
vstupu tohoto komplexu do bunky prostiednictvim vnéjSich membranovych receptort. Poté
dochazi k hydrolyze konjugatu, 1éCivo je uvolnéno a zpusobuje bunécnou smrt (Sajeed
et Vidhale, 2013; Soares, 2022). Prikladem pfirodnich konjugata jsou sideromyciny, mezi které
patii nejvice studovany albomycin produkovany fadou druh@i rodu Streptomyces (Hider

et Kong, 2010; Fan ef Fang, 2021).

Siderofory jsou také schopny inkorporovat radionuklidy, napiiklad gallium ©3Ga,
zirkonium ¥Zr a indium '"'In, které mohou byt dale vyuZzity v molekularnim zobrazovani
infekci (Petrik ef al., 2017; Fan et Fang, 2021). Tato metoda lokalizace a charakterizace infekce
by se mohla stat dulezitym prvkem pro vCasnou a spolehlivou diagnozu, a to zejména

u rizikovych pacientd (Petrik ez al., 2017).
3.3 Radionuklidy

Nuklid, atomové jadro prvku, je charakterizovan atomovym cislem znacicim pocet
protonu v jadfe, a hmotnostnim ¢islem udavajicim pocet nukleont (tj. pocet protonti a neutront)
v jadie. Nuklidy téhoz chemického prvku se stejnym poctem protont se nazyvaji izotopy
(Ziessman et al., 2013). Radionuklidy jsou nestabilni nuklidy, které pfi radioaktivnim rozpadu
emituji elektromagnetické zafeni nebo nabité Castice, €imz se snazi dosahnout stability, a tedy
se samovolné preménuji na jadra jind. Atomova jadra jsou stabilni pouze v pfipadé vhodného
poméru po¢tu protonti a neutronu. Tento proces pfemény se nazyva radioaktivita (Lazni¢ek

et Komarek, 1998; Ziessman et al., 2013).
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Radioaktivita byla objevena roku 1896 Henri Becquerelem. Spravnou interpretaci
tohoto jevu vSak podali az manzelé Curieovi roku 1898 (Laznicek er Komarek, 1998).
Pfislu$nou veliCinou je aktivita, kterd je definovana poctem jader, které se premeéruji za
jednotku casu. Aktivita radionuklidu tedy klesa scasem pifi rozpadu puvodniho jadra.
Jednotkou aktivity je 1 Bq (becquerel), predstavujici 1 radioaktivni rozpad za 1 sekundu

(Ullmann, 2009).

Lze rozlisit tii zakladni typy radioaktivnich pfemén, a to pfeménu alfa, premény beta
a pfemény gama, pficemz musi byt vzdy dodrzeno zachovani hmotnosti, energie a naboje
radionuklidi. Mezi pfemény beta, které jsou nejcastéjSim a nejdilezitéj§im typem piemén, se
fadi pfeména -, pfeména B* a elektronovy zachyt. Pfeména - nastava v piipadé nadbytku
neutronu v jadre, které se tak stava nestabilnim. Dochazi k emisi zaporné€ nabitych elektrona
a také k emisi antineutrina, pri¢emz se zvySuje atomoveé Cislo o jednotku. V pripadé nadbytku
protonu ¢i nedostatku neutrond v jadie jsou pii pieméné B emitovany kladné nabité pozitrony
a neutrino, ¢imz dochéazi ke snizeni atomového Cisla. Elektronovy zachyt je alternativnim
procesem k pfeméné B*u jader s pfebytkem protont (Lazni¢ek er Komarek, 1998; Ullmann,

2009).

V soucasnosti je identifikovano vice nez 2 000 radioaktivnich izotopl patficich
k 104 chemickym prvkam. Tyto radionuklidy jsou rozdélovany na ptirozené, které se nachazeji

v ptirod€, a umélé (Koranda ez al., 2014).

3.3.1 Priprava radionuklida

Pfirozené se vyskytujici radionuklidy se obvykle vyznacuji dlouhym polo¢asem
rozpadu trvajicim Casto i tisice let (Currie ef al., 2011). Z tohoto divodu jsou pro ucely
nukledrni mediciny pfipravovany radionuklidy pouze umeéle, a to primarnimi zdroji
radionuklidi, ke kterym patiijaderny reaktor a cyklotron, nebo sekundarnimi zdroji
v radionuklidovych generatorech (Koranda er al., 2014). Pii priprave radionuklidu
v jadernych reaktorech obecné dochazi k nadbytku neutronti. Tyto radionuklidy se tak nejcastéji
rozpadaji pfeménou B, a ztohoto divodu jsou vhodné zejména pro radioterapii. Naopak
cyklotronem produkované radionuklidy se vyznacuji prevazné nedostatkem neutrond
a rozpadaji se pfeménou B* a elektronovym zachytem, a tedy jsou vyuZzivany zvlasté pro

diagnosticka vySetieni (Qaim, 2012).

V jadernych reaktorech l1ze radionuklidy pfipravit dvéma zpusoby. Prvnim zptusobem je

ozafeni ter¢ového materidlu v reaktoru neutronovym svazkem. Dochazi tak k aktivaci jader,
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ktera byla doposud stabilni. Druhym zptisobem je izolace radionuklidt ze Stépnych produktu
uranu 2¥U. Ob&ma procesy lze ziskat napfiklad molybden *’Mo (Koranda et al., 2014).
Molybden-99 je matefskym nuklidem pro pfipravu izotopu technecia **™Tc s polocasem
rozpadu 6 hodin. Tento izotop je v nuklearni medicin€ celosvétové vyuzivan pifi vice nez

45 milionech diagnostickych procedur ro¢né (Youker et al., 2017).

V cyklotronech, nazyvanych také jako urychlovace nabitych Castic, jsou stabilni terce
obvykle ozarovany Casticemi o, deuterony nebo protony, které jsou urychlovany na vysoké
energie k prekonani Coulombovské bariéry ozatfovaného jadra. Cyklotron se sklada ze dvou
dutych elektrod pfipominajicich tvar pismene D, ke kterym je pfipojen stiidavy elektricky
proud. Celé zafizeni je umisténo v magnetickém poli (Willowson, 2019). Takto mohou byt
ziskany napfiiklad radioizotopy kyslik 1°0, dusik N a fluor ¥F (Koranda et al., 2014). Dale je
pomoci cyklotronu vyrabéno napiiklad germanium ®Ge ze stabilniho izotopu gallia Ga

(Velikyan, 2015).

V radionuklidovém generatoru dochazi ke zméné matefského radionuklidu s del§im
polocasem rozpadu, ktery byl ziskan z priméarniho zdroje, na radionuklid dcefiny, ktery se
vyznacuje kratkym polo¢asem rozpadu (Koranda ez al., 2014). Vyhodou generatoru je moznost
opakované produkce téchto radionuklidt, které po aplikaci do organismu zptsobuji minimalni
radiacni zatéz a zaroven umoziuji vysokou kvalitu zobrazeni LazniCek e Komarek, 1998).
V zavislosti na polo¢asech rozpadu obou radionuklidi, mize dochazet k pravidelné separaci
a extrakci dcefiného radionuklidu metodou eluce. Separace je zalozena na odli§nych fyzikéalnich
a chemickych vlastnostech obou radionuklidi (Currie ef al., 2011). V poslednich letech doslo
k vyraznému narGstu vyuziti radionuklidu ®®Ga v zobrazovacim metodach. Tento radionuklid

je produkovan pomoci *¥Ge/*®Ga generatoru (Synowiecki ez al., 2018).

3.3.2 Radionuklid gallium-68 (**Ga)

Gallium bylo objeveno roku 1875 ve Francii pomoci metod spektroskopie. Jedna se
o kov III.A skupiny PSP s atomovym Cislem Z = 31. Ze zemské kiry se ziskava jako vedlejsi
produkt pifi t€zbé hlinikovych a zinkovych rud (Chitambar, 2016). Gallium ma lesklou,
stfibrobilou barvu. Teplota tani dosahuje hodnoty 28,77 °C, a tedy se jedna o kov, ktery je jako
jeden z mala pti pokojové teploté téméf tekuty (Chitambar, 2010). Tento prvek se nejCastéji
vyskytuje v oxidaénim stavu Ga** (Cotton ez al., 1999). Neradioaktivni formy gallia jsou

vyuzivany zejména v elektronickém prumyslu, napiiklad ve formé arsenidu gallia (GaAs),
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ktery ma polovodi¢ové vlastnosti. Je tedy vhodny pro vyrobu optickych zafizeni, jako jsou

pokrocilé polovodice, digitalni viceucelové disky a laserové diody (Chen ef al., 2012).

V nuklearni mediciné patii mezi nejpouzivanéjsi radionuklidy gallia 4’Ga s polocasem
rozpadu 72,3 hodin, a ®®Ga spolotasem rozpadu 68 minut. Gallium-67 se preméiuje
elektronovym zachytem na zinek ®’Zn. Pfestoze je méné pouzivanym radionuklidem pro
SPECT zobrazovani, mé potencial pro §irsi vyuziti. Jeho celosvétove nejvyraznéji pouzivanym
indikatorem je ®’Ga-citrat uplatiiujici se v riznych zanétlivych studiich vedoucich k detekci
nadord a infekci. %®Ga se pieméfuje pfedevsim radioaktivnim rozpadem B* na %Zn
(Synowiecki ef al., 2018). Tento izotop gallia je uplatiovan predev§im pro znaCeni peptidd,
malych efektorovych a haptenovych molekul, a dalSich radiofarmak. VétSina zobrazovacich
prostiedkt je syntetizovana pomoci techniky znaCeni, pfi niz je vektorova molekula nejprve
konjugovana s chelatorovou ¢astici pro naslednou kompletaci s ®*Ga. Nejéastéji pouzivanymi
chelatory jsou derivaty DOTA a NOTA. Nejznaméj$imi galliem-68 znaCenymi radiofarmaky
jsou %8Ga-DOTATATE, “®Ga-DOTATOC a %Ga-DOTANOC, které hraji vyznamnou roli
piedevsim v detekci neuroendokrinnich nadorti pomoci metod PET a PET/CT. ®®Ga je tedy
vyuzivano obzvlasté v onkologické diagnostice, pii¢emz se stalo moznym kandidatem pro dalsi
teranosticka vyuziti. Jeho potencial byl v§ak prokazan i pro zobrazeni infekce, zanétu, a perfuze

myokardu a plic (Velikyan, 2015; Synowiecki et al., 2018; Zhu et al., 2020).

Nejbéznéjsi metodou ziskavani radionuklidu *®Ga je pomoci *®Ge/°®Ga generatoru.
Matefsky nuklid *8Ge s poloasem rozpadu 270,95 dni, je imobilizovan na stacionarni fazi,
ktera je obvykle tvorena anorganickymi sorbenty, protoze jsou méng¢ citlivé na radiolyzu. Mezi
anorganické sorbenty patfi TiOz, SnO;, ZrO; a CeO;. Organickym sorbentem je
N-methylglukamin. ®3Ge se tedy pfemé&iuje elektronovym zachytem (EC) na radionuklid ®*Ga,
ktery se poté rozpada na %®Zn (viz Tabulka 1). Germanium-68 zaruCuje moznost prabézné
zasoby ®8Ga pro klinické pouziti az po dobu jednoho roku (Schénfeld er al., 1994; Velikyan,
2015; Nelson et al., 2022).

Tabulka 1: Priklad rozpadové fady uméle vyrobeného radionuklidu germania.

Matersky Typ Dceriny Typ ] ] ]
Vysled klid
radionuklid (T12) rozpadu  radionuklid (T12)  rozpadu ystediy mukh
8Ge, (270,95 dni) EC %8Ga (68 min) B*,EC, v 6871

Legenda: (T15) - polo¢as rozpadu
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Postupné pokroky v radiochemii vedly k dostupnosti generatorii poskytujicich *8Ga**
v eluatu kyseliny chlorovodikové. Eluovany radionuklid ve formé& [*®*Ga]GaCls lze pouzit
k naslednému radioaktivnimu znaceni (Nelson ef al., 2022). Mezi kontaminanty eluatu se radi
nékteré kovy, pfedevsim Ge a Zn. Vysoka pozitronova emise frakce “®Ga a kratky polocas
rozpadu, poskytuji dostateCnou uroven radioaktivity pro vysoce kvalitni zobrazovaci snimky
s minimalni radiacni davkou pro organismus. Zarovefi umoziuji opakovana vysetfeni

a vyzaduji kratkou dobu skenovani (Velikyan, 2015).

Z chemického hlediska se Ga’* podoba Fe¥* co se tyCe iontového poloméru,
elektronegativity, elektronové afinity a koordinaéniho ¢isla (Sun ez al., 2023). Na zékladé toho
se Ga’>* mohou vazat prakticky na jakykoliv komplex nebo slouceninu, ktera vaze Fe**, coz je
pro biologické systémy obtizné rozliSit. Mezi tyto slouCeniny lze zaradit naptiklad
protoporfyrin, proteiny jako je laktoferin, transferin a feritin, a jiz zminéné siderofory, které by
za normalnich okolnosti vazaly zelezité ionty (Kelson ef al., 2013; Li et al., 2022). Jelikoz
siderofory hraji vyznamnou roli ve virulenci patogenu, jsou povazovany za slibné kandidaty
pro jejich detekci. Siderofory v kombinaci s galliem, které je prostfednictvim mechanismu
uptaku vzniklého komplexu piijato do bakterialnich bunék, jsou vhodné pro diagnostiku

infek¢ni onemocnéni pomoci radiologického nebo optického zobrazovani (Fan ef Fang, 2021).
3.4  Zobrazovaci metody nuklearni mediciny

Mezi klinicky dostupné zobrazovaci metody infekce se zarazuji napiiklad magneticka
rezonance (MRI) a vypocetni tomografie (CT), které jsou vSak zalozeny na zmeénach v anatomii
nebo morfologii tkani. Tyto zmény jsou ale ¢asto opozdéné vzhledem k procesu onemocnéni.
Proto jsou tyto strukturalni zobrazovaci metody nespecifické a mohou reflektovat kombinaci
infekce a zanétlivé reakce. Molekularné zobrazovaci metody, mezi které patii jednofotonova
emisni vypocetni tomografie (SPECT) a pozitronova emisni tomografie (PET), poskytuji
informace o probihajicich metabolickych procesech v tkanich. Soucasné zobrazovaci
prosttedky pro SPECT a PET metody zvysSuji citlivost detekce, ale jsou omezené, protoze
zobrazuji fyziologické zmény, které jsou soucasti zanétlivého procesu a reakce hostitele na
infekci. Tato nedostatecna specificita je hlavni prekazkou zminénych metod (Ordonez et al.,

2019).
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3.4.1 Magneticka rezonance (MRI)

Magneticka rezonance je zobrazovaci technologie, ktera se vyznacuje vynikajicim
kontrastem meékkych tkani s vysokym prostorovym rozlisenim, tomografickym trojrozmérnym
zobrazenim a schopnosti zndzorfiovat dynamické fyziologické zmény na zaklad€ nuklearni
magnetické rezonance. Provadi se neinvazivnim zpusobem, ktery umoziiuje bezpecné
opakovani skenovani (Plewes et Kucharczyk, 2012). Metoda MRI kombinuje vysoce silna
magnetickd pole s neionizujicim radiofrekvenénim zafenim, a vyuziva vlastnosti atomovych
jader s lichym poctem nukleont, které maji nenulovy magneticky moment nebo spin (Kiessling
et Pichler, 2011). Snimky jsou vytvareny pomoci signali vznikajicich pohybem jader atomu
v silném magnetickém poli. Pfedmétem zajmu jsou predevsim signaly z jader vodiku, ktery je
soucasti tkanové vody a lipid( (Schmidt ef Payne, 2015). Technika MRI je nejvice vyuzivana
k analyze mozku, zejména k detekci Alzheimerovy choroby, roztrousené sklerdzy, vaskularni
demence, meningiomu a glioblastomu. Dale mtize byt pouzita k predikci riznych onemocnéni,
napiiklad prostaty, ledvin a patete (Lundervold ez Lundervold, 2019). Také umoziiuje snadnou

detekci infekci moCovych cest a abscest (El-Ghar ez al., 2021).

3.4.2 Vypocetni tomografie (CT)

Vypocetni tomografie je radiograficka zobrazovaci metoda poskytujici trojrozmérné
vyobrazeni relativniho utlumu rentgenovych zateni pfi priachodu riznymi tkanémi. Rentgenové
zafeni vychazi v podobé tenkého svazku zrentgenky, nasledné prochazi objektem,
a nakonec dopada na velkoplo$ny detektor zareni, ktery je umistén naproti rentgence. Cela
sestava se linearn€ posouva a zaroven se otac¢i o maly thel kolem podélné osy subjektu.
Kompletni soubor transmisnich snimka je poté matematicky rekonstruovan. CT snimky jsou
bézné parametrizovany v Hounsfieldovych jednotkach (HU) (Kiessling ez Pichler, 2011).
Hodnoty HU se pro vét§inu mekkych tkani, které jsou nejcastejsim predmétem zajmu, pohybuji
v rozsahu od —100 do +100. V soucasnosti jsou rozliSovany vypocetni tomografy celkem Ctyt
generaci (Goldman, 2007). Pomoci metody CT lze detekovat napiiklad akutni pneumonii

a jaterni abscesy vyvolané K. pneumoniae (Okada et al., 2009; Chang et al., 2015).

3.4.3 Jednofotonova emisni vypocetni tomografie (SPECT)

Podstata této zobrazovaci technologie spociva v detekci gama zafeni emitovaného
radionuklidy, které se rozpadaji v tkani subjektu (Alqahtani, 2023). Jednotlivé fotony zareni
jsou detekovany scintilatni kamerou neboli gamakamerou, ktera se sklada z kolimatoru,

scintila¢niho krystalu, svétlovodi¢e a nékolika fotonasobicti (Kiessling es Pichler, 2011).
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Kolimator je zhotoven z olova a puisobi jako filtr, ktery propousti pouze fotony letici v Zzadaném
sméru, a to nejcasté]i kolmo k povrchu scintilaéniho krystalu (Koranda ez al., 2014). Scintila¢ni
krystal, vétSinou jodid sodny aktivovany thalliem, detekuje fotony, které prosly kolimatorem,
a prevadi jejich energii na viditelné svétlo. Tyto zablesky jsou pomoci svétlovodice prevedeny
na soustavu fotonasobicl, které konvertuji svételny signal na signal elektricky. Vystupni
signaly jsou poté vyhodnocovany (Algahtani, 2023). Typicka SPECT zafizeni obsahuji jednu,
dveé nebo vice gamakamer, které rotuji kolem objektu a pofizuji projekéni snimky (Kiessling
et Pichler, 2011). Ze série projekci je poté v pocitaCi rekonstruovan trojrozmérny obraz
ukazujici distribuci radioaktivni latky ve vySetfované oblasti (Koranda ez al., 2014). Mezi
nejpouzivanéjsi radionuklidy pro SPECT zobrazovani patfi *™Tc, ’Ga, "'In a '2°T (Signore
et Glaudemans, 2011). SPECT zobrazovani se pouziva piredevs§im k vizualizaci prutoku krve,

diagnostice mozku a detekci nadorti (Payolla et al., 2019).

3.4.4 Pozitronova emisni tomografie (PET)

Zobrazovaci technologie PET je zalozena na koinciden¢ni detekci dvou kolinearnich
fotont (Kiessling ef Pichler, 2011). Pro zobrazovani jsou pouzivany radionuklidy, které emituji
pozitrony a vyznacuji se relativné kratkym polo¢asem rozpadu. Mezi nejpouzivané]si
pozitronové zafiée patii 'C, 8F a 150 (Tai ef Piccini, 2004). Dale jsou vyuzivany naptiklad
radionuklidy ®*Ga, ¥Zr, ®Cu a %Rb (Brandt er al, 2018). Nejcast&ji pouzivanym
radiofarmakem pro klinické PET zobrazovani je '|F-FDG, dale napiiklad jiz zminény
%8Ga-DOTATATE (Voss, 2023). Princip metody je zalozen na pohybu emitovanych pozitront
v tkani na velmi kratkou vzdalenost do té¢ doby, nez jsou spolu s elektronem z okoli anihilovany.
V prabéhu tohoto procesu vznikaji dva fotony o stejné energii 511 keV, které se pohybuji
v opacnych smérech (Tai ef Piccini, 2004). Tradi¢né se pouzivaji blokové detektory, které se
skladaji z nékolika scintila¢nich krystalt (Kiessling ef Pichler, 2011). V pfipad€, Ze jsou oba
fotony zachyceny protilehlymi detektory soucasné, vznikne koinciden¢ni udalost. Lze tedy
predpokladat, ze se poloha mista emise nachazi na spojnici dvou boda na detektorech, které
signal pfijaly. Z tohoto divodu neni nutné pouzivat olovéné kolimatory jako v ptipadé SPECT.
Tento faktor udéluje metodé PET podstatné vyssi citlivost. Pomoci udaju, které byly ziskany
detekci velkého poctu anihilacnich fotont, lze sestavit trojrozmérny obraz distribuce
radioaktivné znacené latky (Koranda ez al., 2014). PET se aktivné vyuziva v riznych aplikacich

predev§im v onkologii, neurologii a kardiologii (Wang et al., 2020a).
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3.4.5 Hybridni zobrazovaci metody

Metody SPECT a PET jsou ¢asto pouzivany v kombinaci se strukturalnim zobrazenim
MRI a CT k poskytnuti anatomické reference (Ordonez ef al., 2019). Dostupnost hybridnich
systémtit SPECT/CT, SPECT/MRI, PET/CT a PET/MRI nabizi vyssi specificitu s moznosti
hodnoceni rozsahu patologie (Mokoala ef al., 2023). Konkrétné PET/CT je v soucasné dobé
nejCastéji pouzivanou nuklearni zobrazovaci technikou pro diagnostiku infekénich
onemocnéni. Nejvice vyuzivanou zobrazovaci latkou je 'F-FDG, ktera poskytuje dostatecnou
diagnostickou presnost pro mnoho infekci, av§ak mize vykazovat urcita omezeni, zejména ve
specificité. Infekce i zanét totiz zvysuji vychytavani FDG, a proto mize byt jejich rozliSeni

diagnostickym problémem (Pijl et al., 2021).

Pro pfekonani téchto omezeni by mohly slouzit radioaktivné znac¢ené siderofory, které
by zaroven mohly spliiovat pozadavky pro optimalni zobrazovaci prostredek. (Petrik ef al.,
2017). Bylo prokazano, ze pro zobrazovani a vc€asnou diagnostiku infekci zplisobenych
houbami druhu Aspergillus fumigatus, naptiklad invazivni aspergilozy, mohou byt pouzity
galliem-68 znacené siderofory triacetylfusarinin C (TAFC) a ferrioxamin E (FOXE) (Petrik
etal., 2014). Dale Ize k detekci infekci zpiisobenych bakteriemi rodu Pseudomonas aeruginosa
a Staphylococcus aureus pouzit [**Ga]Ga-DFO-B (Petrik ef al., 2021). Z tohoto divodu se
predpoklada, ze by k PET/CT detekci infekce zptisobené bakterii K. pneumoniae mohly byt

vyuzity radioaktivné znacené siderofory.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

K provedeni experimenti byly pouzity mikrobialni kultury bakterie Klebsiella
pneumoniae celkem Ctyt kmen(:

o Klebsiella pneumoniae NCTC 13368

o Klebsiella pneumoniae NCTC 13465

o Klebsiella pneumoniae NCTC 24292/A

o Klebsiella pneumoniae 8157

Kmeny byly poskytnuty ze sbirky Ustavu mikrobiologie Lékaiské fakulty Univerzity
Palackého. Kmeny NCTC pochazi z britské sbirky National Collection of Type Cultures a kmen
8157 je klinicky izolat. Kmeny byly kultivovany v Petriho miskach obsahujicich Columbia
krevni agar (OXOID, PB5008A) po dobu 24 hodin pfi 37 °C. Po kultivaci na pevném médiu
byly bakteridlni kolonie pfeneseny do Erlenmeyerovych banék obsahujicich
Mueller-Hintonovo médium (BioRad, kat. ¢. 69444) nebo M9 médium (Thermo Scientific,
kat.€. A13744-01) a tfepany pii 150 rpm po dobu 4 az 72 hodin pti 35 °C.

Experimenty byly provadény na mySich kmene Balb/c (Envigo, Horst) v souladu se
zakonem na ochranu zvifat proti tyrani (Cislo 246/1992 Sb.), se souhlasem Ministerstva
Skolstvi, mladeze a t€lovychovy (MSMT-24421/2021-4) a Odbornou komisi na ochranu zvitat
proti tyrani Lékatské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Lidské krevni sérum bylo poskytnuto transfuznim oddélenim Fakultni nemocnice

v Olomouci.
4.2  Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie
o Acetonitril - ACN (ROTH, kat.c. 8825,2)
o Cyklofosfamid - Endoxan (Baxter)
o Deionizovana voda - diH,O
o Fosfatovy pufr - PBS, pH =7,4 (Thermo Scientific, kat. ¢. 10010-023)
o Fyziologicky roztok - 0,9% NaCl (B Braun, kat.c. 5/395478/1109)
o Chlorid zelezity (Sigma-Aldrich, kat.¢. 157740-100G)
o Isofluran - Aerrane 100% (Baxter, kat.c. 1476143)
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Kyselina diethylentriaminpentaoctova - DTPA (Sigma-Aldrich, kat.¢. D1133-250G)
Kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich, kat.¢. 96208-250ML-F)

Methanol (VWR Chemicals, kat.¢. 20850.296)

Octan amonny (Sigma-Aldrich, kat.¢. 73432-100G-F)

Octan sodny (Merck, kat.¢. 1.06267.0500)

Oktanol (VWR chemicals, kat.¢. 20864.32)

Siderofory: enterobaktin, salmochelin S4, ferrirubin a koprogen (EMC
Microcollections GmbH)

Terpentynovy olej (Proxim, kat.¢. 650-002-00-6)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan - TRIS (Sigma-Aldrich, kat. €. 252859-500G)

Pouzité soupravy

o

Gelové kolony pro purifikaci - MicroSpin G-50 Columns (Illustra™, 27533001)

Pouzité roztoky a jejich priprava

4.3

o

0,1 M roztok chloridu zelezitého: 1,62 g chloridu zelezitého rozpusténo ve 100 ml
diH20

1 M roztok octanu amonného: 77,1 g octanu amonného rozpusténo v 11 diH,O

1,1 M roztok octanu sodného: 310 mg trihydratu octanu sodného rozpusténo ve 2 ml
diH,O

10mM Tris NaCl (pH = 7,3): 121,1 mg TRIS rozpustit ve 100 ml diH.O

6mM roztok DTPA: 236 mg DTPA rozpusténo ve 100 ml diH2O

Eluéni &inidlo - 0,1 M HCI: 12,29 g 30% HCI + 1 1 diH,0

Roztok enterobaktinu: 0,5 mg enterobaktinu rozpusténo v 1 ml ACN

Roztoky salmochelinu S4, ferrirubinu, koprogenu: 1 mg sideroforu rozpustén v 1 ml

diH,0O

Seznam pouzitych pristroju a zafrizeni

%8Ge/®Ga generator (Eckert & Ziegler Eurotope GmbH)
Analyticka vaha AS 220.3Y (Radwag)

Automatické pipety Research plus (Eppendorf)
Automaticky gama pocitac AMG (Hidex)

Cyclone Plus Storage Phosphor System (PerkinElmer)
Chladnicka Type 6 6064 4 (Liebherr MediLine)
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o Chromatograficky papir ze sklenénych vlaken impregnovanych silikagelem (Varian)
o Inhala¢ni anestezie FORANE (Summit)

o Inkubator MD-02N (Thermo Scientific)

o Inkubator s funkci tfepacky Orbital Shaker-Incubator ES-20 (Biosan)

o Mikrocentrifuga Smart 15 (Hanil Science Industrial)

o Minicentrifuga CD-1008 (PHOENIX Instrument)

o Software Mediso InterView FUSION (Mediso Medical Imaging Systems)

o Software Nucline™ (Mediso Medical Imaging Systems)

o Software OptiQuant (Perkin Elmer)

o Termoblok Thermo-Shaker TS-100 (Biosan)

o Trepacka Lab Dancer (IKA)

o Vortex Genius 3 (IKA)

o Zobrazovaci zafizeni NanoScan PET/CT pro mala laboratorni zvifata (Mediso

Medical Imaging Systems)
4.4  Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Stanoveni optimalnich podminek radioaktivniho znaceni

Pfi radioaktivnim znaceni hraji zasadni roli tfi faktory, mezi které patii mnozstvi
znac¢eného sideroforu, doba znaleni a teplota znaCeni. Pro testovani je potfeba stanovit

optimalni podminky.

Pro znaceni siderofort SAL S4 a FR byly testovany tyto podminky:
a) Mnozstvi sideroforu: 0,01; 0,1; 1; 5a 10 ug
b) Doba znaceni: 1, 5, 10, 15 a 20 min
c) Teplota prostiedi: laboratorni teplota (LT) a 90 °C

Pro dosaZeni nizsich koncentraci sideroforti byly siderofory fedény pomoci roztoku PBS. Do
vSech pripravenych mikrozkumavek bylo pipetovano vzdy 30 ul octanu sodného, piislusné
mnozstvi sideroforu, a nakonec 300 pl ziskaného eluatu (viz podkapitola Radioaktivni znacent).
Reakeni smési byly zvortexovany a inkubovany za piislusné teploty. V kazdém cCase byly ze
vsech vzorkll odebrany 2 pl, které byly pfeneseny na prouzky silikagelem impregnovaného
porézniho chromatografického papiru se sklenénymi mikrovlakny. Chromatograficky papir byl
vyvijen po dobu 15 min v mobilni fazi v nasycené chromatografické komote obsahujici 5 ml

methanolu a 5 ml 1M octanu amonného. Poté byla provedena radioanalyza znacenych
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komplexti pomoci instantni chromatografie na tenké vrstvé (iTLC-SG) (viz podkapitola

Kontrola kvality radioaktivniho znacent).

4.4.2 Radioaktivni znaceni

Frakcionovana eluce radioaktivniho [®3Ga]GaCls z%Ge/®*Ga generatoru byla
provedena pomoci elu¢niho ¢inidla 0,1 M HCI. Byla odebréna stiedni frakce eluatu o objemu
1-1,5 ml s aktivitou v rozmezi 100-200 MBq. Reak¢ni smési byly pfipraveny smichanim
30 ul octanu sodného, 300 ul eluatu, a prisluSného mnozstvi jednotlivych sideroford dle

Tabulky 2.

Tabulka 2: Podminky radioaktivniho znaCeni jednotlivych siderofort.

Nazev znaceného sideroforu Objem pridaného Doba inkubace
sideroforu [pl] reak¢ni smeési [min]
Enterobaktin 20 15
Salmochelin S4 10 5
Ferrirubin 5 5
Koprogen 10 15

Po uplynuti inkubacni doby jednotlivych reakénich smési pii pokojové teploté bylo upraveno
pH na hodnotu v rozmezi 5-6 pifidanim 100 pul octanu sodného. Nasledné byla provedena

kontrola kvality radioaktivniho znaCeni stanovenim radiochemické Cistoty.

4.4.3 Kontrola kvality radioaktivniho znaceni

Kontrola kvality radioaktivniho znafeni vzniklych komplexti [*®*Ga]Ga-ENTB,
[*Ga]Ga-SAL S4, [*®Ga]Ga-FR, [*®Ga]Ga-COP byla provedena pomoci iTLC-SG tak, jak je
popsano vyse. Poté byl kazdy prouzek chromatografického papiru skenovan pomoci systému

Cyclone Plus Storage Phospor a vyhodnocen v programu OptiQuant.

4.4.4 In vitro testy stability

Po provedeni kontroly kvality radioaktivniho znaceni byly provedeny rizné in vitro

testy stability ovéfujici vlastnosti vzniklého komplexu [*®Ga]Ga-FR a [*®Ga]Ga-SAL S4.
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Byly pripraveny sady vzorki dle provadéného testu:
a) Test stability v PBS: 100 ul radioaktivné znaceného sideroforu + 100 ul PBS
b) Test stability v prostfedi s konkurencnim chelatorem: 100 pl radioaktivné
znaceného sideroforu + 100 ul 6mM DTPA
c) Test stability v prostiedi se zelezem: 100 ul radioaktivné znaceného
sideroforu + 100 ul 0,1 M FeCl3
d) Test stability v krevnim séru: 100 pl radioaktivné znaceného sideroforu
+ 300 pl lidského séra
Takto ptipravené vzorky byly inkubovany po dobu 30, 60 a 120 min pii 37 °C. V kazdém
Casovém intervalu byly odebrany 2 pl zjednotlivych vzorka s vyjimkou vzorku obsahujici
sérum, a byla provedena radioanalyza pomoci metody iTLC-SG. Ze vzorku obsahujici sérum
bylo v kazdém case odebrano 100 pl, ke kterym bylo pipetovano 150 ul acetonitrilu. Takto
vzniklé vzorky byly zvortexovany a dale centrifugovany po dobu 3 min pii 15 000 rpm. Byl
odebran supernatant, ktery byl analyzovan pomoci metody iTLC-SG.

4.4.5 Stanoveni rozdélovaciho koeficientu

Byla stanovena hodnota rozdélovaciho koeficientu pro znacené siderofory [**Ga]Ga-FR
a [®®Ga]Ga-SAL S4, ktera udava miru lipofility testované slouceniny na zakladé poméru

rozpustnosti ve dvou nemisitelnych fazich, v oktanolu a ve vod¢ (Lipinski ef al., 2001).

Nejprve byl vytvoren zasobni roztok smichanim 350 pl zna¢eného sideroforu se 450 ul
PBS. Bylo pftipraveno Sest mikrozkumavek vzorkt obsahujicich 50 pl zasobniho roztoku,
450 wl PBS a 500 pl oktanolu. Takto pfipravené vzorky byly zvortexovany a umistény na
ttepacku po dobu 20 min pii 350 rpm. Nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu 1 min pfi
15 000 rpm. Vzorky byly takto rozdéleny na fazi oktanolovou a vodnou. Z kazdé faze bylo
opatrné pipetou odebrano 50 pl vzorku. Jednotlivé odebrané vzorky fazi byly rozdéleny do
mikrozkumavek. Odebrané vzorky byly analyzovany pomoci automatického gama pocitace
a ze ziskanych dat byla vypocitana hodnota rozdélovaciho koeficientu dle vzorce:

CPM oktanol
CPM voda

logP = log

4.4.6 Stanoveni vazby na plazmatické proteiny

Byla testovana vazba komplext [®Ga]Ga-FR a [*®Ga]Ga-SAL S4 na proteiny lidského

krevniho séra, ktera testuje zadrzovani farmaka v krvi. Pro toto stanoveni byla pouzita gelova
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permeacni chromatografie, ktera separuje latky na zakladé rozméra molekul. Vétsi molekuly
prochazeji na zakladé rozmérti pora gelu kolonu rychleji, zatimco latky s mensi molekulovou
hmotnosti pronikaji do nitra Castic gelu, a jsou tak eluovany pozd¢ji nebo zistavaji navazany

na koloné¢ (Degano, 2019).

Vzorky [®Ga]Ga-FR a [*®Ga]Ga-SAL S4 o objemu 440 ul byly nafedény 560 ul
fyziologického roztoku. Z téchto fedéni byly odebrany 3 vzorky od kazdého sideroforu
o objemu 50 ul, které byly smichany s 450 pl lidského krevniho séra nebo PBS jako kontroly.
Vzorky byly inkubovany pti 37 °C po dobu 30, 60 a 120 min. V jednotlivych Casovych
intervalech byla provedena separace vzorku v krevnim séru pomoci gelové permeacni
chromatografie. Pro kontrolu vazby byla separace vzorku v PBS provedena pouze po dobu
30 min. Na pfipravené kolony bylo naneseno 25 pl vzorku a kolony byly sto¢eny pii 2 000 g
po dobu 2 min. Pomoci gama pocitace byla nasledné zméfena aktivita zvlast v koloné a zvlast
v eluatu. Namétena data byla pouzita k vypoctu procentualniho zastoupeni signalu v eluatu,

a na zaklad¢ vysledku byla stanovena vazba na plazmatické proteiny.

4.4.7 In vitro uptake v mikrobialnich kulturach

Po provedeni kontroly kvality radioaktivniho znaeni siderofort ENTB, SAL S4, FR
a COP, byly provedeny in vitro testy uptaku v mikrobialnich kulturach nékolika kmena
K. pneumoniae za riznych podminek. Radioaktivné znacené siderofory byly zfedény do 3 ml
PBS na vyslednou koncentraci pohybujici se v rozmezi 100200 nM. Do mikrozkumavek bylo
napipetovano 500 pl mikrobialnich kultur, ke kterym bylo aplikovano vzdy 50 ul jednotlivych
ziedénych siderofort. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany po dobu 45 min pfi teploté
37 °C a 300 rpm. Po inkubaci byly vzorky zcentrifugovany po dobu 5 min pii 15 000 rpm.
Nasledné byl odsan supernatant a vznikly sediment byl promyt 500 pl ledového Tris pufru.
Vzorky byly zvortexovany a centrifugace byla opakovana. Vznikly supernatant byl opét
dikladné odsan. Mikrozkumavky obsahujici mikrobialni sediment byly zvazeny, a spolu
s pfipravenymi standardy pro kazdy siderofor byly podrobeny analyze pomoci automatického
gama pocitace.
4.4.7.1 In vitro uptake v ruznych kmenech K. pneumoniae kultivovanych v riznych médiich
Pro vyhodnoceni bakterialniho uptaku siderofort byly pouzity 4 bakterialni kmeny:
K. pneumoniae NCTC 13368, K. pneumoniae NCTC 13465, K. pneumoniae NCTC 24292/A
a K. pneumoniae 8157. Vzorky jednotlivych kmena byly kultivovany po dobu 24 h pred
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provedenim experimentu, a to bud’ v MH nebo M9 médiu, a néasledné zpracovany tak, jak je
popsano vyse.
4.4.7.2 Vliv doby inkubace na in vitro uptake siderofori

Vzorky bakteridlniho kmene K. pneumoniae NCTC 13465 kultivované v médiu M9
byly smichany se siderofory, a nasledné¢ inkubovany v riznych inkubacnich Ccasech

(1, 5, 15, 30, 45, 60 a 90 min). Se vzorky bylo déale pracovano tak, jak je popsano vyse.

4.4.7.3 In vitro studie blokace uptaku siderofora
Pro otestovani, zda dochazi k bakterialnimu vychytavani sideroforti aktivnim procesem
vyzadujicim zivé nenasycené bakterie, byla kultura bakterialniho kmene K. pneumoniae

NCTC 13465 narostla v médiu M9 pred smichanim se siderofory rozdélena na tii sady vzorku:

a) Normalni kultura

b) Kultura inaktivovana teplem (20 min, 90 °C)

c) Kultura pfedinkubovana s 50 ul FeCls (20 min, 37 °C, 300 rpm)
Takto predpfipravené kultury byly smichany se siderofory a zpracovany tak, jak je popsano
vyse.
4.4.7.4 Vliv stafi kultury na in vitro uptake sideroforu

Pro zjisténi vlivu stafi kultury na in vitro uptake sideroforti byly kultury bakterialnich

kment K. pneumoniae NCTC 13368, K. pneumoniae NCTC 13465, K. pneumoniae
NCTC 24292/A a K. pneumoniae 8157 kultivovany v M9 médiu v riznych casovych
intervalech (4, 24, 48 a 72 h). Nasledné byly takto ptipravené kultury zpracovany a smichany

se siderofory, které v predchozich experimentech vykazovaly nejvy$§i miru uptaku, tedy

s [**Ga]Ga-FR nebo [**Ga]Ga-ENTB. Se vzorky bylo nasledné pracovano tak, jak je popsano
vyse.
4.4.8 In vivo PET/CT zobrazovani

Pro in vivo PET/CT zobrazovani byly pouzity mysi kmene Balb/c, které byly uspany
pomoci 4% isofluranové inhalacni anestezie pro retroorbitalni aplikaci radioaktivné
znaCenych siderofort o objemu 100—150 pl a radioaktivité 5—7 MBq. Statické i dynamické
skenovani bylo provedeno pomoci zobrazovaciho zatfizeni NanoScan PET/CT pro mala
laboratorni zvifata. Béhem skenovani byly mysi udrzovany ve 2% isofluranové inhalacni
anestezii. Ziskana data byla zrekonstruovana a nasledné zpracovana pomoci softwaru Mediso

InterView FUSION.
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4.4.8.1 Biodistribuce znacenych siderofori ve zdravych mySich
Nejprve byla sledovana biodistribuce radioaktivné znaCenych sideroforti ve zdravych
laboratornich mySich. Statické PET/CT skenovani bylo provedeno v ¢asech 30 a 90 min

od aplikace.

4.4.8.2 Detekce K. pneumoniae v infikovanych mySich pomoci znacenych siderofori

Pro PET/CT zobrazovani byl pifipraven model svalové infekce na laboratornich mysich
imunosuprimovanych cyklofosfamidem Endoxan, a to 5 dni a 1 den pfed infekci v davkach
150 mg-kg! a 100 mg-kg!. Mysim bylo 5 nebo 24 hodin pied zobrazovanim intramuskularné
aplikovano 50 pl kultury K. pneumoniae NCTC 13465 nebo K. pneumoniae 8157 v davce
5-107 CFU do svalu levé zadni koncetiny. Nasledné byly mysim v inhalacni anestezii

aplikovany znacené siderofory 45 min pted PET/CT zobrazovanim.

4.4.8.3 Dynamické PET/CT zobrazeni biodistribuce [*Ga]Ga-FR v infikované mysi

Pro dynamické sledovani biodistribuce [®®Ga]Ga-FR v Casovych intervalech v my§im
modelu svalové infekce, bylo imunosuprimované laboratorni mysi intramuskularné€ aplikovano
50 ul kultury K. pneumoniae NCTC 13465 v davce 5-107 CFU do svalu levé zadni kongetiny
bezprostiedné pied skenovanim. Nasledné byl mysi aplikovan [*®Ga]Ga-FR. Thned po aplikaci
byla my§ umisténa do zobrazovaciho PET/CT zafizeni, a bylo okamzité zahajeno skenovani,

ve kterém byla my$ sniména v 10 minutovych intervalech po dobu 90 min.

4.4.8.4 Testovani in vivo specificity [*Ga]Ga-FR pro detekci infekce K. pneumoniae

Pro testovani specificity in vivo uptaku [**Ga]Ga-FR bylo laboratornim mysim 5 hodin
pfed zobrazovanim intramuskularné aplikovano 50 pl kultury K. pneumoniae NCTC 13465
v davce 5-107 CFU do svalu levé zadni koncetiny. Do svalu pravé zadni koncetiny byla

aplikovana vzdy jedna z kontrol:

a) 50 pl fyziologického roztoku (5 hodin pfed zobrazovanim);

b) 50 pl terpentynového oleje pro vyvolani sterilniho zanétu (24 hodin pred
zobrazovanim);

c) 50 ul teplem inaktivované bakterialni kultury (20 min, 90 °C) v davce
5-107 CFU (5 hodin pfed zobrazovanim)

Nasledné byly mysim v inhala¢ni anestezii aplikovany znacené siderofory 45 min pted PET/CT

zobrazovanim a my$i byly zobrazovany tak, jak je popsano vyse.
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5  VYSLEDKY

Cilem experimentalni Casti bakalafské prace bylo otestovat in vifro vlastnosti
radioaktivné oznacenych siderofori [*®*Ga]Ga-SAL S4 a [*®Ga]Ga-FR, a nasledné vybrat

vhodny siderofor pro detekci infekce vyvolané bakterii Klebsiella pneumoniae.
5.1 Stanoveni optimalnich podminek radioaktivniho znaceni

Pomoci iTLC-SG bylo na zakladé tfi testovacich podminek (mnozstvi sideroforu, doby
znaceni a teploty prostredi) provedeno stanoveni optimalnich podminek radioaktivniho znaceni

sideroforu SAL S4 a FR.

Pro SAL S4 bylo pozorovano, zZe se vzrustajicim mnozstvim sideroforu roste hodnota
radiochemické Cistoty. Lze fici, ze 10 pg tohoto znaceného sideroforu vykazuje nejvyssi
hodnoty radiochemické Cistoty pro v§echny zminéné doby 1 teploty znaceni. Zelen€ zvyraznéné
hodnoty znazoriuji pozadovanou, vyssi nez 95% radiochemickou ¢istotu (viz Tabulka 3A). Pro
vétSinu meéfeni s riznym mnozstvim SAL S4 Ize pozorovat, ze jsou hodnoty radiochemické
Cistoty celkové nejvyssi po 5 minutovém znaceni. Také bylo mozné pozorovat, ze zvySeni
teploty v pribéhu inkubace nema vliv na znaceni sideroforu. Pro nasledujici experimenty
se SAL S4 byly tedy zvoleny podminky: 10 ng SAL S4 znacenych galliem-68 po dobu 5 minut
za LT

Vzorky [*®Ga]Ga-FR obsahujici 1, 5 a 10 pg tohoto sideroforu, vykazovaly vysoké
hodnoty radiochemické Cistoty ve vSech Casech a obou teplotach znaCeni (viz Tabulka 3B).
Vzhledem k tomu, zZe Ize FR oznacit s potfebnou radiochemickou €istotou 1 pfi niz§im mnozstvi
tohoto sideroforu a pfi krat§i dob& znaceni, byly pro dalsi experimenty s FR byly zvoleny

podminky: 5 pg FR znacenych galliem-68 po dobu 5 minut za LT.
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Tabulka 3: Optimalizace podminek radioaktivniho znaceni sideroforu (A) SAL S4 a (B) FR.

Doba znaceni [min] 1 5 10 15 20
Siderofor Tep}ot;} MnoZstvi
Znaceni ) Vysledna radiochemicki Cistota [%o]
sideroforu [pg]
0,01 23.3 374 11,3 3.9 4.1
0.1 33,6 36,7 21,5 10,9 11,0
LT 1 56.4 50,0 41,5 28,7 29.3
5 90,3 96.0 88.5 97.5 91.8
@A) 10 98.0 99.4 95.4 99.6 98.2
SAL S4 0,01 10,3 32,9 9.1 17,7 15,0
0.1 17.3 53,2 18.9 30.1 26,2
90 °C 1 47.6 84,2 433 62.3 59.8
5 83.5 954 843 90.3 89.3
10 97.9 98.1 95.0 96.1 95.4
0,01 1.4 9,6 5.6 5.7 7.9
0.1 19.7 53,7 59.5 49.9 67.3
LT 1 87.3 95.1 96,4 97.3 98.1
5 97.1 97.9 99.1 99 .4 99.0
(B) 10 98.1 98.7 99.2 99.7 99.7
FR 0,01 14,0 17.1 18.1 18.4 18.1
0.1 90.1 92.8 92,0 92.8 91.8
90 °C 1 99.2 99.6 99.5 99.7 99.8
5 99.6 99.8 99.9 99.5 99.8
10 99.9 99.9 99.9 99.1 99.9

Legenda: (LT) - laboratorni teplota

5.2  Radioaktivni znaceni a kontrola kvality

Po provedeni radioaktivniho znaceni a kontroly kvality znaceni pomoci iTLC-SG bylo
zjisténo, ze siderofory ENTB, SAL S4, FR a COP byly znaceny galliem-68 s vysokou

radiochemickou ¢istotou dosahujici vice nez 95 % (viz Obrazek 5).
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%8GaCl; [%%Ga]Ga-ENTB [®Ga]Ga-SAL S4 [%%Ga]Ga-FR [®*Ga]Ga-COP

Obrizek 5: Kontrola kvality radioaktivné znalenych komplexi [*®Ga]Ga-ENTB,
[*Ga]Ga-SAL S4, [°®Ga]Ga-FR a [*®*Ga]Ga-COP.

Legenda: (*GaCls) - kontrolni vzorek

5.3  Invitro testy stability

Byla provedena analyza in vitro testd stability radioaktivné znaCenych siderofort

SAL S4 a FR.

Vznikly komplex [®*Ga]Ga-SAL S4 vykazoval nejvy$si stabilitu v PBS, protoze byly
naméfeny hodnoty radiochemické Cistoty vyssi nez 97 % pro vSechny inkubacéni Casy. Naopak
témé&f nulovou stabilitu vykazoval komplex [*®Ga]Ga-SAL S4 v prostiedi s0,1M FeCls.
Naméfené hodnoty radiochemické Cistoty komplexu v prostredi s konkuren¢nim chelatorem
DTPA se v zavisloti na délce inkubace snizovaly z 53,7 % na 24,2 %. Zhruba 90%
radiochemicka Cistota byla naméfena pro [*®Ga]Ga-SAL S4 v lidském séru. In vitro

charakteristika komplexu [*®Ga]Ga-SAL S4 je shrnuta v Tabulce 4A.

Komplex [*Ga]Ga-FR vykazoval vysokou stabilitu v lidském séru i PBS, pficemz
naméiené hodnoty radiochemické Cistoty pro vSechny inkubacni ¢asy byly vyssi nez 99 %.
Naopak nejniz§i stabilitu vykazoval komplex [*®Ga]Ga-FR v prostiedi s konkurenénich

chelatorem DTPA, pificemz se hodnota radiochemické Cistoty postupné snizovala, a po
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dvouhodinové inkubaci klesla na pouhych 54,90 %. Komplex se také postupné rozpadal
v prostiedi s 0,1 M FeCls, ale hodnota radiochemické Cistoty 1 po 120 minutach zlstala vyssi

nez 95 %. In vitro charakteristika komplexu [*®Ga]Ga-FR je shrnuta v Tabulce 4B.
5.4  Stanoveni rozdélovaciho koeficientu

Z dat ziskanych automatickym gama pocitaCem byla na zakladé vypocitani hodnoty
rozdélovaciho koeficientu stanovena mira lipofility vzniklych komplextu [*®Ga]Ga-SAL S4
a [®®Ga]Ga-FR. Bylo zjisténo, ze hodnota rozdélovaciho koeficientu pro [**Ga]Ga-SAL S4 je
rovna —4,04 + 0,13, a tedy lze fici, ze komplex vykazuje hydrofilni vlastnosti (viz Tabulka
4A). Vypocitana hodnota Log P pro [*®Ga]Ga-FR je rovna —2,62 % + 0,03, a tedy tento
komplex vykazuje také vlastnosti hydrofilni (viz Tabulka 4B).

5.5 Stanoveni vazby na plazmatické proteiny

Vazba na proteiny komplexu [**Ga]Ga-SAL S4 se po 30-120 min inkubace pii 37 °C
pohybovala v rozmezi od 23,44 % do 25,31 % se smérodatnou odchylkou + 0,23-1,42 (viz
Tabulka 4A). Vazba na proteiny komplexu [*®®Ga]Ga-FR byla nizsi, pohybovala se v rozmezi
5,78 % do 6,7 % se smérodatnou odchylkou + 2,26-2,52 (viz Tabulka 4B).

Tabulka 4: Vysledky in vitro charakterizace komplexu (A) [*®Ga]Ga-SAL S4
a (B) [*®*Ga]Ga-FR.

Délka Stabilita Stabilita Stabilita  Stabilita Vazba na
Komplex LogP[%)] inkubace v 6mM v0,IM  vlidském .

min] YEPBSI%l prpa o] FeCli[%] séruqwe PrOtEnY (%l
30 98.6 53,7 0.3 90,8 23,44 + 0,62
A) —4,04 £ 0,13 60 98.0 29.5 0,1 90,0 25,18 + 1,42
120 97.3 242 0,1 89,7 25,31 £ 0,23

30 99.4 95.8 96.5 99.8 5.78 £ 2.26

(B) —2,62 £0,03 60 99,2 85,7 95,7 99.9 6.551+1.97
120 99.3 54,9 954 99.8 6.70 £+ 2.52
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5.6  In vitro uptake v mikrobialnich kulturach

Byla provedena analyza in vitro uptaku vzniklych komplexi [*®*Ga]Ga-ENTB,
[*Ga]Ga-SAL S4, [*®Ga]Ga-FR a [*®Ga]Ga-COP v mikrobialnich kulturach nékolika kment

K. pneumoniae za riznych podminek.

5.6.1 In vitro uptake v riiznych kmenech K. pneumoniae kultivovanych v riznych médiich

Pti testovani vlivu média na in vitro uptake komplext bylo zjisténo, ze bakterialni
kmeny kultivované v MH médiu po dobu 24 hodin se vyznacuji celkové nejvyssimi hodnotami
in vitro uptaku komplexu [*®Ga]Ga-FR, s vyjimkou kmene K. prneumoniae NCTC 24292/A.
Naopak komplexy [*®Ga]Ga-SAL S4 a [*3Ga]Ga-COP se vyznaovaly nejnizsimi hodnotami

bakterialniho uptaku ve vSech kmenech K. pneumoniae (viz Obrazek 6).

V piipadé 24 hodinové kultivace bakterialnich kmenii v M9 médiu byly pozorovany
vyrazné vys§i hodnoty bakterialniho uptaku nez pfi kultivaci kmeni v MH médiu. Bylo
zjisténo, ze vSechny kultury K. pneumoniae vykazovaly nejvyssi hodnoty uptaku pro komplex
[*Ga]Ga-FR. Zarovei bylo zjisténo, ze nejvyssi hodnoty uptaku [*®Ga]Ga-ENTB, [*®Ga]Ga-
SAL S$4, [Ga]Ga-FR i [*®Ga]Ga-COP, byly naméfeny konkrétné pro kmen K. pneumoniae
NCTC 13465. Naopak nejnizsimi hodnotami bakteridlniho uptaku se vyznacoval komplex
[*¥Ga]Ga-COP (viz Obrazek 7). Na zakladé toho vysledku byla pro dalsi dva experimenty

pouzivana mikrobialni kultura kmene K. pneumoniae NCTC 13465 kultivovana v M9 médiu.
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Obriazek 6: In vitro uptake komplexti [*®Ga]Ga-ENTB, [*®Ga]Ga-SAL S4, [*®Ga]Ga-FR
a [*®Ga]Ga-COP v mikrobidlnich kulturach kmene K. pneumoniae NCTC 13368,
K. pneumoniae NCTC 13465, K. pneumoniae NCTC 24292/A a K. pneumoniae 8157,
kultivovanych po dobu 24 hodin v MH médiu.

Legenda: (% AD/g) - procento absorbované davky na gram
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Obrazek 7: In vitro uptake komplexti [*®Ga]Ga-ENTB, [*®Ga]Ga-SAL S4, [*®Ga]Ga-FR
a [*®Ga]Ga-COP v mikrobidlnich kulturach kmene K. pneumoniae NCTC 13368,
K. pneumoniae NCTC 13465, K. pneumoniae NCTC 24292/A a K. pneumoniae 8157,
kultivovanych po dobu 24 hodin v M9 médiu.
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5.6.2 Vliv doby inkubace na in vitro uptake sideroforu

Pii testovani vlivu doby inkubace na in vifro uptake komplextd [*®Ga]Ga-ENTB,
[*Ga]Ga-SAL S4, [*3Ga]Ga-FR a [*®Ga]Ga-COP, bylo prokazano, Ze se zvysujici se inkubacni
dobou postupné rostou hodnoty uptaku jednotlivych komplexi kulturou kmene
K. pneumoniae NCTC 13465 kultivovanou v M9 médiu. Nicméné nejvyssi narust hodnoty
uptaku byl pozorovan zhruba do 45 minut od startu inkubace. Del$i doba inkubace vykazovala
pouze mirné zvyseni uptaku (viz Obrazek 8). Vzhledem k polocasu rozpadu *®Ga byla tedy pro

dalsi experimenty zvolena inkuba¢ni doba 45 minut.

ENTB SAL S4 e=m=FR COP
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18000 -
16000 -
14000 -
12000 -
10000 -

8000
6000 -

4000 1

Uptake bakterialni kultury [% AD/g]

2000 A

1 ' 5 s 300 4560 %0
Inkubacni doba [min]
Obriazek 8: In vitro uptake komplexti [*®Ga]Ga-ENTB, [*®Ga]Ga-SAL S4, [*®Ga]Ga-FR

a [®Ga]Ga-COP v ruiznych &asech inkubace v mikrobialni kultufe kmene K. pneumoniae

NCTC 13465 kultivované v M9 médiu.

5.6.3 In vitro studie blokace uptaku sideroforu

V tomto experimentu bylo prokazano, ze dochazi k bakteridlnimu vychytavani
sideroforti aktivnim procesem vyzadujicim Zivé nenasycené bakterie. Teplem inaktivovana
bakterialni kultura stejné€ jako kultura pfedinkubovana s zelezem, vykazovaly po 45 minutach
vyrazné niz§i hodnoty uptaku vzniklych komplext, nez normalni kultura bakterialniho kmene

K. pneumoniae NCTC 13465 kultivovana v M9 médiu. (viz Obrazek 9).
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Obriazek 9: In vitro uptake komplexti [*®Ga]Ga-ENTB, [*®Ga]Ga-SAL S4, [*®Ga]Ga-FR
a [*®Ga]Ga-COP po 45 minutach inkubace vnormalni kultufe kmene K. pneumoniae
NCTC 13465 kultivované v M9 médiu, ve srovnani steplem inaktivovanou kulturou

(20 minut, 90 °C) a kulturou predinkubovanou s FeCls.

5.6.4 Vliv stari kultury na in vitro uptake sideroforu

Zkoumanim vlivu stafi kultury na in vitro uptake vzniklych komplexti bylo mozné
pozorovat, jak se v zavislosti na stafi bakterialnich kultur kultivovanych v M9 médiu meéni
hodnoty uptaku vzniklych komplext [*®Ga]Ga-ENTB a [*3Ga]Ga-FR. Bakterialni uptake
komplexu [*®Ga]Ga-ENTB byl nejvyssi po 4 hodinové kultivaci kultur u vSech Ctyf
bakterialnich kment (viz Obrazek 10A). Hodnoty uptaku komplexu [*®Ga]Ga-FR byly nejvyssi
po 4 hodinové kultivaci v kulturach bakterialnich kment K. preumoniae NCTC 13368
a K. pneumoniae NCTC 13465. Zaroven bakterialni uptake dosahoval vysokych hodnot
po uplynuti 24 hodinové inkubacni doby (viz Obrazek 10B). Na zaklad¢ téchto vysledkt byla
tedy pro porovnani in vivo uptaku galliem-68 znacenych sideroforti zvolena inkuba¢ni doba

infekce 5 a 24 hodin.
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Obriazek 10: /n vitro uptake komplexu (A) [*®*Ga]Ga-ENTB a (B) [°®Ga]Ga-FR po 45 minutach
inkubace v mikrobialnich kulturdch kmene K. pneumoniae NCTC 13368, K. pneumoniae
NCTC 13465, K. pneumoniae NCTC 24292/A a K. pneumoniae 8157 kultivovanych po dobu
4,24, 48 a 72 hodin v M9 médiu.

5.7 Invivo PET/CT zobrazovani

Po uspésném radioaktivnim znaCeni sideroforti, kontrole kvality jejich znaceni
a testovani in vitro charakteristik vzniklych komplext, bylo mozné provést in vivo zobrazovani

pomoci PET/CT systému pro malé laboratorni zvifata.

5.7.1 Biodistribuce znacenych sideroforu ve zdravych mySich

Nejprve byla sledovana biodistribuce komplext [*®*Ga]Ga-ENTB, [*®Ga]Ga-SAL S4,
[*Ga]Ga-FR a [®®Ga]Ga-COP ve zdravych laboratornich mySich skenovanych v asech
30 a 90 minut od jejich aplikace.

Po uplynuti 30 minut od podani [**Ga]Ga-ENTB bylo mozné na zakladé radioaktivniho
signalu pozorovat, ze dochazi k vyrazné akumulaci tohoto komplexu ve zlu¢niku a stfevech.
Dale byl signal pozorovan také v mocovém meéchyii a ledvinach. Po uplynuti 90 minut od
aplikace [®*Ga]Ga-ENTB byl signal i nadale detekovan ve zlu¢niku, nejvice viak ve stfevech.
Signal z moGového méchyie s Casem slabl (Obrazek 11A). Komplex [*®*Ga]Ga-SAL S4 se po
30 minutach od jeho podani neinfikované mysi mirné hromadil v jatrech a ledvinach. Nejvyssi
intenzita signalu byla pozorovana v mocovém méchyii. Skenovani po 90 minutach od aplikace

komplexu ukazalo, Ze intenzita signalu ze zminé€nych organti mirné slabla (viz Obrazek 11B).
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Po uplynuti 30 minut od aplikace [*®Ga]Ga-FR byl pozorovan radioaktivni signal pouze
v ledvinach a mocovém méchyii. Po 90 minutach od aplikace komplexu signal z ledvin témért
vymizel a postupné se zmenSoval 1 v moCovém meéchyii (viz Obrazek 11C). Podobné byl
zobrazen i radioaktivni signal z komplexu [*®Ga]Ga-COP, ktery byl po 30 minutach od podani
také pozorovan v ledvinach i mocovém méchyii. Po 1 hodiné€ od prvniho skenu signal z ledvin
vymizel Uplné (viz Obrazek 11D). Bylo tedy prokazano, ze komplexy [®®Ga]Ga-FR
a [®®Ga]Ga-COP jsou z krevniho ob&hu vylu¢ovany vyhradné ledvinami, a nevykazuji Zadnou

akumulaci v hlavnich organech.

Obrizek 11: PET/CT snimek in vivo Dbiodistribuce (A) [*®Ga]Ga-ENTB,
(B) [*®Ga]Ga-SAL S4, (C) [®®Ga]Ga-FR, (D) [®®Ga]Ga-COP v neinfikovanych mysich

30 a 90 minut od podani galliem-68 znacenych siderofort.

Legenda: (% ID/g) - procento podané davky na gram, (J) - jatra, (L) - ledviny, (M) - moCovy méchyf,
(ST) - stieva, (Z) - zluénik
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5.7.2 Detekce K. pneumoniae v infikovanych mySich pomoci znacenych sideroforu

Nasledovalo PET/CT zobrazovani komplext [*®Ga]Ga-ENTB, [®®Ga]Ga-SAL S4,
[Ga]Ga-FR a [®®Ga]Ga-COP v mysich infikovanych mikrobialni kulturou kmene
K. pneumoniae NCTC 13465 aplikovanou 5 hodin pfed snimanim.

Po uplynuti 45 minut od podani [**Ga]Ga-ENTB byl v misté infekce detekovan pouze
minimalni radioaktivni signal (viz Obrazek 12A). Tento vysledek byl pozorovan i pro komplex
[*Ga]Ga-SAL S4 (viz Obrazek 12B). Nejvyssi pozorovana intenzita signalu v misté infekce
byla zplisobena vychytavanim komplexu [*®Ga]Ga-FR (viz Obrazek 12C). Naopak v piipadé
[*¥Ga]Ga-COP nebyl v misté infekce detekovan zadny signal (viz Obrazek 12D). Na zakladé
téchto i1 predchozich vysledki byl v dalSich experimentech testovan pouze komplex

[*Ga]Ga-FR.

Obrizek 12: PET/CT snimek in vivo biodistribuce (A) [*®Ga]Ga-ENTB,
(B) [®Ga]Ga-SAL S4, (C) [*®*Ga]Ga-FR, (D) [®®Ga]Ga-COP po 45 minutach od
retroorbitdlniho podani radioaktivné znaceného sideroforu myS§im se svalovou infekci
vyvolanou kmenem K. pneumoniae NCTC 13465 aplikovanou 5 hodin pted snimanim do levé

zadni koncetiny (Cervena Sipka).

Legenda: (% ID/g) - procento podané davky na gram

Dale byla sledovana biodistribuce tohoto komplexu v mySich infikovanych kulturou
kmene K. pneumoniae 8157, ktera byla aplikovana 5 a 24 hodin pfed snimanim. Po uplynuti
5 hodin od aplikace kultury byla pozorovana vysoka intenzita signalu zpusobena
[*Ga]Ga-FR v misté infekce (viz Obrazek 13A). Dalsim skenem ukazal, Ze s Gasem postupné

klesa intenzita signalu (viz Obrazek 13B).
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Obriazek 13: PET/CT in vivo zobrazeni biodistribuce [*®*Ga]Ga-FR po 45 minutach od jeho
podani v mySim modelu svalové infekce vyvolaném kulturou kmene K. pneumoniae 8157

aplikované (A) 5 hodin a (B) 24 hodin pted snimanim do levé zadni koncetiny (Cervena Sipka).

5.7.3 Dynamické PET/CT zobrazeni biodistribuce [**Ga]Ga-FR v infikované mysi

S pomoci dynamického PET/CT zobrazovani byla sledovana biodistribuce komplexu
[®*Ga]Ga-FR v 10 minutovych intervalech v laboratorni mysi infikované kulturou kmene
K. pneumoniae NCTC 13465. Jiz v 10. minute byl pozorovan radioaktivni signal z komplexu
v misté infekce, ktery postupné silil po celou dobu skenovani az do 90. minuty. Dale bylo mozné
sledovat biodistribuci [*®*Ga]Ga-FR v srdci a ledvinach. Radioaktivni signal ze srdce zcela

vymizel zhruba v 50. minuté skenovani, z ledvin pak zhruba v 80. minuté (viz Obrazek 14).

A A A A& A B B

00000000
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—
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Obriazek 14: Dynamické PET/CT in vivo zobrazeni biodistribuce [*®Ga]Ga-FR v my$im
modelu svalové infekce vyvolané kulturou kmene K. pneumoniae NCTC 13465 aplikované

tésné pred snimanim do levé zadni koncetiny (Cervena Sipka).

Legenda: (L) - ledviny, (M) - mo¢ovy méchyf, (SR) - srdce
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5.7.4 Testovani in vivo specificity [**Ga]Ga-FR pro detekci K. pneumoniae

Nakonec byla testovana in vivo specificita uptaku [*®*Ga]Ga-FR v laboratorni mySi
infikované kulturou kmene K. pneumoniae NCTC 13465. Po uplynuti 45 minut od podani se
[*8Ga]Ga-FR hromadil v levé infikované konéetin€ mysi. Jako kontrola byl pouzit fyziologicky
roztok aplikovany do pravé zadni koncetiny, ve které nebyla pozorovana zddna akumulace
komplexu (viz Obrazek 15A). Pouzitim terpentynového oleje, ktery vyvolal sterilni zanét, bylo
potvrzeno, ze signal pozorovany v infikované koncetin€ byl zptasoben vyhradné bakterialni
kulturou (viz Obrazek 15B). V porovnani s aplikaci teplem inaktivované bakterialni kultury
bylo mozné na zakladé slabého signalu v misté aplikace sledovat, ze je [*®*Ga]Ga-FR

vychytavan pouze zivou bakterialni kulturou (viz Obrazek 15C).

Teplem
inaktivovani
bakteridlni
kultura

Fyziologicky

/ roztok

.,

Obriazek 15: PET/CT in vivo zobrazeni biodistribuce [*®*Ga]Ga-FR po 45 minutach od jeho
podani v mysim modelu svalové infekce K. preumoniae kmene 13465 aplikované 5 hodin pred
snimanim do levé zadni koncetiny (Cervena Sipka) a kontrol do pravé zadni koncetiny (bila
Sipka). Kontrola (A) fyziologicky roztok, (B) terpentynovy olej, (C) teplem inaktivovana
bakterialni kultura (20 min, 90 °C).
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6 DISKUSE

V roce 2017 se infekéni onemocnéni stala hlavni pfi¢inou nemocnosti, a tieti nejcastéjsi
pfi¢inou umrtnosti celosvétove. Vétsina téchto umrti je zptisobovana nékolika malo patogeny,
ke kterym patii 1 bakterie rodu Klebsiella (Ordonez et al., 2019). 1 ptes rozsahlé usili v boji
proti bakterialnim infekcim a jejich rezistenci, je tfeba zdokonalit pouzivané diagnostické
metody, které se mnohdy vyznacuji snizenou specificitou a citlivosti (Jain, 2017; Ordonez
et al., 2019). Z tohoto divodu se zacCinaji vice pouzivat zobrazovaci metody, mezi které patii
napiiklad CT, MRI, SPECT a PET (Ordonez et Jain, 2018). Tyto metody vyuzivaji klinicky
schvalené zobrazovaci prostiedky, které poskytuji vyssi citlivost, nicméné se vyznacuji
neschopnosti rozlisit infekci od zanétlivych procest a jinych patologii (Signore ef Glaudemans,

2011; Welling et al., 2019).

Idealni zobrazovaci latka pro bakterialni infekce by méla byt citliva a specificka pro
detekci mista infekce. Také by meéla byt netoxicka, snadno dostupna, rychle piipravitelna
a cenové prijatelna. Rovnéz by se méla vyznacovat idealnimi biochemickymi vlastnostmi,
napfiklad hydrofilni povahou, slabou vazbou na plazmatické proteiny a metabolickou
stabilitou. Zaroven by méla vykazovat optimalni farmakokinetické a farmakodynamické
vlastnosti (Bayly ez al., 2008; Ordonez et Jain, 2018). Tyto pozadavky by mohly spliovat

napfiiklad radioaktivné znacené siderofory (Petrik ez al., 2017).

Siderofory jsou organické slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti, jejichz primarni
ulohou je chelatace zeleza (Ahmed ef Holmstrom, 2014). Zaroven jsou schopny inkorporovat
napfiklad radionuklid ®®*Ga, ktery je produkovan pomoci jednoduchého a pomémé levného
%8Ge/*®Ga generatoru (Velikyan, 2014; Petrik ef al., 2017). Doposud bylo zjisténo, Ze by pro
zobrazovani a vCasnou diagnostiku infekci zpusobenych houbami druhu A. fumigatus mohly
byt pouzity galliem-68 znacené siderofory triacetylfusarinin C a ferrioxamin E (Petrik ez al.,
2014). Dale byly prokazany slibné vysledky pouziti [*®Ga]Ga-DFO-B k detekci infekci
zpusobenych bakteriemi rodu P. aeruginosa a S. aureus (Petrik et al., 2021). Velky potencial
pro zobrazovani infekci zptisobenych bakterialnimi kmeny patticimi do Burkholderia cepacia

komplexu vykazuje galliem-68 znaceny siderofor ornibaktin (ORNB) (Bendova ef al., 2023).

Cilem této bakalarské prace bylo vybrat vhodny zobrazovaci prostiedek pro PET/CT
detekci bakterie K. pneumoniae. Pro testovani byly zvoleny siderofory produkované touto
bakterii, tedy ENTB a SAL S4. Dale byly vybrany xenosiderofory FR a COP, jelikoz byla na

vnéj§i membrané K. pneumoniae zjisténa pritomnost receptort pro tyto siderofory (Rabsch
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et Winkelmann, 1991; Holden et al., 2018). Experimentalni Cast této bakalarské prace byla
zamé&fena na otestovani in vitro vlastnosti radioaktivné oznaGenych siderofort [*®Ga]Ga-FR
a [®®Ga]Ga-SAL S4. In vitro vlastnosti komplexti [**Ga]Ga-ENTB a [®*Ga]Ga-COP byly jiz
zkoumany v predchozich studiich, pfi¢emz bylo zjiSténo, ze by tyto komplexy mohly byt
vhodnymi kandidaty pro dalsi testovani (Petrik ez al., 2012; BudoSovéa, 2022). Nasledné byl
zkouman in vitro uptake znaCenych sideroforti v kmenech K. pneumoniae a byla sledovana

jejich biodistribuce v laboratornich zvitatech.

Aby mohly byt siderofory znaceny s potifebnou radiochemickou cCistotou, musely byt
nejprve stanoveny vhodné podminky radioaktivniho znaceni. Jako optimalni mnozstvi bylo
zvoleno 10 ug SAL S4 a 5 ug FR, pficemz pro oba siderofory se k dosazeni vice nez 95%
radiochemické Cistoty jevila jako idealni pouze 5 minutova doba znadeni *3Ga za laboratorni
teploty.

In vitro testy stability v PBS prokazaly, Zze oba komplexy [*3Ga]Ga-SAL S4
a [®®Ga]Ga-FR dosahuji pozadované radiochemické Cistoty ve vsech inkubacnich Casech.
Nejvyssi stabilita byla pozorovana pro komplex [®Ga]Ga-FR v lidském séru. S délkou
inkubacni doby obou komplexti v prostfedi s konkuren¢nim chelatorem DTPA dochazelo
k postupnému poklesu hodnot stability. To bylo pravdépodobné zptisobeno vytésnénim *3Ga**
z obou komplexu, ktery se prednostné vazal na DTPA (Price et Orvig, 2014). V prostiedi
s 0,1M Zelezem vykazoval komplex [*®Ga]Ga-SAL S4 téméf nulovou stabilitu. Av§ak mnoZstvi
zeleza bylo v testovaném prostiedi podstatné vice, nez je klinicky relevantni (Nairz ef Weiss,
2020). Snizeni hodnoty stability je pravdépodobné zpiisobeno vysokou afinitou a selektivitou
siderofort k Zelezitym iontim, v tomto piipadé tedy dochazelo k vyt&€snéni ®*Ga’* z vazby
vyménou za Fe’* (Hider ef Kong, 2010). Naopak vysoka radiochemicka Gistota byla v témze
prostfedi namé&fena pro [**Ga]Ga-FR. V porovnani mezi témito dvéma komplexy lze fici, Ze

komplex [*®Ga]Ga-FR je vSeobecné stabilngjsi.

Hodnota rozdélovaciho koeficientu Log P, na zakladé které 1ze stanovit miru lipofility,
byla pro oba testované komplexy zaporna, coz naznacuje jejich hydrofilni povahu, diky které
maji komplexy tendenci byt rychle vyluCovany pies ledviny a mocovy méchyt. Hydrofilni
vlastnosti jsou zaroven potiebné pro splnéni podminek pro ideédlni zobrazovaci latku (Bayly
et al., 2008; Ordonez et Jain, 2018). Bylo prokazano, ze hydrofilnimi vlastnostmi se vyznacuji
1 dalsi galliem-68 znacené siderofory jako TAFC, FOXE i DFO-B (Petrik ez al., 2012, 2021).
V piipadé testovani vazby na plazmatické proteiny bylo zjisténo, Zze pro [*®Ga]Ga-FR jsou

hodnoty podstatné niz§i ve srovnani napfiklad s komplexem [®*Ga]Ga-DFO-B, zatimco
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hodnoty pro [*®Ga]Ga-SAL S4 byly o néco vyssi nez hodnoty zminéného komplexu (Petrik
et al., 2021). Nizké hodnoty vazby na plazmatické proteiny jsou zadouci pro zobrazovani
(Ordonez ef Jain, 2018). S vyssimi hodnotami vazby na proteiny by mohlo souviset naptiklad
delsi zadrzeni tohoto komplexu v krvi pii sledovani in vivo biodistribuce (Moein ez Halldin,

2020).

Na zakladé testovani in vitro uptaku [*®*Ga]Ga-ENTB, [**Ga]Ga-SAL S4, [**Ga]Ga-FR
a [°®Ga]Ga-COP v riznych kmenech K. pneumoniae bylo zjisténo, ze M9 médium je mnohem
vhodnéjsi pro studovani in vitro uptaku nez MH médium, které obsahuje ionty zeleza. NejvySsi
hodnoty uptaku byly pozorovany pro kulturu kmene K. pneumoniae NCTC 13465. Hodnoty
uptaku jednotlivych komplext se lisily mezi jednotlivymi bakterialnimi kmeny, coz bylo
pozorovano i v piipadé in vitro uptaku [**Ga]Ga-DFO-B (Petrik ef al., 2021). Také bylo dale
zjisténo, Ze se zvysuyjici se inkubacni dobou postupné rostou hodnoty uptaku komplext kulturou
kmene K. pneumoniae NCTC 13465. Nicméné vzhledem k polo¢asu rozpadu ®®Ga byla zvolena
jako vhodna inkubacni doba 45 minut. Zaroveii bylo prokazano, ze k bakteridlnimu
vychytavani siderofori dochazi aktivnim procesem vyzadujicim Zivé nenasycené bakterie,
protoze byly pozorovany blokace uptaku kulturou ptedinkubovanou s zelezem a teplem
inaktivovanou kulturou. Podobné vysledky byly pozorovany i u jinych radioaktivné znacenych
siderofort, napiiklad pro komplex [*®Ga]Ga-ORNB. /n vitro uptake [**Ga]Ga-ORNB kulturou
B. multivorans se s Casem zvySoval, piicemz byl také blokovan kulturou predinkubovanou
s zelezem a teplem inaktivovanou kulturou (Bendova ef al., 2023). Na zakladé vlivu stari
kultury na in vitro uptake vzniklych komplext byla pro porovnani in vivo uptaku galliem-68

znaCenych sideroforti zvolena inkubacni doba infekce 5 a 24 hodin.

Pti in vivo zobrazovani pomoci PET/CT systému pro mala laboratorni zvifata bylo
zjisténo, ze [*®*Ga]Ga-FR a [*®Ga]Ga-COP vykazuji optimalni farmakokinetické vlastnosti ve
zdravych mysich. Oba tyto komplexy jsou vyluCovany moci a nedochazi k jejich akumulaci
v hlavnich organech. Tyto optimalni farmakokinetické vlastnosti vykazuji naptiklad
i [®Ga]Ga-DFO-B a [*®Ga]Ga-ORNB (Petrik ef al., 2021; Bendova ef al., 2023). Naopak
[®*Ga]Ga-ENTB se akumuloval ve Zlu¢niku a ve stievech, a [*®Ga]Ga-SAL S4 se hromadil
v jatrech a ledvinach. Infekci vyvolanou kmenem K. pneumoniae NCTC 13465 aplikovanou
5 hodin pfed snimanim bylo mozné detekovat na zaklad€ intenzivniho radioaktivniho signalu
[*Ga]Ga-FR po 45 minutach od jeho aplikace. Signal z [*®Ga]Ga-ENTB a [*®Ga]Ga-SAL S4
byl detekovan pouze minimalni, z [*®®Ga]Ga-COP nulovy. Timto bylo potvrzeno, Ze ziskané

in vitro vysledky odpovidaji vysledkam in vivo.
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Na zakladé vhodnych biochemickych vlastnosti, vysokych hodnot in vitro uptaku
kulturami K. pneumoniae, optimalnich farmakokinetickych vlastnosti a intenzivniho
radioaktivniho signalu v misté infekce, byl pro dalsi experimenty zvolen FR. Pfi dynamickém
zobrazovani byla sledovana biodistribuce [**Ga]Ga-FR v infikované my$i, pfi¢emz bylo mozné
pozorovat, ze radioaktivni signal v misté infekce postupné silil po celou dobu skenovani, a ze
byl komplex zledvin rychle vylougen. Pii testovani in vivo specificity [**Ga]Ga-FR bylo
zjisténo, ze je tento komplex vychytavan pouze zivou bakterialni kulturou. V misté aplikace
sterilniho zanétu a teplem inaktivované kultury nebyl detekovan radioaktivni signal zadny,
nebo pouze minimalni. Tuto specificitu vykazuji i [**Ga]Ga-DFO-B a [*®Ga]Ga-ORNB (Petrik
etal.,2021; Bendova et al., 2023).

Podaftilo se tedy ukazat, ze by radioaktivné znacené siderofory mohly byt vyuzity
k detekci infekce vyvolané K. pneumoniae. Na zakladé porovnani vysledk(i vykazoval
nejoptimalnéj§i vlastnosti pro vhodny zobrazovaci prostiedek siderofor FR. Nicméné
k potvrzeni ptipadného vyuziti pro diagnostické ucely je tfeba provést dalsi experimenty, vCetné

zobrazovani v plicnim modelu infekce.
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7  ZAVER

V ramci experimentalni Casti této bakalatrské prace byly testovany in vitro vlastnosti
galliem-68 znacenych siderofort salmochelinu S4 a ferrirubinu. Nasledné byl zkouman in vitro
uptake galliem-68 znaCenych siderofori enterobaktinu, salmochelinu S4, ferrirubinu
a koprogenu v mikrobialnich kulturdch Klebsiella pneumoniae. Nakonec byla pomoci

zobrazovacich metod nuklearni mediciny sledovana biodistribuce vzniklych komplexa

v laboratornich zvitatech.

Vsechny zminéné siderofory byly znaCeny galliem-68 s vysokou radiochemickou
Cistotou. Takto znaceny ferrirubin vykazoval vysokou stabilitu v lidském séru a také v prostredi
konkurencnich zelezitych iontt, ve kterém byla naopak stabilita znaceného salmochelinu S4
témér nulova. Oba vzniklé komplexy se vyznacovaly vhodnou hydrofilni povahou a pomérné

nizkou vazbou na plazmatické proteiny.

Hodnoty uptaku vsech radioaktivné znacenych siderofort se lisily mezi jednotlivymi
bakterialnimi kmeny, nejvyssi vSak byly pro kulturu kmene Klebsiella pneumoniae
NCTC 13465. Zaroven bylo prokazano, ze k bakterialnimu vychytavani sideroford dochazi

aktivnim procesem vyzadujicim zivé nenasycené bakterie.

Ziskané in vivo vysledky biodistribuce ve zdravych laboratornich zvifatech prokazaly
optimalni farmakokinetické vlastnosti radioaktivné znaceného ferrirubinu a koprogenu. Naopak
k akumulaci komplexd v hlavnich organech dochazelo po aplikaci galliem-68 znaceného
enterobaktinu a salmochelinu S4. V infikovanych mySich byl pozorovan intenzivni radioaktivni
signal znaceného ferrirubinu. Signal ze znaceného enterobaktinu a salmochelinu S4 byl

detekovan pouze minimalni, z koprogenu nulovy.

Dynamické zobrazovani biodistribuce radioaktivné znaceného ferrirubinu v infikované
myS$i ukazalo, ze signal v misté infekce postupné silil s ¢asem. Také bylo prokazano, zZe je tento
komplex specificky vychytavan pouze zivou bakterialni kulturou.

Ze ziskanych dat vyplyva slibny potencial galliem-68 znaceného ferrirubinu, ktery by
se mohl stait vhodnym zobrazovacim prostiedkem pro PET/CT detekci infekce vyvolané

bakterii Klebsiella pneumoniae.
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