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Úvod
•Buněčná (celulární) terapie je metoda využívající zavedení nových buněk do 
poškozené tkáně k léčbě nemoci.

•Jenou z možností je transplantace nediferencovaných kmenových buněk, 
které mohou diferencovat v jakoukoli tkáň (např. srdeční) a nahradit tak její 
poškození (např. infarktem myokardu).

•Příkladem často používaných kmenových buněk jsou mezenchymální buňky 
kostní dřeně (bone marrow mesenchymal cells – BMMCs).

•Přežívání buněk transplantovaných do infarktem poškozeného myokardu je 
potřeba kvantifikovat.

•Ke sledování viability transplantovaných buněk se využívá jejich 
radioaktivního nebo neradioaktivního značení.

•K neradioaktivnímu značení pro zobrazení pomocí nukleární magnetické 
rezonance je možno použít nanočástice superparamagnetického oxidu železa 
potaženého karboxydextranem.
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Úvod
•K radioaktivnímu značení pro zobrazení pomocí gamakamery se využívá
lipofilní komplex 111In snadno pronikající buněčnou membránou, např. 
[111In]indium-tropolonát.

•Experimenty se provádějí na různých zvířecích modelech (psích, prasečích, 
krysích, králičích – těm se věnuje naše skupina).
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Použité metody

VFU

KNM

KNM

Příprava a kultivace buněk kostní dřeně

Příprava [111In]indium-tropolonátu

Radioaktivní značení buněk
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•VFU   = Veterinární a farmaceutická univerzita Brno

•KNM = Klinika nukleární medicíny Fakultní nemocnice Brno a Lékařské
fakulty Masarykovy univerzity



•Odběr buněk pomocí jehly z pánevní kosti pěti králíků (schváleno Etickou 
komisí VFU Brno)

•Separace mononukleárních buněk z kostní dřeně na hustotním gradientu

• Zředění kostní dřeně 1 : 1 HBSS (Sigma-Aldrich)

• Navrstvení směsi do 1 – 2 zkumavek na 5 ml Histopaque 1077 (Sigma-
Aldrich)

• Centrifugace 20 min při 400 g

• Odběr prstence mononukleárních buněk, jejich promytí médiem RPMI 
(Sigma-Aldrich) a následná centrifugace 5 min při 150 g

Příprava a kultivace buněk kostní dřeně - separace
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•HBSS = Hank's Balanced Salt Solution, roztok solí doporučený pro suspendování 
buněčných kultur

•Histopaque 1077 = roztok polysacharidu (Ficoll 400) a rentgenové kontrastní látky
(natrium-amidotrizoát) usnadňující izolaci velkých počtů viabilních

lymfocytů

•RPMI = Roswell Park Memorial Institute, růstové médium buněčných kultur



•Paralelní kultivace ve 3 různých kultivačních médiích - IMDM s 10% FSB, 
IMDM bezsérové, MesenCult (v plastových kultivačních jamkách v inkubačním 
boxu při 37 °C a 5 % CO2)

•Po prvních 3 dnech odsátí části neadherovaných buněk a další kultivace jen ke 
dnu jamky adherovaných mezenchymálních buněk

•Pasážování buněk každý 3 - 5 den po dosažení 60 - 80% konfluence 
(deadherace, 3násobné zředění kultivačním médiem, rozsazení buněk do 3 
nových jamek) – 2 způsoby deadherace

• Prostá resuspendace po dobu 2 min  buňky typ1

• Trypsinizace (0,25% trypsin, 15 min, 37 °C, promíchat)  buňky typ2

Příprava a kultivace buněk kostní dřeně –
prekultivace/kultivace
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•IMDM = Iscove's Modified Dulbecco's Medium, obohacené syntetické médium
vhodné pro rychle proliferující buněčné kultury o vysoké hustotě

•FBS = fetal bovine serum (fetální bovinní sérum)

•MesenCult = ideální médium pro počítání lidských mezenchymálních
progenitorových buněk
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Příprava [111In]indium-tropolonátu

tropolon                         [111In]indium(III)-tropolonát                       HEPES 
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Zásobní roztok tropolonu v solném HEPES pufru

•Tropolon 54 mg   (výsledná koncentrace 0,054 % = 4,4 mM)
Chlorid sodný         804 mg
HEPES                       476 mg
Voda na injekci do 100 ml
Upravit pH na 7,6

•Přidání asi 6 MBq [111In]Cl3 v 0,02 – 0,04 M HCl (Covidien, GE Healthcare) o 
objemu max. 50 µl do 100 µl zásobního roztoku tropolonu, inkubace 5 min při 
laboratorní teplotě

•Ověření radiochemické čistoty vzniklého komplexu [111In](trop)3 

chromatografií na ITLC-SG v CH3OH : CHCl3 = 1 : 99 (nanáší se 3 - 4 µl vzorku –
nechá se 5 min zaschnout, délka dráhy 7 cm, čára střihu po vyvinutí 
chromatogramu je 2 cm od startu - toto bylo třeba stanovit, viz výsledky, 
měření aktivity chromatogramů studnovým scintilačním detektorem NKG 314 
(Tesla) připojeným k Laboratorní měřící soupravě NZQ 727-T (Tesla))

8

Příprava [111In]indium-tropolonátu



•Značení mezenchymálních kmenových buněk (MSC) v 25 μl média RPMI 
přídavkem 5 – 10 μl roztoku [111In](trop)3 s následnou 5 – 15min inkubací –
optimální se ukázala 5min inkubace, viz výsledky - dodatková analýza

•Stanovení účinnosti značení buněk centrifugací a následným měřením aktivity 
buněk a supernatantu, účinnost značení = A(buňky) / A(buňky + supernatant)

•Výpočet průměrné aktivity v Bq na buňku u zcentrifugovaných označených 
buněk, počet buněk byl stanoven mikroskopicky pomocí počítacích komůrek, 
celková aktivita byla stanovena pomocí Bqmetru 4

•Na gamakameře Nucline™ PAC otestováno detekování shluků buněk o 
aktivitě 25 - 100 kBq umístěných v plastových kapslích ve fantomu králičího 
hrudníku

•Ve vybraných experimentech sledování viability buněk těsně po označení a po 
48 hodinách (část buněk přepipetována do transparentní plastové jamky, 
buňky 10 min barveny calceinem a následně snímány mikroskopem)

•Dodatková analýza – ověření vlivu doby značení na sledované parametry 
(účinnost značení, Bq/buňku, viabilita)
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Příprava [111In]indium-tropolonátuRadioaktivní značení buněk a prováděné testy
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Výsledky
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Morfologie buněk MSC přesazených po deadherování do nové jamky

Nejrychlejší růst a nejnižší mortalitu vykazovaly buňky při použití média RPMI s 10% 

FBS. Pro experimenty bylo dále používáno pouze toto médium.



Výsledky
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Vývoj chromatografie indium-111-tropolonátu

Chromatografie 
chloridu inditého-111

Chromatografie 
indium-111-tropolonátu

Stacionární fáze: ITLC-SG, mobilní fáze: CH3OH : CHCl3 = 1 : 99  jako u [68Ga](trop)3

Nanášení 3 - 4 µl vzorku, 5 min sušit. Požadavek: min. radiochemická čistota 80 %.

Čára střihu



Výsledky
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•Buňky kostní dřeně: modrá - králičí typ1, zelená - králičí typ2, červená - lidské. 

•Účinnost značení se pohybovala okolo 40 %, výsledná průměrná aktivita jedné 
označené buňky se pohybovala v rozmezí 1 až 18 Bq.

Závislosti účinnosti značení a aktivity na buňku na koncentraci 111In a koncentraci buněk



Výsledky
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•Snímání gamakamerou Nucline™ PAC: kolimátor ME, matrice 512 × 512, doba 
snímání 31 min, celkový počet impulzů 41161, velikost pixelu 0,75 × 0,75 mm .

Detekovatelnost shluků buněk o aktivitě 25 - 100 kBq umístěných 
v kapslích o průřezu 5 mm2 ve fantomu králičího hrudníku (100 
kBq bylo dodatečně přidáno v plastové mikrozkumavce)



Výsledky
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•Počítání viability buněk krátce po značení [111In](trop)3 pomoci mikroskopu: 
vpravo snímek buněk bez  zeleného filtru, vlevo s použitím filtru:  zeleně 
obarvené buňky = viabilni.

Sledování viability buněk těsně po označení a po 48 hodinách
•viabilita se pohybovala okolo 90 %, což je jen o 2 - 5 % méně než u buněk 

kontrolních (neznačených)



Výsledky – dodatková analýza
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Delší čas inkubace: snižuje viabilitu buněk

Ověření vlivu doby značení na sledované parametry (účinnost značení, Bq/buňku, viabilita)

Čas inkubace Objem roztoku [111In](trop)3 = 5 μl

Naměřená celková aktivita = 265 kBq

5 min účinnost značení 38 %

1 Bq/buňku

viabilita 90 % 

15 min účinnost značení 34%

1 Bq/ buňku

viabilita 84 % 

30 min účinnost značení 44%

1 Bq/buňku

viabilita 79,2% 



Závěr
•její zvýšení vede ke zvýšení 
účinnosti značení (větší celkový 
povrch buněk účinněji vychytá 
[111In](trop)3 z roztoku)

•její zvýšení prakticky neovlivňuje 
Bq/buňku (pravděpodobně v 
důsledku ustavení rovnováhy mezi 
koncentrací [111In](trop)3 vně a uvnitř 
buňky)

•její zvýšení vede ke zvýšení 
Bq/buňku, ale účinnost značení se 
prakticky nemění

Koncentrace buněk

Koncentrace [111In](trop)3
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Diskuse
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Obdobné studie využívající [111In]indium-tropolonát

Koncentrace 
111In ve 

značícím 

roztoku

Doba 

značení 

Účinnost

značení

Dosažené

Bq/buňku

Viabilita

Bindslev, 2006

(lidské MSC)

15-260 

Bq/buňku

10 min 25 % 7,5 čas zdvojení téměř 

nezměněn (1,3 dne)

Jin, 2005

(psí MSC)

0,14

Wisenberg, 2009

(psí MSC)

0,9 nezměněna v porovnání

s kontrolou

Blackwood, 2009

(psí MSC)

30 min 92 % 0,1 93 % po označení

75 % po 6 dnech

Z tabulky vyplývá, že dosahujeme o něco lepšího označení králičích buněk než obdobné 

studie využívající jiné zvířecí modely a mírně se lišící metodiky.



Diskuse
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•Na použité gamakameře je dobře lokalizovatelných asi 50 kBq soustředěných 
v oblasti přibližně 0,5 × 0,5 cm.

•Při aktivitě buňky kolem 10 Bq by bylo detekovatelných zhruba 5000 buněk 
koncentrovaných v takto velké oblasti.

•To je zhruba množství, které po injekci mezenchymálních buněk zůstane 
pevně uchyceno v infarktovém srdci králíka po typickém experimentu s 
dodáním kmenových buněk.

•Použitá metoda radioaktivního značení MSC se tedy jeví jako nadějná pro 
lokalizaci a hrubou kvantifikaci buněk, u kterých dojde k zachycení v 
poškozené tkáni (tzv. homing) myokardu.
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