Nukleer Tip

Hicre isaretleme, genel anlamda tim kandan ilgili
hicrelerin izole edilip radyonuklidlerle isaretlenmesi an-
lamina gelmektedir. Bu konuyla ilgili ¢alismalar, 1976
yilinda, Mc Afee ve Thakur'un, Indium-111 (In111)'e
bagh lipofilik kompleksleri I6kosit ve trombositlere inkor-
pore etmeyi basarmalariyla yeni bir boyut kazanmistir
(1). Boylece daha O6nceden beta yayilimi olan Phos-
phor-32 (P-32) ve Tritium timidin (H-3 timidin) gibi ra
dyoniklidlerle veya zayif bir gamma yayilimi yapan
Chromium-51 (Cr-51) ile incelenmeye c¢alisilan invivo
distribisyon ¢alismalari daha iyi anlasiimis ve klinik
uygulamalari baslamistir. Hicre isaretlemede kullanilan
cesitli radyoniklidler mevcuttur. Ancak bu radyoniklid-
lerin higbiri hicrelere spesifik olmadigindan genel ola-
rak nonselektif ajanlar olarak isimlendirilmektedir.

In-111  ve Technetium-99m (Tc-99m) lipofilik
komplekslerinden 6nce, Gallium-67 (Ga-67) invivo ve
invitro 16kosit isaretlemesinde kullaniimistir (2). Bugln
invivo isaretlemede halen kullanilmakla birlikte, invitro
isaretleme etkinliginin ¢ok dusik olmasi nedeniyle ter-
kedilmistir (3). Bunun disinda Cr-51 de invitro eritrosit
ve l|06kosit isaretlemesinde kullanilmis, ancak invitro
olarak l6kosit isaretlemesinde, Ga 67'deki gibi isaret-
leme etkinliginin son derece disik olmasi nedeniyle
terkedilmistir. Bugln ise daha c¢ok invitro eritrosit
isaretleme tekniginde kullaniimaktadir.

Hiicre lisaretlemede Kullanilan
Ajanlar ve Etki Mekanizmalari

Tc-99m perteknetat: Tc-99m, perteknetat
(Tc99mO04~) formunda +7 degerlikli olup haliyle eritrosit
membranindan gegebilmektedir. Ancak bu gegis ¢ift ta-
rafil olup Tc perteknetat iyonlari ayni zamanda hicre
disjna da c¢ikabilmektedirler. Ortamda kalay klorir
(SnCb) varliginda +7 degerlikli Tc, +4 degere indirgenir
(4). indirgenmis olan Tc, globin'in beta zincirine ba-
glanarak eritrosit membranindan ¢ikmasi 6nlenmis olur

(4)-
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Cr-51 (Sodyum kromat): Cr-51, Sodyum kromat
formunda +6 degerlikli olup kolaylikla eritrosit membra-
nindan girmekte ve +3 degerlikli sekle indirgenip eritro-
sitlerde globinin polipeptid zincirine (5), tombositlerde
adenin nikleotidlerine baglanmaktadir (6).

In-111 ve Tc-99m lipofilik kompleksleri: Lipofilik
komplekslere bagli radyonuklidler, bu kompleksler araci-
lig1 ile hicre membranindan pasif diffizyonla gecgerek
kolaylikla hiicre igine girebilmektedir. Daha sonra lipofi-
lik kompleksler hiicreyi terk ederken raydoniklid hiicre
icerisinde kalmaktadir (7,8).

Lokosit isaretlemede kullanilan ajanlar Nonselektif
ve Selektif olmak lzere iki grupta incelenebilir. Tablo-
1'de selektif ve nonselektif ajanlar gosterilmistir.

I. Nonselektif Ajanlar

Nonselektif ajanlar, radyoaktif metal ve bu metale
isaretli lipofilik komplekslerden olusmuslardir. Nonse-
lektif ajanlarin hepsi yiuksiz ve "liposoluble"dir. Bu 0-
zelliklerine bagli olarak hiicre membranindan pasif dif-
fizyonla gegebilmektedirler (7).

1986 yilinda lipofilik bir komponent olan ve Tc99m
ile isaretlenebilmesi mimkin olan "Hexamethylpropyle-
neamineoxime" (HfvIPAO)'in bulunmasina kadar (9), bu
konuyla ilgili g¢alismalar In-111 ile sirddrdlmuastar. In-
111 *e baglh lipofilik komplekslerden ilk kullanilani "8-
hydroxyquinoline" (oxine) olmustur (10). Bu ajanla ya-
pilan l6kosit isaretlemesindeki en blylk sorun isaret-
leme ortaminin plazma disinda bir ortam olmasidir.
Cunkld plazma ortaminda In-111, lipofilik kompleks ye-
rine plazma proteinlerine baglanmaktadir. Ldkositlerin
plazma dis1 bir ortamda isaretlenmeleri ise, hiicrelerin
metabolik aktivasyonlarina ve hasar gérmelerine neden
olur (11). Bu nedenle, plazma ortaminda isaretlenmeyi
miumkin kilan In-111 lipofilik kompleksi olan "tropolo-
nate" gelistirilmistir (12). Bunun disindaki In-111 lipofilik
kompleksleri Tablo-1'de gériulmektedir.
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Tablo 1. Lokosif isaretlemede kullanilan ajanlar
Nonselektif Selektit

In-111 oxIn Tc-99m kalay kolloid

In-111 tropolonate
In-111 acetylacetonate
In-111 merc
Tc-99mHMPAO

Antigranulosit MoAb
Kemotaktik peptid

Tc-99m HMPAO'nun kimyasal yapisi In111 lipofilik
komplekslerine benzemektedir, yuksliz ve "liposolu-
ble fir. Ancak Tc-99m daha kolay elde edilebilir bir ra-
dyoniklid olmasi ve goérunti kalitesinin ylksek olmasi
nedeniyle In-111'e tercih edilen bir ajandir (13).

. Selekti! Ajanlar

1) Kolloidal partikiiller: Kolloidal partikiller, pri-
mer olarak monositler ve granilositler tarafindan fago
site edilebilmektedirler. Ancak bunun yaninda trombo-
sit, eritrosit ve lenfosit membranlanna da yapisabildi-
klerinden kismen selektif ajan olarak kulanilabilirler. L6-
kosit isaretlemede kullanilacak kolloidlerin, invitro
isaretlemede kullaniimasi gerekmektedir. Clnku, invivo
kosullarda bu ajanlar retikilondoteliyal sistem (RES)
tarafindan temizlenmektedir. Kolloidlerin nétrofiller tara-
findan fagosite edilebilmeleri igin, 0.25-3 um. gapinda
olmasi gerekir (14). 0.1 um altindaki kolloidler primer
olarak makrofajlar tarafindan, daha diusiuk oranda da
notrofiller tarafindan fagosite edilirler. Bu amacgla sulfur
kolloid ve kalay kolloid ile yapilmis c¢esitli ¢alismalar
mevcuttur. Peters ve arkadaslari bu ydéntemle yaptiklari
calismada 7 hastanin 6'sinda enfeksiyon odagini gorin-
tileyememislerdir (15). Mock ve English ise bu ydnte-
min diger nonselektif ajanlara bir UGstinldgd olmadigini
ve hucrelerin metabolik aktivasyonuna neden oldugunu
go6stermislerdir (16).

2) Kemotaktik peptid: Bu grupta en sik kulla-
nilan ajan "N-formyl-methionil-leucyl-phenylalanine"
(FfvILP)'- dir. Ancak bu ajanlar da granilosit aktivas-
yonuna neden olduklarindan rutinde kullaniimamaktadir
17).

3) Monoklonal Antigraniilosit Antikor: Lokosit
isaretlemede monoklonal antikor (MoAb)'larin kullani-
miyla, vakit alici ve &6zel teknik donanimlar gerektiren
hiicre separasyon islemine gerek kalmamaktadir. Bu a-
macla gelistirilmis In-111 ve 1-123 ile isaretlenebilen
monoklonal antikorlar mevcuttur (18). BW 250/183 ise,
Tc-99m ile isaretlenebilen 1gG, tipinde bir immunoglo-
bulin olup, fare granilosit membranindaki NCA-95 par-
¢asina karsi olusturulmustur (19). BW 250/183 IV en-
jekte edildiginde, dolasimdaki granilositlerin %90-95'ine
baglanabilmekte invivo stabilitesi Tc99m HMPAO'dan
daha uzun sireli olmamasi "Inflamatuvar Barsak Has-
taliklarinin" ayirici tanisinda avantaj olusturmaktadir. Ay-
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rica, MoAb'lerin, granillosit fonksiyonlarini hi¢cbir sekilde
etkilemedigi ve herhangi bir sitotoksik etkilerinin de ol-
madig bildirilmistir (20).

Hiicre Separasyonu

Nonselektif ajanlarin herhangi biri tim kana ekle-
necek olursa eritrosit sayisinin fazlaligi nedeniyle buyuk
kismi eritrositlere baglanacaktir. Bu ylzden ilgili hucre-
lerin 6ncelikle tim kandan izole edilmeleri gerekmekte-
dir. Enfeksiyon goérintilemesinde ideal olan pir grani-
lositlerin izolasyonudur. Konvansiyonel santrifij yon-
temleriyle plr granilosit izolasyonu mimkin olmamak-
tadir. Mikst I6kositlerin ayirrmi daha kolay ve daha az
vakit alici oldugundan, rutinde genellikle mikst I6kositle-
rin izolasyonu yapilmaktadir. Plr granilositlerin separa-
syonu ise, dansite gradient ortami olan "Percoll" ile
mumkin olmaktadir. Bu amacgla, Percoll solisyonu,
%65 ve %80'lik olmak Uzere iki farkli konsantrasyonda
hazirlanir ve Ust kisma tim kan koyularak 400 g'de 5
dk santrifije edilir (21). Sekil 1'de gérildigiu gibi, ilgili
hicre grubu izole edilerek direkt hiicre isaretlemesi ya-
pilabilmektedir. Bununla birlikte bu yéntem zaman alici
olmasi ve tecrube gerektirmesi nedeniyle rutinde kulla-
nilmamaktadir.

Genel olarak hiicre isaretleme ve separasyonunda
kullanilan tekniklerin su ozellikleri olmasi gerekir (22).

1) Yiksek isaretleme etkinligi

2) Kullanilan radyoniklidin amaca ve teknige uy-
gun olmasi

3) Hicre canhiliginin korunmasi

4) Hicre fonksiyonlarinin korunmasi

5) Toksik etkisinin olmamasi

6) Steril kosullarda uygulanmasi

Konvansiyonel santrifigasyonla, |6kositlerin sepa-
rasyonu Sekil 2'de gorulmektedir. Asit Sitrat Dekstroz
(ACD) ile antikoagile edilmis taze kan, %6 Hespan
(Hydroxyethyl starch) eklendikten sonra 30-60 dk 1g
'de bekletilir. Bu sire sonunda elde edilen Lokosit ve
Trombosit'ten Zengin Plasma (LPRP) 5 dk 150 g'de
santrifije edildikten sonra dipte mikst I0kositler elde
edilir (23).

Troembosit
5 dk. 400 g.

—-

Monosit

KAN |y

%85 Percall Granulosit

%80 Percoll

Fritrozit

V

Sekil 1. Percoll solisyonu ile granilosit separasyonu.
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Taze Kan + ACD

Hespan
(%6 Hydroxyethyl Starch}

30=60 dk. 1g.

I.LPRP Eritrosit
5 dk.
150 g.
Trombaosit Mikst Lokosit

Sekil 2. Mikst I6kosit separasyonu.

Taze Kan + ACD

15 dk.
186 g.
PRP Lokosit ve Eritrosit
10 dk.
640 g.
Trombosit Plasma

Sekil 3. Trombositseperasyonu

Trombosit separasyonunda, "ACD" ile antikoaglle
edilmis taze kan, 15 dk 180 g'de santrifuje edilir, yi-
zeyde kalan "Trombositten Zengin Plasma" (PRP) tek-
rar 10 dk 640 g'de santrifuje edildikten sonra dipte
trombositler elde edilir (24). (Sekil 3).

Hicre separasyon islemi sirasinda hicre canliligi
olumsuz yénde etkilenebilir. Ozellikle santrifiij ve hiic-
relerin bir ortamdan baska bir ortama alinmasi, hicre
canliligina zarar verebilmektedir. Bu acidan hicre canli-
liginin isaretlemeden &6nce kontrol edilmesi gereklidir,
invitro 16kosit canliliginin kontrolinde en sik kullanilan
ajan "Trypan Blue"dur (11).
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Hiicre isaretlemesi

Tim kandan ilgili hicrelerin separe edilmesinden
sonra radyonilklidlerle baglanmasi, hiicre isaretleme
safhasini olusturur. Bu islemin kalite kontroliinde kulla-
nilan metod isaretleme etkinliginin hesaplanmasidir.
Isaretleme etkinligi, hiicrelere baglanan radyoaktivitenin,
total radyoaktiviteye oranidir. Bu etkinligi etkileyen invit-
ro faktorler asagida siralanmistir.

1) Lipofilik Ajan Konsantrasyonu ve lsaret-
leme Ortami: In-111'e bagh ligandlarda, genelde lg¢
molekil ligand bir In-111 atomunu baglama yetenegin-
dedir. Etkin bir isaretlemede kullanilan ligand konsant-
rasyonu o6nemli bir faktérdir. Yapilan g¢aligsmalar ligand
konsantrasyonunun, In-111 konsantrasyonundan 10°-
10° kere daha fazla olmasi gerektigini géstermistir. Bu-
nun yanisira isaretleme ortami da isaretleme etkin-
liginde 6nemli rol oynar (11,25). Tablo 2'de In'111 ile
l6kosit isaretlemesinde, isaretleme ortami ve lipofilik
ajan konsantrasyonunun isaretleme etkinligine etkileri
gorilmektedir, In-111 kompleksleri ile plazma ortamin-
da yapilan isaretleme 06zellikle In'un plazma proteinle-
rine olan afinitesi nedeniyle isaretleme etkinligi diger or-
tamlara go6re disuk olmaktadir.

Diger taraftan Tc-99m HMPAO ile plazma ortamin-
da optimal isaretleme etkinligi elde edilebilmektedir
(21). Danpure ve arkadaslarinin yapmis oldugu ca-
lismada HMPAO konsantrasyonu 20ug/ml'ye kadar ar-
tirildiginda isaretlemede etkinliginin arttigt ancak daha
sonraki konsantrasyonlarda degismedidi saptanmistir
(21).

2) Ortam pH'si: Gerek In111, gerekse Tc99m
HMPAO g¢galismalarinda, optimal ortam pH'sinin 7-7.4
arasinda olmasi gerektigi gosterilmistir (26,27).

3) Kullanilan Antikoagillan: Primer olarak segile-
cek antikoagilan ajan ACD'dir. ACD disindaki antikoa-
gllan ajanlardan Heparin'in isaretleme etkinligini dusur-
digi gosterilmistir (28). Biz de yaptigimiz caligsmada,
ACD ile elde edilen isaretleme etkinliginin heparinle
elde edilenlerden daha yuksek oldugunu gdézledik (29).

4) Ortamdaki Hicre Konsantrasyonu: Ortamda-
ki ilgili hticre konsantrasyonu arttikca gerek In111 ge-
rekse Tc99m kompleksleri ile yapilan galismalarda
isaretleme etkinliginin artt§r gérdlmustir (21).

5) Enkubasyon Zamani ve lIsisi: In111 komp-
leksleri igin 5-10 dk, Tc99m HMPAO igin ise 15 dk
oda 1sisinda enkibasyon, optimal isaretleme etkinligini
saglamaktadir (21).

Nonselektif ajanlarla yapilan mikst I6kosit isaretle-

mede total aktivitenin hicrelere dagilim ylzdesinin bilin-
mesi gereklidir.

Bu konuyla ilgili olarak Idkosit isaretlemesinde
elde edilen sonuglar Tablo 3'de gdsterilmistir. Optimal
kosullarda yapilan Tc99m HMPAO mikst I6kosit isaret-
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Tablo 2. In-111 lipofilik kompleksleri ile I6kosit isaretlemede ligand konsantrasyonu ve isaretleme ortaminin isaret-

leme etkinligine etkisi

ACD-Plazma Ortami

Hepes-Salin Ortami

In-111 kompleksi *L.K (mol/lt) **ILE(%) LK (mol/lt) LE (%)
Tropolonate 4x10™ 54 4x10 ° 80
Mere 1x10" 36 4x10" 87
Acetylacetonate 1.85x10™ 8 1.85x10" 85
Oxine 4x10" 9 4x10" 67

*

L.K: Ligant konsantrasyonu
i.E: isaretleme etkinligi

Tablo 3. Nonselektif ajanlarla |6kosit isaretlemede aktivitenin hilcrelere dagilim yuzdesi
Ajan isaretleme Ortami Radyoaktivite yluzdesi

*T *MN *G *E
In-111 tropolonate Plazma 5 13 79 3
In-111 acetylacetonate Hepes-Salin **33 37 30
Tc-99mHMPA Plazma 3 17 77 3

*

**  Trombosit ve mononikleer hiicre grubundaki aktivite ylizdesi
leme tekniginde aktivitenin %77'si granilositlerde tutul-
maktadir (21).

Bu gine kadar yapilmis olan g¢alismalar, Invitro
hiicre isaretleme tekniginin klinik uygulamalardaki ya-
rarliligini sensitivitesinin yliksek olmasi ve noninvaziv bir
test olmasi nedeniyle ortaya koymustur (30,31). Ancak

T: Trombosit, MiM: Mononiikleer hiicre, G: Graniilosit, E: Eritrosit

bu yontemin zaman alici olmasi ve 06zel teknik dona-
nimlar gerektirmesi de dezavantajlarini olusturmaktadir.
Bu nedenle, Tc 99m ile isaretlenebilen "Antigranilosit
ve Antitrombosit Monoklonal Antikorlar invitro hiicre
isaretlemeye alternatif olarak gelisen umut verici tek-
niklerdir.
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