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Uvod

*Bunécna (celularni) terapie je metoda vyuzivajici zavedeni novych bunék do
poskozené tkane k [écbé nemoci.

*Jenou z moznosti je transplantace nediferencovanych kmenovych bunék,
ktere mohou diferencovat v jakoukoli tkan (napr. srdecni) a nahradit tak jeji
poskozeni (napr. infarktem myokardu).

Prikladem casto pouzivanych kmenovych bunék jsou mezenchymalni bunky
kostni drené (bone marrow mesenchymal cells - BMMUs).

Prezivani bunék transplantovanych do infarktem poskozeneho myokardu je
potreba kvantifikovat.

Ke sledovani viability transplantovanych bunek se vyuziva jejich
radioaktivniho nebo neradioaktivniho znaceni.

K neradioaktivnimu znaceni pro zobrazeni pomoci nuklearni magneticke
rezonance je mozno pouzit nanocastice superparamagnetického oxidu zeleza
potazeného karboxydextranem.



Uvod

K radioaktivnimu znaceni pro zobrazeni pomoci gamakamery se vyuziva
lipofilni komplex **2In snadno pronikajici bunécnou membranou, napr.
[***In]indium-tropolonat.

*Experimenty se provadéji na riznych zvifecich modelech (psich, prasecich,
krysich, kralicich —tém se vénuje nase skupina).



Pouzite metody

Priprava a kultivace bunék kostni drené J VFU

Priprava [***In]indium-tropolonatu J KNM
Radioaktivni znaceni bunék J KNM

VVFU =Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

*KNM = Klinika nuklearni mediciny Fakultni nemocnice Brno a Lékarske
fakulty Masarykovy univerzity



Priprava a kultivace bunék kostni drené - separace

*Odbér bunék pomocijehly z panevni kosti péti kralik0 (schvaleno Etickou

komisi VFU Brno)

*Separace mononuklearnich bunék z kostni drené na hustotnim gradientu
« Zredénikostni drené 1: 1 HBSS (Sigma-Aldrich)

« Navrstveni smési do 1 — 2 zkumavek na 5 ml Histopaque 1077 (Sigma-
Aldrich)

« Centrifugace 20 min pri 400 g

« Odbér prstence mononuklearnich bunék, jejich promyti mediem RPMI
(Sigma-Aldrich) a nasledna centrifugace 5 min pfi150 g

*HBSS = Hank's Balanced Salt Solution, roztok soli doporuceny pro suspendovani
bunécnych kultur

*Histopaque 1077 = roztok polysacharidu (Ficoll 400) a rentgenové kontrastni latky
(natrium-amidotrizoat) usnadnujici izolaci velkych poctu viabilnich
lymfocytd

*RPMI = Roswell Park Memorial Institute, ristové médium bunécnych kultur



Priprava a kultivace bunék kostni drene —

prekultivace/kultivace

Paralelni kultivace ve 3 rOznych kultivacnich médiich - IMDM s 10% FSB,
IMDM bezséerove, MesenCult (v plastovych kultivacnich jamkach v inkubacnim
boxu pri37°Ca5%CO,)

*Po prvnich 3 dnech odsati casti neadherovanych bunék a dalsi kultivace jen ke
dnu jamky adherovanych mezenchymalnich bunék

*Pasazovani bunék kazdy 3 - 5 den po dosazeni 60 - 80% konfluence
(deadherace, 3nasobné zredéni kultivacnim médiem, rozsazeni bunék do 3
novych jamek) — 2 zpUsoby deadherace

 Prosta resuspendace po dobu 2 min = bunky typa
 Trypsinizace (0,25% trypsin, 15 min, 37 °C, promichat) = bunky typ2
*IMDM = Iscove's Modified Dulbecco's Medium, obohacené syntetické médium
vhodné pro rychle proliferujici bunécne kultury o vysoke hustoté
*FBS = fetal bovine serum (fetalni bovinni sérum)

*MesenCult = idealni médium pro pocitani lidskych mezenchymalnich
progenitorovych bunék



tropolon [***In]indium(lll)-tropolonat HEPES



Priprava [***In]indium-tropolonatu

Zasobni roztok tropolonu v solnem HEPES pufru

*Tropolon 54 mg (vysledna koncentrace 0,054 % = 4,4 mM)
Chlorid sodny 804 mg
HEPES 476 mg

Voda na injekci do 100 ml
Upravit pH na 7,6

Pridani asi 6 MBq [*+*In]Cl, v 0,02 — 0,04 M HCl (Covidien, GE Healthcare) o
objemu max. 5o pl do 100 pl zasobnlho roztoku tropolonu, inkubace 5 min pfi
laboratorni teploté

*Overeni radiochemicke cCistoty vzniklého komplexu [***In](trop),
chromatografiina ITLC-SG v CH,OH : CHCl,=1: 99 (nanasise 3 - 4 pl vzorku —
necha se 5 min zaschnout, délka drahy 7 cm cara strihu po vyvinuti
chromatogramu je 2 cm od startu - toto bon treba stanovit, viz vysledky,
méreni aktivity chromatogramU studnovym scintilacnim detektorem NKG 314
(Tesla) pripojenym k Laboratorni méfici soupravé NZQ 727-T (Tesla))



Radioaktivni znacCeni bunek a provadene testy

*Znaceni mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) v 25 ul media RPMI
pridavkem 5 —10 ul roztoku [**In](trop), s naslednou 5 —15min inkubaci -
optimalni se ukazala smin inkubace, viz vysledky - dodatkova analyza

Stanoveni ucinnosti znaceni bunék centrifugaci a naslednym mérenim aktivity
bunék a supernatantu, ucinnost znaceni = A(bunky) / A(bunky + supernatant)

*Vypocet prumeérne aktivity v Bq na bunku u zcentrifugovanych oznacenych
bunék, pocet bunék byl stanoven mikroskopicky pomoci pocitacich komurek,
celkova aktivita byla stanovena pomoci Bgmetru 4

*Na gamakamere Nucline™ PAC otestovano detekovani shluk( bunék o
aktivité 25 - 100 kBq umisténych v plastovych kapslich ve fantomu kraliciho
hrudniku

Ve vybranych experimentech sledovani viability bunék tésné po oznacenia po
48 hodinach (Cast bunék prepipetovana do transparentni plastové jamky,
buriky 10 min barveny calceinem a nasledné snimany mikroskopem)

*Dodatkova analyza — ovéreni vlivu doby znaceni na sledované parametry
(UCinnost znaceni, Bg/bunku, viabilita)



Vysledky

Morfologie bunék MSC presazenych po deadherovani do nové jamky
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FBS. Pro experimenty bylo dale pouzivano pouze toto médium.
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Vysledky
Vyvoj chromatografie indium-111-tropolonatu
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1cm dilky chromatogramu

Stacionarni faze: ITLC-SG, mobilni faze: CH;OH : CHCl, = 1: 99 jako u [®3Ga](trop),
Nanaseni 3 - 4 pl vzorku, 5 min susit. Pozadavek: min. radiochemicka Cistota 80 %.

40,00

Relativni cetnost impulsi v %
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Vysledky

Zavislosti uéinnosti znaceni a aktivity na buriku na koncentraci "'In a koncentraci bunék
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*Bunky kostni drené: modra - kralici typa, zelena - kralici typ2,

Uc¢innost znacdeni se pohybovala okolo 40 %, vysledna prdmérna aktivita jedné
oznacene bunky se pohybovala v rozmezi 1 az 18 Bq.



Vysledky

Detekovatelnost shlukd bunék o aktivité 25 - 100 kBg umisténych
v kapslich o prirezu 5 mm? ve fantomu kraliciho hrudniku (200
kBq bylo dodatecné pridano v plastove mikrozkumavce)

" - 25 kB
50kBq o, " q
"

-
2.8 ® 25kBq
100kBq é

50 kBq

*Snimani gamakamerou Nucline™ PAC: kolimator ME, matrice 512 x 512, doba
snimani 31 min, celkovy pocet impulzi 41161, velikost pixelu 0,75 x 0,75 mm .
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Vysledky

Sledovani viability bunék tésné po oznacenia po 48 hodinach
sviabilita se pohybovala okolo 90 %, coz je jen 0 2 - 5 % méneé nez u bunek
kontrolnich (neznacenych)

Pocitaniviability bunék kratce po znaceni [***In](trop), pomoci mikroskopu:
vpravo snimek bunék bez zeleného filtru, vlevo s pouzitim filtru: zelené
obarvené burky = viabilni.




Vysledky —dodatkova analyza

Ovéreni vlivu doby znaceni na sledované parametry (UcCinnost znaceni, Bg/bunku, viabilita)

Cas inkubace

Objem roztoku ["""In](trop); =5
Namerena celkova aktivita = 265 kBq

5 min

ucéinnost znaceni 38 %
1 Bag/bunku
viabilita 90 %

15 min

uéinnost znaceni 34%
1 Bq/ bunku
viabilita 84 %

30 min

uéinnost znaceni 44%
1 Bg/bunku
viabilita 79,2%

DelSi Cas inkubace: snizuje viabilitu bunéek
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I Zaver

' Koncentrace [**In](trop),

Koncentrace bunék

*jeji zvyseni vede ke zvysSeni
ucinnosti znaceni (vétsi celkovy
povrch bunék ucinnéji vychyta
[***In](trop), z roztoku)

ejeji zvyseni prakticky neovlivnuje
Bg/bunku (pravdépodobné v
ddsledku ustaveni rovnovahy mezi

koncentraci [111In](trop)3vné a uvnitr
bunky)

*jeji zvySeni vede ke zvyseni
Bg/bunku, ale UCinnost znaceni se
prakticky nemeéni



Diskuse

Obdobné studie vyuzivajici ["!In]indium-tropolonat

Koncentrace | Doba Uginnost | Dosazené | Viabilita

MIn ve znaceni | znaceni | Bg/buriku

znadicim

roztoku
Bindslev, 2006 15-260 10min [25% 7,5 Cas zdvojeni témér
(lidske MSC) Bg/bunku nezmeénen (1,3 dne)
Jin, 2005 0,14
(psi MSC)
Wisenberg, 2009 0,9 nezmenena v porovnani
(psi MSC) s kontrolou
Blackwood, 2009 30min |92 % 0,1 93 % po oznaceni
(psi MSC) 75 % po 6 dnech

Z tabulky vyplyva, ze dosahujeme o neco lepsiho oznaceni kraliCich bunek nez obdobne
studie vyuzivajici jine zvifeci modely a mirne se lisici metodiky.

1/




Diskuse

*Na pouzité gamakamere je dobre lokalizovatelnych asi 50 kBq soustredénych
v oblasti priblizné o,5 x 0,5 cm.

*Pri aktivité bunky kolem 10 Bq by bylo detekovatelnych zhruba 5ooo bunék
koncentrovanych v takto velké oblasti.

*To je zhruba mnozstvi, které po injekci mezenchymalnich bunék zUstane
pevneé uchyceno v infarktovém srdci kralika po typickém experimentu s
dodanim kmenovych bunék.

*Pouzita metoda radioaktivniho znaceni MSC se tedy jevi jako nadejna pro
lokalizaci a hrubou kvantifikaci bunék, u kterych dojde k zachyceniv
poskozene tkani (tzv. homing) myokardu.
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