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Hücre işare t leme, gene l a n l a m d a t ü m k a n d a n ilgili 

hücre ler in i zo le edi l ip radyonük l id le r le i şare t lenmes i a n ­

lamına ge lmekted i r . Bu k o n u y l a ilgili ça l ışmalar , 1976 

y ı l ında , Mc A f e e ve T h a k u r ' u n , lnd ium-111 (In 111) 'e 

bağl ı l ipofi l ik komp leks le r i lökosi t ve t rombos i t le re inkor-

pore e tmey i başarma la r ı y la yen i bir boyut kazanmış t ı r 

(1). B ö y l e c e d a h a ö n c e d e n be ta yayı l ımı o lan P h o s -

pho r -32 (P-32) ve Tr i t ium t imidin (H-3 timidin) gibi ra 

d y o n ü k l i d l e r l e v e y a zayı f bir g a m m a yay ı l ım ı y a p a n 

C h r o m i u m - 5 1 (Cr-51) ile i n c e l e n m e y e ça l ış ı lan inv lvo 

d i s t r i büsyon ça l ı şma la r ı d a h a iyi an laş ı lm ış ve kl inik 

uygu lama la r ı baş lamışt ı r . Hücre i şa re t lemede ku l lanı lan 

çeşit l i radyonük l id le r mevcut tur . A n c a k bu radyonük l id -

lerin h içb i r i hüc re le re spes i f i k o lmad ığ ından gene l o la ­

rak nonse lek t i f a janlar o larak is imlendi r i lmektedi r . 

l n - 1 1 1 v e T e c h n e t i u m - 9 9 m ( T c - 9 9 m ) l i po f i l i k 
k o m p l e k s l e r i n d e n önce , G a l l i u m - 6 7 (Ga-67 ) inv ivo ve 
invitro lökosi t i şa re t lemes inde kul lanı lmışt ı r (2). Bugün 
inv ivo i şa re t l emede ha len ku l lan ı lmak la birl ikte, invitro 
i şa re t l eme etk in l iğ in in çok düşük o lmas ı neden iy le ter­
kedi lmiş t i r (3). B u n u n d ış ında Cr -51 de invitro eritrosit 
ve l ökos i t i ş a r e t l e m e s i n d e ku l l an ı lm ış , a n c a k invi t ro 
o la rak lökos i t i şa re t l emes inde , G a : 6 7 ' d e k i gibi işaret­
l e m e e tk in l iğ in in s o n d e r e c e d ü ş ü k o lmas ı n e d e n i y l e 
t e r k e d i l m i ş t i r . B u g ü n i s e d a h a ç o k inv i t ro e r i t ros i t 
i şa re t l eme tekn iğ inde ku l lanı lmaktadı r . 

Hücre İşaretlemede Kullanılan 
Ajanlar ve Etki Mekanizmaları 
T c - 9 9 m per tekneta t : T c - 9 9 m , p e r t e k n e t a t 

(Tc99m04~) f o r m u n d a +7 değer l ik l i o lup hal iy le eritrosit 

m e m b r a n ı n d a n geçeb i lmekted i r . A n c a k bu geç iş çift ta­

raflı o l u p Tc perteknetat iyonları aynı z a m a n d a hücre 

d ı ş j n a d a ç ı k a b i l m e k t e d i r l e r . O r t a m d a k a l a y k l o rü r 

( S n C b ) va r l ı ğ ında +7 değer l ik l i T c , +4 değere indirgenir 

(4). i nd i r genmiş o lan T c , g lobin ' in beta z inc i r ine ba ­

ğ l ana rak eri trosit m e m b r a n ı n d a n ç ıkması ön lenmiş olur 

(4). 

C r -51 ( S o d y u m k r o m a t ) : C r - 5 1 , S o d y u m k roma t 

f o r m u n d a +6 değer l ik l i o lup ko lay l ık la eritrosit m e m b r a ­

n ından g i rmekte ve +3 değer l ik l i şek le ind i rgenip er i t ro­

s i t lerde g lob in in po l ipept id z inc i r ine (5), t o m b o s i t l e r d e 

aden in nük leot id ler ine bağ lanmak tad ı r (6). 

ln-111 ve T c - 9 9 m l ipofi l ik k o m p l e k s l e r i : L ipof i l ik 

komp leks l e re bağl ı radyonük l id ler , bu k o m p l e k s l e r a r a c ı ­

lığı ile hücre m e m b r a n ı n d a n pasi f d i f füzyon la geç e rek 

kolayl ık la hücre iç ine g i reb i lmekted i r . D a h a s o n r a l ipof i ­

lik k o m p l e k s l e r hücrey i terk e d e r k e n raydonük l id h ü c r e 

içer is inde ka lmaktad ı r (7,8). 

Lökosi t i şa re t lemede ku l lanı lan a jan lar Nonse lek t i f 

ve Selekt i f o lmak üzere iki g rup ta ince lenebi l i r . T a b l o -

1'de selekti f ve nonselekt i f a jan la r göster i lmişt i r . 

I. Nonselektif Ajanlar 
Nonselekt i f a janlar , radyoakt i f meta l ve bu m e t a l e 

işaret l i l ipofi l ik k o m p l e k s l e r d e n o luşmuş la rd ı r . N o n s e ­

lektif a jan lar ın h e p s i yüksüz ve " l iposolub le"dı r . Bu ö-

ze l l ik ler ine bağl ı o la rak hüc r e m e m b r a n ı n d a n pasi f dif­

füzyon la geçeb i lmek ted i r le r (7). 

1986 y ı l ında lipofilik bir k o m p o n e n t o l an ve T c 9 9 m 

ile i şare t leneb i lmes i m ü m k ü n o lan " H e x a m e t h y l p r o p y l e -

n e a m i n e o x i m e " (Hfv lPAO) ' in b u l u n m a s ı n a k a d a r (9), bu 

konuy la ilgili ça l ışmalar ln-111 ile sü rdü rü lmüş tü r . In-

111 *e bağl ı l ipofi l ik k o m p l e k s l e r d e n ilk ku l l an ı l an ı " 8 -

hydroxyqu ino l ine" (oxine) o lmuş tu r (10). Bu a j a n l a y a ­

pı lan lökosi t i şa re t lemes indek i en büyük s o r u n işaret ­

l e m e o r t amın ın p l a z m a d ı ş ı n d a bir o r t a m o l m a s ı d ı r . 

Çünkü p l a z m a o r t amında l n - 1 1 1 , lipofilik k o m p l e k s y e ­

rine p l a z m a prote in ler ine bağ lanmak tad ı r . Lökos i t l e r in 

p l a z m a dışı bir o r t a m d a işare t lenmeler i i s e , hücre le r in 

metabol ik ak t i vasyon la r ına ve h a s a r g ö r m e l e r i n e n e d e n 

olur (11). Bu n e d e n l e , p l a z m a o r t amında i ş a r e t l e n m e y i 

m ü m k ü n kılan ln-111 lipofilik komp leks i o l a n " t ropolo-

nate" gel işt i r i lmişt i r (12). B u n u n d ış ındak i ln -111 l ipofi l ik 

komp leks le r i T a b l o - 1 ' d e görü lmekted i r . 
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T a b l o 1 . Lökosif i şa re t lemede kul lanı lan a jan lar 

Nonselektif Selektit 

ln-111 oxln 
ln-111 tropolonate 
ln-111 acetylacetonate 
ln-111 merc 
T c - 9 9 m H M P A O 

Tc-99m kalay kolloid 
Antigranülosit MoAb 
Kemotaktik peptid 

T c - 9 9 m H M P A O ' n u n k i m y a s a l yapıs ı In111 lipofilik 
k o m p l e k s l e r i n e b e n z e m e k t e d i r , y ü k s ü z v e " l i p o s o l u -
ble fır. A n c a k T c - 9 9 m d a h a ko lay e lde edi lebi l i r bir ra-
dyonük l id o lmas ı ve gö rün tü ka l i tes in in yüksek o lması 
neden iy le ln -111 'e terc ih ed i len bir a jandır (13). 

II. Selekti! Ajanlar 
1) Kolloidal part ikül ler: Ko l lo ida l part ikül ler, pr i -

mer o larak monos i t le r ve granülos i t le r ta ra f ından fago 

site ed i leb i lmektedi r ler . A n c a k b u n u n y a n ı n d a t rombo-

sit, eritrosit ve lenfosit m e m b r a n l a n n a da yapışab i ld i -

k ler inden k ı smen selekti f a jan o larak kulanı labi l i r ler. Lö-

kos i t i ş a r e t l e m e d e k u l l a n ı l a c a k k o l l o i d l e r i n , inv i t ro 

i şa re t lemede ku l lan ı lması gerekmek ted i r . Ç ü n k ü , invivo 

koşu l la rda bu a jan la r re t i kü londo te l i ya l s i s t e m ( R E S ) 

ta ra f ından temiz lenmek ted i r . Ko l lo id ler in nötrof i l ler tara­

f ından fagos i te ed i leb i lmeler i İçin, 0 .25 -3 u m . çap ında 

o lmas ı gerek i r (14). 0.1 um al t ındaki kol lo id ler pr imer 

o larak makro fa j la r ta ra f ından , d a h a d ü ş ü k o r a n d a d a 

nötrof i l ler ta ra f ından fagos i te edil ir ler. Bu amaç la sulfur 

kol lo id ve ka lay ko l lo id i le yap ı lmış çeşi t l i ça l ışmalar 

mevcut tur . P e t e r s ve arkadaş lar ı bu yön tem le yaptık lar ı 

ça l ı şmada 7 hastanın 6 's ında en feks i yon odağın ı gö rün -

tü leyememiş le rd i r (15). M o c k ve E n g l i s h ise bu yön te ­

min d iğer nonselekt i f a jan la ra bir üs tün lüğü o lmadığ ın ı 

ve hücre ler in metabo l ik a k t i v a s y o n u n a n e d e n o lduğunu 

göstermiş lerd i r (16). 

2) Kemotaktik peptid: Bu g r u p t a en sık ku l la ­
n ı l an a jan " N - f o r m y l - m e t h i o n i l - l e u c y l - p h e n y l a l a n i n e " 
(FfvILP)'- dir. A n c a k bu a jan la r da granü los i t ak t i vas­
y o n u n a n e d e n o lduk la r ından rut inde ku l lan ı lmamaktad ı r 
(17). 

3) Monoklona l A n t i g r a n ü l o s i t Ant ikor: Lökosi t 
i şa re t l emede m o n o k l o n a l ant ikor (MoAb) ' l a r ın ku l lan ı ­
mıy la , vakit al ıcı ve öze l teknik donan ım la r gerekt i ren 
hücre s e p a r a s y o n iş lemine ge rek ka lmamaktad ı r . Bu a -
maç la gel iş t i r i lmiş ln-111 ve 1-123 i le i şa re t leneb i len 
monok lona l ant ikor lar mevcu t tu r (18). BW 2 5 0 / 1 8 3 ise , 
T c - 9 9 m ile işare t lenebi len IgG, t ip inde bir immunog lo -
bul in o lup, fare granülos i t m e m b r a n ı n d a k i N C A - 9 5 par­
ças ına karşı o luş tu ru lmuş tu r (19). B W 2 5 0 / 1 8 3 I V en -
jekte ed i ld iğ inde, do laş ımdak i granülos i t le r in %90-95 ' i ne 
bağ lanab i lmek te inv ivo s tab i l i tes i T c 9 9 m H M P A O ' d a n 
d a h a u z u n sürel i o l m a m a s ı " In f lamatuvar B a r s a k H a s ­
ta l ık lar ın ın" ayır ıc ı tan ıs ında avanta j o luş turmaktadı r . A y -
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r i ca , M o A b ' l e r i n , granülos i t fonks iyon la r ın ı h içbir şek i lde 
e tk i lemediğ i ve he rhang i bir s i to toks ik etki ler inin de o l ­
mad ığ ı bi ldir i lmişt ir (20). 

Hücre Separasyonu 
Nonselekt i f a jan lar ın he rhang i biri t ü m k a n a e k l e ­

necek o l u r sa eritrosit say ıs ın ın faz la l ığ ı neden iy le b ü y ü k 
kısmı er i trosit lere bağ lanacakt ı r . Bu yüzden ilgili hüc re ­
lerin öncel ik le t ü m k a n d a n izo le ed i lmeler i g e r e k m e k t e ­
dir. E n f e k s i y o n gö rün tü lemes inde idea l o lan pür g r a n ü ­
los i t ler in i z o l a s y o n u d u r . K o n v a n s i y o n e l san t r i fü j y ö n ­
temler iy le pür granülos i t i z o l a s y o n u m ü m k ü n o l m a m a k ­
tadır. Mikst lökosi t ler in ayı r ımı d a h a kolay ve d a h a az 
vakit al ıcı o l duğundan , rut inde gene l l i k le mikst lökos i t le ­
rin i z o l a s y o n u yapı lmaktadı r . Pür granülos i t ler in s e p a r a ­
s y o n u i se , dans i t e g rad ien t o r t amı o lan " P e r c o l l " i le 
m ü m k ü n o lmak tad ı r . B u a m a ç l a , P e r c o l l s o l ü s y o n u , 
% 6 5 ve %80' l ik o lmak üzere iki fark l ı k o n s a n t r a s y o n d a 
hazır lanır ve üst k ı sma t ü m k a n koyu larak 4 0 0 g 'de 5 
dk santr i fü je edil ir (21). Şek i l 1'de gö rü ldüğü gib i , ilgili 
hücre g rubu izo le ed i lerek direkt hüc re i şare t lemes i y a ­
pı labi lmektedi r . B u n u n l a birl ikte bu yön tem z a m a n alıcı 
o lması ve tec rübe gerek t i rmes i neden i y l e rut inde ku l la ­
nı lmamaktadır . 

G e n e l o larak hücre i şa re t leme v e s e p a r a s y o n u n d a 
kul lanı lan teknik ler in şu özel l ik ler i o lmas ı gerek i r (22). 

1) Y ü k s e k işare t leme etkinl iği 

2 ) Kul lanı lan radyonük l id in a m a c a ve tekn iğe uy­

gun o lması 

3) Hücre canl ı l ığ ının ko runmas ı 

4) Hücre fonks iyon lar ın ın k o r u n m a s ı 

5) T ok s i k etk is in in o lmamas ı 

6) Ster i l koşu l la rda uygu lanmas ı 

K o n v a n s i y o n e l san t r i fügasyon la , lökosi t ler in s e p a ­
r a s y o n u Şeki l 2 'de görü lmekted i r . As i t Sitrat D e k s t r o z 
( A C D ) ile an t i koagü le ed i lm iş t a z e kan , % 6 H e s p a n 
(Hydroxye thy l s tarch) ek lend i k ten s o n r a 3 0 - 6 0 dk 1g 
'de beklet i l i r . Bu süre s o n u n d a e l d e ed i len Lökos i t ve 
T rombos i t ' t en Z e n g i n P l a s m a ( L P R P ) 5 dk 1 5 0 g ' d e 
sant r i fü je ed i ld ik ten s o n r a d ip te m iks t lökos i t le r e l d e 
edil ir (23). 

Şekil 1. Percoll solüsyonu ile granülosit separasyonu. 

T Klin Tıp Bilimleri 1992, 12 
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Şekil 2. Mikst lökosit separasyonu. 

Şekil 3. Trombosit seperasyonu 

T r o m b o s i t s e p a r a s y o n u n d a , " A C D " ile an t i koagü le 

ed i lm iş t aze k a n , 15 dk 180 g 'de santr i fü je edil ir, y ü ­

z e y d e ka lan "T rombos i t t en Z e n g i n P l a s m a " ( P R P ) tek­

rar 10 dk 6 4 0 g 'de san t r i f ü je ed i ld i k ten s o n r a d ip te 

t rombos i t le r e l d e edil ir (24). (Şeki l 3). 

H ü c r e s e p a r a s y o n iş lemi s ı ras ında hücre canl ı l ığı 

o l u m s u z y ö n d e etk i lenebi l i r . Öze l l i k le santr i fü j ve hüc­

reler in bir o r t a m d a n b a ş k a bir o r t ama a l ınmas ı , hüc re 

can l ı l ığ ına z a r a r vereb i lmek ted i r . Bu aç ıdan hücre can l ı ­

l ığının i ş a r e t l e m e d e n önce kontrol ed i lmes i gerekl id i r , 

invi tro lökosi t can l ı l ığ ın ın kon t ro lünde en sık ku l lanı lan 

a jan " T r y p a n B l u e " d u r (11). 

T Klin Tıp Bilimleri 1992, 12 

Hücre İşaretlemesi 
T ü m k a n d a n ilgili hücre ler in s e p a r e e d i l m e s i n d e n 

s o n r a radyonük l i d l e r l e b a ğ l a n m a s ı , hüc r e i ş a r e t l e m e 
sa fhas ın ı o luşturur . Bu iş lemin kal i te kon t ro lünde ku l la ­
n ı lan m e t o d i ş a r e t l e m e e tk in l i ğ in in h e s a p l a n m a s ı d ı r . 
İşare t leme etk in l iğ i , hüc re le re bağ lanan radyoakt iv i ten in , 
total radyoakt iv i teye oranıdı r . Bu etk in l iğ i e tk i leyen invit­
ro faktör ler aşağ ıda sı ra lanmışt ı r . 

1 ) L i p o f i l i k A j a n K o n s a n t r a s y o n u v e İ ş a r e t ­
l e m e O r t a m ı : l n - 1 1 1 ' e bağl ı l i gand la rda , g e n e l d e ü ç 
mo lekü l l igand bir ln-111 a t o m u n u b a ğ l a m a y e t e n e ğ i n -
dedir . Etk in bir i şa re t l emede kul lanı lan l igand k o n s a n t ­
r a s y o n u öneml i bir fak tördür . Yap ı l an ça l ışmalar l i gand 
k o n s a n t r a s y o n u n u n , ln-111 k o n s a n t r a s y o n u n d a n 1 0 2 -
1 0 6 ke re d a h a f a z l a o lmas ı gerekt iğ in i göstermiş t i r . B u ­
nun y a n ı s ıra i ş a r e t l e m e o r t amı da i ş a r e t l e m e e t k i n ­
l iğ inde öneml i rol oyna r (11,25) . T a b l o 2 'de ln '111 i le 
lökos i t i ş a r e t l e m e s i n d e , i ş a r e t l e m e o r t amı ve l ipof i l ik 
a jan k o n s a n t r a s y o n u n u n i şa re t leme e tk in l iğ ine etk i ler i 
görü lmekted i r , ln-111 komp leks le r i ile p l a z m a o r t a m ı n ­
da yapı lan i şa re t leme özel l ik le In'un p l a z m a prote in le­
rine o lan af in i tesi neden i y l e i şare t leme etkinl iğ i d iğer or­
t am la ra gö re d ü ş ü k o lmaktadı r . 

Diğer taraftan T c - 9 9 m H M P A O ile p l a z m a o r t a m ı n ­
d a o p t i m a l i ş a r e t l e m e e tk in l iğ i e l d e e d i l e b i l m e k t e d i r 
(21). D a n p u r e v e a r k a d a ş l a r ı n ı n y a p m ı ş o l d u ğ u ç a ­
l ı şmada H M P A O k o n s a n t r a s y o n u 2 0 u g / m l ' y e k a d a r ar ­
t ı r ı ld ığ ında i şa re t l emede etk in l iğ in in art t ığı a n c a k d a h a 
s o n r a k i k o n s a n t r a s y o n l a r d a d e ğ i ş m e d i ğ i s a p t a n m ı ş t ı r 
(21). 

2 ) O r t a m p H ' s ı : G e r e k I n111 , g e r e k s e T c 9 9 m 
H M P A O ça l ı şma la r ında , opt imal o r tam p H ' s ı n ı n 7 -7 .4 
a ras ında o lmas ı gerekt iğ i göster i lmişt i r (26,27) . 

3) K u l l a n ı l a n A n t i k o a g ü l a n : P r i m e r o la rak seç i le ­
c e k an t i koagü lan a jan A C D ' d i r . A C D d ış ındak i an t i koa ­
gü lan a jan la rdan Hepar in ' i n i şa re t leme etk in l iğ in i düşü r ­
d ü ğ ü göster i lmişt i r (28). B i z de yap t ığ ımız ç a l ı ş m a d a , 
A C D ile e l d e e d i l e n i şa re t l eme e tk in l i ğ in in h e p a r i n l e 
e lde ed i len le rden d a h a yüksek o lduğunu göz led i k (29). 

4 ) O r t a m d a k i H ü c r e K o n s a n t r a s y o n u : O r t a m d a ­

k i ilgili hüc re k o n s a n t r a s y o n u ar t t ıkça g e r e k In111 g e ­

r e k s e T c 9 9 m k o m p l e k s l e r i i le y a p ı l a n ç a l ı ş m a l a r d a 

i şa re t leme etk in l iğ in in ar t tğı görü lmüş tü r (21). 

5 ) E n k ü b a s y o n Z a m a n ı v e I s ı s ı : In111 k o m p ­

leks le r i iç in 5 -10 dk, T c 9 9 m H M P A O iç in i s e 1 5 d k 

o d a ıs ıs ında e n k ü b a s y o n , opt imal i şa re t l eme etk in l iğ in i 

sağ lamaktad ı r (21). 

Nonse lek t i f a jan la r la yapı lan mikst l ökos i t i şare t le ­
m e d e total akt iv i tenin hücre lere dağı l ım y ü z d e s i n i n b i l in­
m e s i gerekl id i r . 

B u k o n u y l a i lgi l i o l a r a k lökos i t i ş a r e t l e m e s i n d e 

e lde ed i len sonuç la r T a b l o 3 'de göster i lm iş t i r . O p t i m a l 

koşu l la rda yap ı lan T c 9 9 m H M P A O mikst l ökos i t işaret -
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T a b l o 2 . ln-111 lipofil ik komp leks le r i ile lökosi t i şa re t l emede l igand k o n s a n t r a s y o n u ve i şa re t leme o r tamın ın işaret ­
l e m e etk in l iğ ine etk is i 

ACD-P lazma Ortamı Hepes-Sal in Ortamı 

ln-111 kompleksi *L.K (mol/lt) **l.E(%) L K (mol/lt) İ.E (%) 

Tropolonate 4x10" 4 54 4x10 5 80 
Mere 1x10" 4 36 4x10" 6 87 
Acetylacetonate 1.85x10"2 8 1.85x10' 2 85 
Oxine 4x10" 5 9 4x10" 6 67 

* L.K: Ligant konsantrasyonu 
" i.E: işaretleme etkinliği 

T a b l o 3 . Nonse lek t i f a jan la r la lökosi t i şa re t lemede akt iv i tenin hücre le re dağı l ım yüzdes i 

Ajan işaretleme Ortamı Radyoaktivite yüzdesi 

*T *MN *G *E 

ln-111 tropolonate Plazma 5 13 79 3 
ln-111 acetylacetonate Hepes-Salin **33 37 30 
Tc-99m H M P A Plazma 3 17 77 3 

* T: Trombosit, MİM: Mononükleer hücre, G: Granülosit, E: Eritrosit 
** Trombosit ve mononükleer hücre grubundaki aktivite yüzdesi 

l e m e tekn iğ inde akt iv i tenin % 7 7 ' s i g ranü los i t le rde tutul­
maktad ı r (21). 

Bu g ü n e k a d a r yap ı lm ış o l an ça l ışma lar , Invitro 
hücre i şa re t leme tekn iğ in in klinik uygu lama la rdak i ya ­
rarlı l ığını sens i t iv i tes in in yüksek o lması ve non invaz i v bir 
test o lması neden iy le o r taya koymuş tu r (30,31) . A n c a k 

bu yön tem in z a m a n alıcı o lmas ı ve özel teknik d o n a ­
nımlar gerek t i rmes i de dezavan ta j la r ın ı o luş tu rmak tad ı r . 
Bu neden le , Tc 9 9 m ile işare t leneb i len "Ant ig ranü los i t 
v e An t i t rombos i t M o n o k l o n a l A n t i k o r l a r invitro h ü c r e 
i şa re t lemeye alternatif o la rak ge l i şen umut ver ic i tek­
niklerdir. 
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