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Kan hilicrelerinden eritrosit ve l8kositler radyoaktif
izotoplarla in vivo ve in vitro olarak isaretlenerek niikleer

tip ydntemleriyle go&riintiilemede yillardir kullanilmaktadar.

Lékositler en cok ‘'In radyoizotopu ile igsaretlenerek
basta abse odagl arastirmasi olmak lizere cesitli amaclarla
kullanilmistir.Bu calisma halen Tilirkiye'de rutin bir yOntem
haline gec¢mis degildir. Buna sebep olarak kan komponentleri-
nin canliligini muhafaza ederek ayrilmasi ve isaretlenmesinin
olduk¢a ciir nzun ve deneyim gerektiren bir islem olmasi ve
ayrica Wrnvin kisa yarl Omri (67 saat) ve pahali olusu g&s-

terilebilir.

Buu projede,kan 1l8kositlerinin ayrilarak Pm e ve
1111n ile isaretlenmesi ve isaretlenen l8kositlerin tekrar
aynl insana verilerek (otolog) abse lokalizasyonu ig¢in kul-

lanilmasi amacg¢lanmistir.

Yapilan arastirmalar ve alinan sonuc¢lar bu raporda
dért grupta toplanarak sunulmustur:

1- LO8kositlerin ayrilmasi

2- LOkositlerin isaretlenmesi

3- Kalite kontrolu

4- Klinik uygulama.



I- Lokositlerin Ayrilmasi

Yapilan literatlir arastirmalarina g8re ld8kositlerin
diger kan komponentlerinden separe edilmesinde kullanilan
belli basli y6ntemler s6yle 6zetlenebilir.

1- Basit santrifij

2- Sedimentasyon

- Methyl cellulose
- Dextran
- Hydroxyethylstarch
3- Isopyknic santrifiij
- Ficoll-Hypaque
- Ficoll-Isopaque
- Percoll
4- Yizeye yapisma
- EDTA
- Lidocaine
5- Fagositoz
6- Hilicre ayiricilar (Elutriation)

7- Sitometre

Sedimentasyonla eritrosit c¢Oktlirme ySntemi, 1l6kosit
elde etmek ig¢in en ¢ok kullanilan ySntemdir. Bovum (2) tara-
findan gelistirilen bu metodun esasi gravite dolayisiyla olusan
eritrosit ¢8kiisiini hizlandirmak ig¢in methyl cellulose (MC),
dextran (D) ve hydroxyethylstarch (HES) gibi ajanlarin ilave-
sine dayanir. BOylece ldkositlerin % 70 kadari supernatant

icinde kalir ve belli yikama teknikleriyle ayrilabilir (11).



MC'un insanlarda kullanimi anaflaktoid reaksiyon gibi bazi
problemlere sebep oldudu ic¢in tercih edilmemektedir. HES ve
500.000 molekiil agirlikla D ise Amerika Birlesik Devletle-
ri'nde FDA tarafindan insanlarda kullanimi kabul edilmis,

kan ayiriminda kullanilan miktarlarda hi¢ bir toksisite tasi-

madiklari bildirilen maddelerdir (11).

Bu calismada MC (Sigma, ABD), D (Pharmacia, Isvecg)
ve HES (Sigma, ABD) ile calisilarak herbiriyle yapilan isa-
retlemelerde eritrosit kontaminasyonu, l8kositlerin canliliga
ve baglanma ylizdesi gibi parametreler arastirilmis ayrica
klinik uygulama da yapilmistir. Bulunan sonuglar karsilasti-
rilarak ve laboratuvar sartlari g8z Oniine alinarak D ile ¢Ok-
tiirme y&nteminin kullanilmasina karar verilmis ve klinik ca-
lismalarain biiylik bir kisminda (8zellikle Pm e ile yapilan
isaretlemelerde ) bu y8ntem uygulanmistir. Tam kandan 1l&kosit
ayirmak i¢in kullanilacak y8ntem asajidaki sekilde optimize
edilmistir:

Cozeltiler
% 6D : 6 gr. Dextran (Pharmacia, Isvec-
500.000 mol.ag.)saf su ile 100

ml'ye tamamlanir.

%2 0.2 Sodyum kloriir 20 mg Sodyum kloriir (Merck, Almanya)

100 ml saf su icinde eritilir.

Kalayli Pirofosfat : 60 mg. sodyum pirofosfat (Merck,
Almanya) ve 17 mg. kalay klorir
(Merck, Almanya),30 ml saf su

icinde eritilir.



Yontem:

1. Hastadan 10 cc 1lik li¢ ayri plastik, disposable (Tibset,
Tlirkiye) enjektdrle 20 G ijne ile 6 cc (toplam 18 cc) heparin-
li kan alinair.

2. Herbirinin ilizerine 3 cc sojuk, steril D c¢Ozeltisi
cekilerek hafifge altiist edilir.

3. 2-4°c'ae iyi bir ayirim elde edilene kadar (60-90
dakika) ignesi yukarida olmak lizere dikey durumda bekletilir.

4. EnjektSriin pozisyonu bozulmadan 18 G igne takilair
ve igne hafifcge bilikilerek supernatant steril, vakumlu bir
cam kan tilpiine (B-D vacutainer, 10 cc) aktarilar.

5. L&kosit silispansiyonu 1000 rpm'de 10 dakika santri-
fiij edilir.

6. Supernatant steril bir ijneyle ¢ekilip atilir. Tipin
dibine biriken 1l8kositler iizerine 3 cc sojuk, steril % 0.2
NaCl ¢8zeltisi eklenir.

7. Vortex kullanmadan hafifgce calkalanan karisim 1000
rpm'de tekrar 10 dakika santrifiij edilerek supernatant atilair.

8. Kirmizi renkli hilicreler gdriiliiyorsa yikama islemi
tekrarlanir.

9. Elde edilenl8kosit karisaimi 0.5 cc. serum fizyolojik

ile silispansiyon haline getirilir.

Bu sekilde eritrositlerden araindirilmis l8kositler
artik herhangi bir radyoniiklidle isaretlenebilecek durumda-

dir.



II- Lokositlerin Isaretlenmesi

Literatlirde 1l6kositlerin Niikleer Tip calismalarinda
kullanilmak lizere igsaretlenmesi ic¢in ¢esitli radyoizotoplar
ve bunlarin degisik kimyasal formlari denenmistir (4,8,9,11,
14,15,17,18) . Bunlar arasinda dikkate deger bir bagjlanma
g8sterdigi belirlenenler sdyle 6zetlenebilir.

51 Cr - Chromate

125 I

Quinoline
Iododeoxyuridine
Mrn - oxine
Tropolone
2-mercaptopyridine-l-oxide
99m Tc - t-butyl isonitrile
Sulphur colloid
Mhilimicrospheres
Oxine

Pyrophospate

Tropolone

L8kositlerin isaretlenmesinde kullanilacak uygun bir
teknigin tasimasi gereken Szellikler sdyle siralanabilir:
a. Kullanilanradyoniiklid Niikleer Tip gOriintlilemesine
uygun Ozellikler tasimalidair.
b. Sadece l8kositlere spesifik bir metod olmali, diger
kan hiicreleri isaretlenmemelidir.

c. Baglanma ylizdesi yiiksek olmalidir.



d. Hicreler normal fonksiyonlarina (&zellikle kemotak-
sis) devam edebilmelidir.
e. Stabilite yiliksek olmali, aktivite isaretli hiicreler

i¢inde kalmalidir. (in vitro ve in vivo).

Son yillarda yapilan calismalarin biliyik bir kismi en
ideal ajan olarak tanimlanan 111In—Oxin fizerinde yojunlasmig-
tir (11,14,15,16,17). In, 67 saatlik yari &mrd ve 173 KeV
(3 89) ve 287 KeV (% 94) 1lik deteksiyona miisait iki gama ener-
jisi ile Niikleer Tipta rahatlikla kullanilabilecek bir rad-
voniiklittir. Oxine (8-hydroxyquinoline), molekiil agjirliga
145 olan lipofilik bir selat ajanidir. Bakteriostatik 6zelligi
dolayisiyla yillardir hastalar lizerinde kullanilmaktadir. Hay-
vanlardaki parenteral &ldlirlici dozu LD (50) = 67 mg/kg olarak
hesaplanmistir. Bu da isaretlemede kullanilan (50-100 ug)
miktarin cok ilistiindedir. Indium gibi bazi katyonlarla pH 5-6'
da 3:1 oraninda kompleksler meydana getirir (11,17). Bu komp-
lekslerdeki net yiikili sifairdir. Lipofilik karakteri dolayisiyla
hiicre ve bakteri membranlarini asabilir. Hiicre i¢inde bu komp-
leksin ayristigl ve indiumun c¢ekirdek ve sitoplazma proteinle-

riyle siki bir bag yaptigi bulunmustur (11,17).

99
" Tc bilinen &zellikleri dolayisiyla Niikleer Tip'da

en ¢ok kullanilan radyoniiklid olma 6zelligini korudugundan

16kosit isaretlenmesinde bu radioizotopla da pek cok deneyler
99

yapilmistir (4,5,8,9,18). Fakat biliylik olasilikla " Tc-18kosit

bagjinda in vivo olarak meydana gelen bir kopma sonucu agiga
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¢ikan Tc - Perteknetat dolayisiyla insan viicudunda bu
maddenin normal tutulum yeri olan tiroid, tilikriik bezleri ve
gastrointestinal sistemde aktivite birikimlerine rastlanmis-
tir. Bu da belli bazi b8lgelerde abse lokalizasyonuna sinir-

lama getirmektedir.

Projenin radyoaktif isaretlemeyle ilgili b&liimiine ge-
¢ildiginde bu dezavantajinin bilincinde olarak ilk deneylerin

99
laboratuvarimizda her an mevcut bulunan o

Tc-radyoniiklidiyle
yapilmasi uygun gOriilmiistiir. Temini nisbeten gli¢, pahali ve
yarl Omiirli dolayisiyla kullanma sliresi kisitli olan ll&n rad-
yoizotopuna gecmeden O6nce aylrma ve isaretleme islemleri M e

ile yapilan deneylerle optimize edilmistir.

%98 Tc¢ isaretlemelerinde kalayli pirofosfat ile inkii-
basyon ydntemi kullanilmistir. Bu radyoniiklid kalayla beraber
kullanildiginda l&kositler arasinda kalmis olabilecek serum
albumini ve eritrositlerle bajlanacajindan sorun yaratabilir.
Ayni gekilde M da kandaki transferine kolayca baglanabilir.
Fakat iyi bir 16kosit ayirma y6ntemi bu dezavantajlari ortadan

kaldiracaktar.

#¥m pc ile 18kosit isaretlemek icin asagidaki ySntem
kullanilmistar:
1- 6 cc kandan elde edilen likosit slispansiyonu iizerine
0.5 cc kalayli pirofosfat ¢8zeltisi koyularak 37°¢*

de 15 dakika bekletilir.



1000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilerek supernatant
atilir.

Kalay fazlasi % 0.9 NaCl ile yikanarak ortamdan

Ay XA,

%M pc-Perteknetat ile 10

20-25 mCi (1 cc hacimda)
dakika oda sicakliginda bekletilir.

% 0.9 NaCl ile iki kere yikanir ve her iki yikamadan
elde edilen supernatantlar ayri bir tilipe alinarak
doz kalibratdriinde sayilir (A).

Isaretli 18kosit siispansiyonunun aktivitesi de

Slcliliir (B).

Asagidaki formiile g6re baylanma ylizdesi hesaplanir.

B
Baglanma Yizdesi = —w—=F—=— x 100

Ny isaretlemesinde kullanilan protokol:

1-

L8kositslispansiyonu lizerine 300-600 uCiluIn—Oxine
damla damla ilave edilip 15 dakika oda sicaklijain-
da bekletilir.

100 rpm'de 10 dakika santrifiij edilip supernatant
ayril bir tilipe alinarak sayilir (a).

Isaretli 16kosit silispansiyonu da sayilir (B) ve
baglanma ylizdesi ayni formiille hesaplanir.
Isaretli l1l6kosit silispansiyonu ya serum fizyolojik
ya da ilk kandan ayrilan plazma fraksiyonunun 2700

rpm'de yarim saat santrifiij edilmesiyle trombositleri



ayrilan plazma ile seyreltilerek hastaya enjekte

edilir.

III- Kalite Kontroli

a) Baglanma Yilizdesi (In vitro):
Degisik eritrosit ¢Oktlirme ajanlari kullanilarak bulu-
99 3 " .. ..
nan " Tc ile bagjlanma yiizdelerinin karsilastirilmasi icin

yapilan deneylerin sonuglaril asajidaki tabloda verilmistir.

Deney Sayisi En disilik En yliksek Ortalama
MC 5 65 85 73.6
D 8 68 95 81.2
HES 5 70 85 78.0

MC en diislik baglanma kapasitesini g&stermis, D ve HES
ise oldukca yakin degerler vermekle birlikte D belki de deney
sayilsinin fazlaligi nedeniyle, hafif bir ylikseklik gOGstermis-
tir. Literatiirde genel olarak arastiricilar HES ile daha iyi
sonu¢lar elde edilecegdini savunmaktaysa da (2,11,14) baglan-
mayan fraksiyonun ortamdan yikama ile ayrilarak sadece bagjli
kismin hastaya enjekte edilecek olmasi bu kiicik ylizde farkla-
rinin y&ntemin se¢iminde biiylik bir etken olmadijini ortaya
koymaktadir. MC daha ©nce de belirtildigi gibi klinik problem-

ler yaratmasi olasiligil nedeniyle hasta ¢alismalarinda kul-
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lanilmamis, Tc c¢alismalarainda D, 111In calismalarinda ise

D ve HES kullanilmistair.

Cesitli nedenlerle hastalara enjekte edilmeyen bazi
numuneler ilizerinde yapilan calismalarda bajlanma ylizdesinin
ilk birkac¢ saat icinde hig¢ dlisme g&stermedigi, 24 saat sonra
yapilan yikamada ise aktivitenin % 20-25 kadarinin yikama
ortamina gectiji tesbit edilmistir.bu da °°™ Tc'un intrasellii-

M pe-18ko-

ler proteinlerle kuvvetli bir baj yapamadigji veya
sit kompleksinin "back-diffusion" u nedeniyle stabil bir hiic-
re isaretlemesi olamayacadi (1ll) gdrisiini ge¢ ddnem icin de

olsa dojrulamaktadir.

b) Eritrosit Kontaminasyonu:
Lokosit slispansiyonlarindan alinan numuneler May-Griin-
wald Giemsa boyasiyla yayma yapilarak (13) mikroskop altinda
incelenmis ve eritrosit sayisinin higbir zaman birkag¢ taneyi

gecmedigi gdrilmiistilir.

c) Canlilik Deneyleri:

Ayirma ve isaretleme islemleri sirasinda l8kositlerin
canliligini muhafaza etme oraninin bulunmasi i¢in Trypan ma-
visi ile boyanarak (13) mikroskop altinda incelenmistir. Can-
1111g1n1 kaybetmis hilicrelerin oraninin hic¢bir ydntemle % 10'u
gecmedigi gbzlenmistir. Canliligini yitirmis, parcgalanmis
1l6kositler fagositik 6zelliklerini gSsteremeyecedinden meto-

dun amacina uymazlar. Bu nedenle Trypan mavisi ile yapilan
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bu kalite kontrol y6ntemi calismanin 8nemli ve hasta uygqula-

malarinda da ihmal edilmemesi gereken bir bdliimiidiir.

IVv- Klinik Uygulama

Lokositlerin % 65-75'ini olusturan ndtrofiller, fago-
sitik Ozellikleri dolayisiyla vicudun harhangi bir yerindeki
enfeksiyona bir reaksiyon olarak o bdlgeye tasinir ve bura-
daki bakteri ve partikiiler maddeleri yok etmeye calisirlar.
Beraberlerinde radyoaktif etiketlerini de g&tilireceklerinden
belli bir bdlgede abse olup olmadigina karar vermek va da
klinik bulgular dolayisiyla mevcut olduju bilinen bir abse
odaginin yerini tayin etmek ig¢in Niikleer Tip ySntemleriyle

izleme olanajini verirler.

99 111 . . o : .
" Tc ve In ile isaretli otolog l&kositlerle cesit-

li hasta gruplarinda imajlama c¢alismalari yapilmis olup, bu
calismalarin klinik teshise ¢ok yardimci oldudu bildirilmis-
tir. Bu caligmalar arasinda sebebi bilinmeyen atese neden

olan apse odaginin yerinin bulunmasi, osteomyelitlerin taki-
bi, Crohn hastaligi, kolitis ililseroza, divertikiilit gibi il-
tihabi barsak hastaliklarinin teshisi,bObrek hastaliklarinda
enfeksiyonun mevcut olup, olmadijinin g8sterilmesi sayilabi-

LT AT SE  Gradl il Sal St ies

Bu projede de normal ve gesitli hastalik gruplarina

ait 25 vakada Al Tc ve/veya 11&n 18kosit calismasi yapil-

9m

mistir. 15-20 mCi 2 Tc veya 300-500 pCi Wy jle isaretli
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l6kositler 2.5-3.0 cc serum fizyolojik ic¢inde slispanse edil-
dikten sonra hastaya intravendz olarak yavas yavas enjekte

edilmis, ve Siemens, Scintiview gama kamerada diistik enerji-
li kolimatdr ile viicudun gesitli yerlerinde spot goriintiiler

alinmistar.

Cesitli zamanlarda ima+i 2lr=ms2m3 denenmis ve anlam-
11 bir bilgi elde edebilmek ig¢in 4 ve 24 saat sonra giiriintid al-
mak gerektidine karar verilmistir. Bazl hasta gruplarinda
30 dakikalik veya birsaatlik erken imajin dijer bazi enfek-
siyonlarda da 48 saatlik goriintilinlin ek bilgi verebilecegi
bildirilmisse de (1) genel olarak 4 ve 24 saatlik cekimle-
rin yeterli oldudu bu alanda calisan arastiricilarin ortak

b1, ol o 2 ol (. RS} 0 3 IR U7 N It 2

[e]
18 cc kan ile c¢alisildiginda, literatiire gdre 10~ 16-
kosit hilicresi elde edilir (8,11). Bu sayidaki l8kositi isa-

99m

retlemek i¢in de 20 mCi Tc veya 500 uCilIﬁn'un yeterli

oldugu hesaplanmistair (4,8,11).

18 yasindan kiliclik ¢ocuklarda alinan kan miktari ve
ona orantili olarak kullanilan radyoaktivite miktari azal-
tilmistir. Fakat imaj kalitesinin bozulacayi diisiinlilerek

9%m

hicbir zaman Tc icin 10 mCi ve MIn-oxine ig¢in 100 uCi'

den daha az aktivite kullanilmamistir (10).

500 pCilnIn—lﬁkosit enjeksiyonundan 70 kg agirligin-
daki bir yetiskinin almasi beklenen radyasyon dozu asagidaki

listede verilmistir.
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ORGAN RAD
Dalak Le0
Karaciger 2510
K. Iligi 1.3
Iskelet 0.36
Overler 0.19
Testis 0.01
Tim Vicut 0% 3t

Standart MIRD denklemi yardimiyla hesaplanan bu doza
T i¢ginde kontaminasyon olarak mevcut bulunan ve ylizdesi-
nin % 0.08 - 0.1'i asmadigi liretici firmalarca ifade edilen

114
In' {in bliylik bir katkisi olmadigi bildirilmektedir (10).

Pn pe o ile aynl islem yapildiginda alinacak dozun daha az

oldugu hesaplanmistir (4,5,8,11).

1
llIn tarafindan yayinlanan Auger elektronlari yiliksek

enerjileri dolayisiyla isaretlenen her kan hiicresine yliksek
bir radyasyon dozu vermektedirler. Fakat, c¢esitli arastirma-
cilar bu yiliksek dozun n8trofillerin kemotaktik ve mikrobial
6zelliklerini veya trombositlerin agregasyonunu etkileyecek
kadar fazla olmadigini sOylemektedirler. Buna karsilik lenfo-
sitler radyasyona karsi daha hassas olup etkilenme ihtimali
daha fazladir (17). Bu projede kullanilan ayirma ve isaret-
leme ydnteminde 1l8kositler alt gruplara ayrilmayip karisim
halinde bulundujundan imajin kalitesini bozacak bir radyasyon

etkisinin s6z konusu olmadigi disiinlilmektedir.

?m e calismalarinda 4 saatlik imajlarda belirgin

bir akciger tutulumu ile silik bir karaciger ve dalak g&6ri-

niimiine rastlanmaktadir. 24 saatlik imajlarda ise akcigerler-
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lerdeki aktivite yerini tamamen karaciger ve dalagja birakmak-
tadir. Patolojik b&lgelerde beklenen aktivite artisi bazen
ilk imajda hissedilebilmisse de genel olarak ikinci imajda
daha belirgin olarak gtzlenmistir. Bazi vakalarda gdriilen
tiroid ve gastrointestinal sistem aktivitesinin daha &nce
bahsedilen "in vivo kopma" nedeniyle oldugu dilisiinlilmektedir.
Bu durum 8zellikle iltihabi barsak hastaliklarinin teshisi
i¢in yapilan sintigrafilerde yanilgiya neden olabilir. Bu
sebeple My ile yapilan calismalarain ilistiinligiini gdsteren

bir diger isaret olarak sayilabilir.

M1 calismalarainda ilk imajda silik, ikinci imajda
tamamen belirgin olmak ilizere karacijer, dalak ve kemik ili-
gi tutulumu gdzlenmistir. GOrilntliler, bunun disindaki akti-
vitelerin patolojiyi gOsterdigi kabul edilerek yorumlanmisg-
tir. Vakalarain ¢ogu, radyoloji, ultrasonografi, cerrahi gibi
diger teshis y&ntemleri ile mukayeseli olarak incelenmisg ve
bu y6ntemle igsaretlenen 1l8kositlerle yapllan imajlamanin pek
cok iltihabi hastaligin teshisinde 1sik tutabilecek rutin

bir yontem olabilecedi sonucuna varilmistir.
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