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KLINIK LABORATUVARDA FLOW SITOMETRI

ANALiZiNﬁNOhB%]VE ONEMI

UGUR FAHRI YUREKLI !
Giris

Klinik laboratuvar tani yontemleri, modern tibbin en Onemli
bilesenlerinden birini olusturmaktadir. Hastaliklarin erken tanisi,
prognozun belirlenmesi, tedavi yanitinin degerlendirilmesi ve
hastalik seyrinin izlenmesinde laboratuvar temelli analizler kritik rol
oynamaktadir. Son yillarda biyoteknolojik gelismeler ve ileri
analitik tekniklerin klinik uygulamalara entegrasyonu ile birlikte
hiicresel diizeyde ayrintili analiz yapilabilmesine olanak saglayan
yontemler biiyiik 6nem kazanmigtir. Bu yontemler arasinda flow
sitometri, ¢ok parametreli hiicresel analiz kapasitesi sayesinde klinik
laboratuvar pratiginde vazgecilmez bir tanisal ara¢ haline gelmistir
(Brown & Wittwer, 2000).

Flow sitometri, slispansiyon halindeki hiicrelerin veya partikiillerin
lazer 15181 kullanilarak fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerinin hizli
ve hassas bir sekilde analiz edilmesini saglayan bir teknolojidir. Bu
yontem, hiicrelerin biiylikliigli, graniilaritesi ve yiizey veya
sitoplazmik antijen ekspresyonu gibi bir¢ok Ozelligin ayni anda
degerlendirilmesine olanak tanir. Floresan isaretli monoklonal
antikorlarin kullanilmastyla hiicre yiizeyindeki spesifik antijenlerin
tanimlanabilmesi, flow sitometrinin  Ozellikle  hematoloji,
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immiinoloji ve onkoloji alanlarinda yaygin bicimde kullanilmasina
zemin hazirlamigtir (Ortolani, 2021).

Klinik laboratuvarlarda flow sitometrinin kullanim alanlar1 olduk¢a
genistir. Hematolojik malignitelerin tanis1 ve smiflandirilmasi,
16semi ve lenfomalarin immiinfenotipik karakterizasyonu, minimal
rezidiiel hastaligin (MRD) izlenmesi, immiin yetmezliklerin
degerlendirilmesi ve hematopoetik kdk hiicre sayimi bu teknolojinin
baslica klinik uygulamalar1 arasinda yer almaktadir. Ayrica
transplantasyon sonrasi immiin rekonstriiksiyonun izlenmesi, hiicre
dongiisii  analizi, DNA ploidisi belirlenmesi ve apoptozis
degerlendirmesi gibi ileri diizey analizler de flow sitometri ile
gerceklestirilebilmektedir (Kruse et al., 2020).

Glinlimiizde yiiksek parametreli ve spektral flow sitometri
sistemlerinin gelistirilmesi, tek bir 6rnekten ¢ok sayida hiicresel
belirtecin es zamanli olarak analiz edilmesini miimkiin kilmistir. Bu
gelismeler,  Ozellikle  hematolojik  malignitelerin  detayl
immiinfenotipik  smiflandirilmasinda  ve  minimal  hastalik
diizeylerinin saptanmasinda tanisal dogrulugu artirmistir. Bununla
birlikte, elde edilen verilerin dogru yorumlanabilmesi i¢in uygun
ornek hazirlama teknikleri, standartlastirilmis analiz protokolleri ve
deneyimli laboratuvar personeli biiylik 6nem tasimaktadir (Kruse et
al., 2020; Liu et al., 2026).

Bu kitap boliimiinde, klinik laboratuvarlarda flow sitometri
analizinin temel prensipleri, cihaz yapis1 ve ¢alisma mekanizmasi ele
alimacak; hematoloji, immiinoloji ve onkoloji basta olmak iizere
farkl klinik alanlardaki uygulamalari ayrintili olarak incelenecektir.
Ayrica veri analizi yontemleri, kalite kontrol siirecleri ve gelecekteki
teknolojik gelismeler de degerlendirilerek flow sitometrinin modern
klinik tan1 siireclerindeki rolii ve 6nemi kapsamli bir sekilde ortaya
konulacaktir.

Flow Sitometrinin Temel Prensipleri
.



Flow sitometri, siispansiyon halindeki hiicre veya partikiillerin
fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerini lazer 15181 kullanarak yiiksek
hizda analiz eden ileri bir biyofiziksel analiz yontemidir. Bu teknik,
tek hiicre diizeyinde c¢ok sayida parametrenin es zamanli olarak
degerlendirilmesine olanak tanidig1 i¢in klinik laboratuvar tanisinda
onemli bir yer edinmistir. Hiicrelerin bliytikliigt, i¢ yapisi, yilizey ve
sitoplazmik antijen ekspresyonu gibi ozellikleri floresan isaretli
antikorlar yardimiyla analiz edilebilmektedir (Brown & Wittwer,
2000; Liu et al., 2026; Ortolani, 2021).

Flow sitometrinin temel prensibi, hiicrelerin akiskan bir ortam
icerisinde tek sira halinde lazer 1s18indan gegirilmesi ve bu sirada
olusan 151k sacilimi ile floresan sinyallerinin dedektorler tarafindan
Ol¢iilmesine dayanir. Hiicre lazer 1511 ile karsilastiginda iki temel
151k sacilimi olusur: ileri sacilim (forward scatter, FSC) ve yan
sagilim (side scatter, SSC). Ileri sagilim sinyali hiicre biiyiikliigii ile
iliskili bilgi saglarken, yan sacilim hiicre i¢i graniilarite ve
sitoplazmik kompleksite hakkinda bilgi verir. Bu optik sinyaller
hiicre popiilasyonlarinin fiziksel 6zelliklerine gore ayrilmasini
miimkiin kilar (Brown & Wittwer, 2000; Liu et al., 2026).

Flow sitometrinin en dnemli avantajlarindan biri, floresan isaretli
monoklonal antikorlar araciligiyla spesifik hiicresel belirteglerin
analiz edilebilmesidir. Farkli dalga boylarinda floresan emisyonu
yapan boyalar veya antikor konjugatlar1 kullanilarak ayni hiicre
iizerinde birden fazla antijen es zamanl olarak degerlendirilebilir.
Boylece hiicre popiilasyonlarinin  immiinfenotipik 6zellikleri
ayrintili  sekilde belirlenebilir ve heterojen hiicre topluluklar
icerisinde alt popiilasyonlar tanimlanabilir (Kruse et al., 2020).

Flow sitometri cihazlar1 genel olarak {i¢ ana bilesenden
olusmaktadir: akigkanik sistem (fluidics), optik sistem (optics) ve
elektronik veri isleme sistemi (electronics). Akiskanik sistem, hiicre
siispansiyonunun hidrodinamik odaklama prensibi ile tek sira
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halinde lazer 1s18indan gecirilmesini saglar. Optik sistem, lazer
kaynagt ve dedektorlerden olusur ve hiicrelerden yayilan 11k
sacilimi ile floresan sinyallerini algilar. Elektronik sistem ise
dedektorlerden gelen analog sinyalleri dijital verilere doniistiirerek
bilgisayar ortaminda analiz edilmesini saglar (Kruse et al., 2020; Liu
et al., 2026).

Flow sitometrik analiz sonucunda elde edilen veriler genellikle
histogramlar, nokta grafikleri (dot plot) veya yogunluk grafikleri
seklinde gorsellestirilir. Bu grafikler sayesinde farkli hiicre
poptilasyonlar1 biiytlikliik, graniilarite ve antijen ekspresyonu gibi
parametrelere gore ayrilabilir. Ayrica ¢ok parametreli analizler
sayesinde karmasik hiicre popiilasyonlar1 detayli sekilde
siniflandirilabilir ve klinik tani siireglerinde yiiksek dogruluk
saglanabilir (Kanegane et al., 2018).

Flow Sitometrinin Tarihsel Gelisimi

Flow sitometrinin temelleri 20. yiizyilin ortalarinda hiicre sayimi ve
partikiil analizi iizerine yapilan ¢aligmalarla atilmigtir. Hiicrelerin
fiziksel ozelliklerine gore sayilmasi ve siniflandirilmasi amaciyla
gelistirilen erken donem fotoelektrik dl¢tim sistemleri, modern flow
sitometri teknolojisinin Onciilleri olarak kabul edilmektedir.
Ozellikle optik 6l¢iim prensiplerine dayanan bu sistemler, biyolojik
partikiillerin 151k sagilim ozelliklerinin analiz edilmesine olanak
saglayarak ilerleyen yillarda gelistirilecek olan akis tabanli analiz
teknolojilerinin temelini olusturmustur (Brown & Wittwer, 2000).

1950°’1li ve 1960’11 yillarda Coulter prensibine dayanan otomatik
hiicre sayim cihazlariin gelistirilmesi, hiicre analizinde 6nemli bir
ilerleme saglamistir. Bu prensip, hiicrelerin elektriksel direng
degisiklikleri kullanilarak sayilmasina dayanmakta olup hematoloji
laboratuvarlarinda otomatik hiicre sayiminin temelini olusturmustur.
Bu teknolojik gelisme, yiiksek hizda hiicre sayimi yapilabilmesine
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olanak tanimig ve daha sonra gelistirilecek optik analiz yontemleri
icin onemli bir altyap1 saglamistir (Brown & Wittwer, 2000).

1960’11 yillarin sonlarinda lazer teknolojisinin biyolojik analizlerde
kullanilmaya baglanmasiyla birlikte hiicrelerin optik 6zelliklerinin
Olclilmesine dayanan ilk modern flow sitometri sistemleri
gelistirilmistir. Lazer 1s18min kullanilmasi, hiicrelerin 151k sagilim
ozelliklerinin daha hassas bicimde Ol¢lilmesini miimkiin kilmis ve
tek hiicre diizeyinde yiiksek dogrulukta analiz yapilmasina olanak
saglamigtir. Bu  gelismeler, flow sitometrinin  arastirma
laboratuvarlarindan klinik uygulamalara dogru ilerlemesinde 6nemli

bir doniim noktas1 olmustur (Brown & Wittwer, 2000; Cossarizza et
al., 2021).

1970°1i yillarda floresan boyalar ve 6zellikle monoklonal antikor
teknolojisinin  gelistirilmesi, flow sitometrinin  biyomedikal
aragtirmalardaki kullanimini biiyiik 6l¢iide genisletmistir. Floresan
isaretli antikorlar araciligiyla hiicre yilizeyindeki spesifik antijenlerin
tanimlanabilmesi, immiinolojik hiicre alt gruplarinin ayrintili sekilde
analiz edilmesine olanak saglamistir. Bu gelisme ozellikle
hematoloji ve immiinoloji alanlarinda hiicre fenotiplemesinin temel
yontemlerinden birinin ortaya ¢ikmasina yol agmistir (Kruse et al.,
2020).

1980’11 ve 1990’Ii yillarda c¢ok renkli floresan analizinin
gelistirilmesiyle birlikte ayni hiicre iizerinde birden fazla antijenin es
zamanli olarak degerlendirilmesi miimkiin hale gelmistir. Bu
donemde gelistirilen ¢ok parametreli analiz teknikleri, hematolojik
malignitelerin immiinfenotipik smiflandirilmasinda ve minimal
rezidiiel hastaligin saptanmasinda flow sitometrinin klinik nemini
onemli Ol¢iide artirmistir (Brown & Wittwer, 2000).

Giliniimlizde ise yiiksek parametreli ve spektral flow sitometri
sistemlerinin gelistirilmesi sayesinde tek bir hiicrede ¢ok sayida

biyolojik belirtecin es zamanli olarak analiz edilmesi miimkiin hale
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gelmigstir. Modern cihazlar, gelismis optik sistemler ve giiclii veri
analiz yazilimlar1 sayesinde kompleks hiicre popiilasyonlariin
ayrintili sekilde karakterize edilmesine olanak saglamaktadir. Bu
gelismeler, 6zellikle immiinoloji, hematoloji ve translasyonel tip
alanlarinda flow sitometrinin kullanim alanlarin1  giderek
genisletmektedir (Kruse et al., 2020; Liu et al., 2026).

Flow Sitometri Calisma Prensibi

Flow sitometri analizinde hiicreler siv1 bir tagiyici akigkan i¢erisinde
hidrodinamik odaklama (hydrodynamic focusing) prensibi ile tek
sira halinde lazer 15181nin bulundugu analiz bolgesine yonlendirilir.
Bu siirecte hiicre siispansiyonu, kilif sivisi (sheath fluid) ile
cevrelenerek dar bir akis hatti igerisinde hizalanir ve bdylece
hiicrelerin lazer 1s181indan tek tek gecmesi saglanir. Bu diizenek, tek
hiicre diizeyinde giivenilir dl¢lim yapilabilmesi i¢in kritik dneme
sahiptir (Bajgelman, 2019; Brown & Wittwer, 2000).

Hiicreler lazer 15101 ile karsilastiginda 15181n bir kismi farkli yonlere
sacilirken, floresan boyalar ile isaretlenmis hiicresel yapilar
uyarilarak belirli dalga boylarinda floresan 1s1k yayar. Bu siirecte iki
temel 151k sacgilimi sinyali olusur: ileri sagilim (forward scatter, FSC)
ve yan sacilim (side scatter, SSC). FSC sinyali hiicre biiyiikliigii ile
iligkili bilgi saglarken, SSC sinyali hiicre i¢i graniilarite ve
sitoplazmik kompleksite hakkinda bilgi verir. Buna ek olarak,
floresan isaretli antikorlar araciligiyla hiicre yiizeyi veya hiicre igi
antijenlerin ekspresyonu da olgiilebilir (Liu et al., 2026).

Ortaya ¢ikan optik sinyaller, fotodiyotlar veya fotomultiplier tiipleri
(PMT) gibi yiiksek hassasiyetli dedektorler tarafindan algilanir.
Dedektorler tarafindan algilanan bu 151k sinyalleri analog elektrik
sinyallerine dOniistiiriilir ve daha sonra elektronik sistemler
aracilifiyla sayisal verilere cevrilir. Elde edilen dijital veriler
bilgisayar tabanli analiz yazilimlar1 kullanilarak islenir ve hiicre
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popiilasyonlarinin  karakterizasyonu icin grafiksel formatlarda
sunulur (Robinson et al., 2026).

Flow sitometri sistemleri temel olarak {i¢ ana bilesenden olusur: akis
sistemi (fluidics), optik sistem (optics) ve elektronik/veri analiz
sistemi (electronics). Akis sistemi hiicrelerin lazer 1s1gindan tek tek
gecmesini saglarken, optik sistem lazer kaynagi, aynalar, filtreler ve
dedektorlerden olusur. Elektronik sistem ise dedektorlerden gelen
sinyalleri sayisal verilere doniistiirerek analiz yazilimina aktarir. Bu
yap1 sayesinde saniyede binlerce hiicre analiz edilebilmekte ve
hiicresel heterojenite yiliksek dogrulukla degerlendirilebilmektedir
(Brown & Wittwer, 2000; Kanegane et al., 2018; Kruse et al., 2020).

Flow sitometri analizinden elde edilen veriler genellikle histogram,
nokta grafigi (dot plot) veya yogunluk grafigi (density plot) seklinde
gorsellestirilir. Bu grafiksel analiz yontemleri sayesinde farkli hiicre
poptilasyonlar1 belirli parametrelere gore ayristirilabilir ve hiicresel
alt gruplar detayli bicimde tanimlanabilir. Bu ¢ok parametreli analiz
kapasitesi,  Ozellikle = hematolojik ~ malignitelerin  tanisi,
immiinfenotipleme ve minimal rezidiiel hastalik takibi gibi klinik
uygulamalarda flow sitometrinin vazge¢ilmez bir ara¢ haline
gelmesini saglamistir (Kanegane et al., 2018; McKinnon, 2018).

Hiicrelerin Optik Ozellikleri: Forward Scatter ve Side Scatter

Flow sitometrinin temel 6l¢iim parametrelerinden biri, hiicrelerin
lazer 15181 ile etkilesimi sonucu olusan 1s1ik sacilimi (light scatter)
sinyalleridir. Hiicreler lazer 1511 ile karsilastiginda 1s18in bir kismi
farkli yonlere sagilir ve bu sagilim hiicrelerin fiziksel 6zellikleri
hakkinda o6nemli bilgiler saglar. Flow sitometri analizinde 151k
sacilimi iki temel parametre iizerinden degerlendirilir: forward
scatter (FSC) ve side scatter (SSC) (Drouet & Lees, 1993; Liu et al.,
2026; McKinnon, 2018).



Forward scatter (FSC), lazer 1s18inin hiicre tarafindan ileri yonde
sacilmas1 sonucu olusan sinyaldir ve biiyiik 6l¢iide hiicrenin boyutu
ile iligkilidir. Hiicre ¢ap1 arttikca ileri sagilim sinyalinin genligi de
artma egilimindedir. Bu nedenle FSC parametresi, hiicre
popiilasyonlarinin biiytikliikklerine gore ayriminda onemli bir rol
oynar. Ornegin eritrositler, lenfositler ve monositler gibi farkls hiicre
tipleri FSC degerlerine gore belirli 6l¢iide ayirt edilebilir (Drouet &
Lees, 1993).

Side scatter (SSC) ise lazer 1518min hiicre igindeki graniiller,
vezikiiller ve organeller tarafindan yan yonde sagilmasi sonucu
olusur. Bu parametre hiicrenin i¢ yapisal karmasikligi ve
graniilaritesi hakkinda bilgi verir. Graniiler yapiya sahip hiicreler,
daha fazla 151k sacilimina neden olduklari i¢in daha yiiksek SSC
sinyali iretirler. Bu nedenle graniilositler yiiksek SSC degerleri
gosterirken, daha az graniiler yapiya sahip olan lenfositler genellikle
diisitk SSC sinyali ile karakterizedir (Brown & Wittwer, 2000;
McKinnon, 2018).

FSC ve SSC parametrelerinin birlikte degerlendirilmesi, flow
sitometrik analizde hiicre popiilasyonlarinin  6n  ayriminin
yapilmasina olanak tanir. Bu iki parametre genellikle iki boyutlu
FSC-SSC dot plot grafikleri iizerinde gosterilir ve farkli hiicre
popiilasyonlar1 bu grafikte belirli bolgelerde kiimelenir. Bu
yaklagim, analiz sirasinda hiicre alt popiilasyonlarinin
belirlenmesinde kullanilan gating stratejilerinin olusturulmasinda
temel bir adimdir. Ozellikle hematolojik analizlerde lenfosit,
monosit ve graniilosit popiilasyonlarinin ilk ayrimi ¢ogu zaman FSC
ve SSC parametreleri kullanilarak yapilmaktadir (Brown & Wittwer,
2000; Kruse et al., 2020; McKinnon, 2018).

Bu optik parametrelerin dogru yorumlanmasi, flow sitometri
verilerinin giivenilirligi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Hiicre
biiyiikliigii, hiicre i¢i graniil yogunlugu ve 6rnek hazirlama kosullar
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gibi faktorler FSC ve SSC sinyallerini etkileyebilir. Bu nedenle
analiz swrasinda uygun kalite kontrol uygulamalart ve
standartlastirilmis 6l¢im protokollerinin kullanilmasi, elde edilen
verilerin dogrulugunu artirmaktadir (Brown & Wittwer, 2000;
McKinnon, 2018).

Florokromlar ve Floresan Isaretleme Teknikleri

Flow sitometri analizinde hiicre yiizey veya sitoplazmik
antijenlerinin tamimlanabilmesi igin floresan oOzellik gosteren
molekiiller olan florokromlar (fluorochromes) kullanilmaktadir.
Florokromlar belirli bir dalga boyundaki lazer 15181 ile
uyarildiklarinda daha uzun dalga boyunda floresan 151k yayarlar. Bu
yayilan floresan 151k optik filtreler ve dikroik aynalar araciligryla
spektral olarak ayristirilir ve farkli dedektorler tarafindan 6l¢iiliir. Bu
prensip sayesinde ayni drnek icerisinde birden fazla floresan belirteg
es zamanli olarak analiz edilebilmektedir (Bajgelman, 2019; Drouet
& Lees, 1993; McKinnon, 2018; Robinson et al., 2026).

Klinik laboratuvar uygulamalarinda florokromlar ¢ogunlukla
monoklonal antikorlarla konjuge edilmis halde kullanilmaktadir. Bu
antikorlar hedef hiicresel antijenlere 6zgiil olarak baglanarak belirli
hiicre popiilasyonlarinin tanimlanmasini saglar. Antikor—florokrom
konjugatlar1 sayesinde hiicre yiizey reseptorleri, diferansiyasyon
antijenleri ve bazi hiicre i¢i proteinler yiiksek ozgiilliikle tespit
edilebilmektedir. Bu yaklasim 0zellikle immiinfenotipleme
analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Brown & Wittwer,
2000).

Flow sitometri uygulamalarinda sik kullanilan florokromlar arasinda
fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), peridinin-
chlorophyll protein (PerCP) ve allophycocyanin (APC) gibi
molekiiller yer almaktadir. Bu florokromlar farkli uyarilma ve
emisyon spektrumlarina sahip olduklar1 i¢in ¢ok renkli analizlerde

birlikte kullanilabilmektedir. Ayrica glinlimiizde tandem boyalar ve
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gelismis floresan konjugatlarin gelistirilmesi, ayn1 6rnek igerisinde
daha fazla parametrenin dl¢iilmesini miimkiin kilmistir (Kruse et al.,
2020; McKinnon, 2018).

Floresan isaretleme teknikleri genel olarak dogrudan (direct) ve
dolayli (indirect) boyama yontemleri seklinde siiflandirilmaktadir.
Dogrudan boyama yonteminde florokrom ile konjuge edilmis
antikorlar dogrudan hedef antijene baglanarak sinyal olusturur. Bu
yontem daha hizli ve pratik olmakla birlikte, sinyal amplifikasyonu
sinirlidir. Dolayli boyama yonteminde ise Once hedef antijene
baglanan primer antikor kullanilir, ardindan bu antikora baglanan
florokrom konjuge sekonder antikor uygulanir. Bu yaklasim sinyal
giiclinii artirabilmekte ve diisiik ekspresyonlu antijenlerin tespitinde
avantaj saglayabilmektedir (Bajgelman, 2019; McKinnon, 2018;
Robinson et al., 2026).

Giinlimiizde ¢ok renkli boyama panellerinin gelistirilmesi ile ayni
hiicre lizerinde ¢ok sayida antijenin es zamanli olarak analiz edilmesi
miimkiin hale gelmistir. Cok parametreli flow sitometri yaklagimlari
ozellikle hematolojik malignitelerin immiinfenotipik
karakterizasyonunda, minimal rezidiiel hastalik (MRD) analizinde
ve immiin hiicre alt popiilasyonlarmin detayli incelenmesinde
onemli avantajlar saglamaktadir (Bajgelman, 2019; McKinnon,
2018; Robinson et al., 2026).

Flow sitometrinin temel prensiplerinin anlagilmasi, bu teknolojinin
klinik laboratuvarlarda dogru ve etkin bir sekilde kullanilabilmesi
acisindan biiyiilk 6nem tasimaktadir. Ozellikle hiicresel optik
ozelliklerin dogru yorumlanmasi ve uygun floresan isaretleme
stratejilerinin  se¢ilmesi, giivenilir ve tekrarlanabilir analiz
sonuglarinin elde edilmesinde kritik rol oynamaktadir (Brown &
Wittwer, 2000).

Flow Sitometri Cihaz Yapisi ve Teknik Bilesenleri
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Flow sitometri sistemleri, hiicre veya partikiillerin fiziksel ve
biyokimyasal 0Ozelliklerini yiliksek hizda analiz edebilmek igin
birbiriyle entegre calisan ii¢ temel teknik bilesenden olusur: akis
sistemi (fluidics), optik sistem ve elektronik/veri toplama sistemi. Bu
bilesenlerin koordineli ¢alismasi sayesinde hiicreler tek tek analiz
bolgesinden gecirilir, olusan optik sinyaller algilanir ve sayisal
verilere doniistiiriilerek bilgisayar ortaminda analiz edilir. Ayrica
gelismis yazilim sistemleri, elde edilen ¢ok parametreli verilerin
yorumlanmasina ve hiicre popiilasyonlarinin ayrintili  olarak
degerlendirilmesine olanak saglar (McKinnon, 2018).

Akas Sistemi (Fluidics)

Flow sitometri cihazinin akis sistemi (fluidics), analiz edilecek
hiicrelerin lazer 15181 ile etkilesime girdigi analiz bolgesine diizenli
ve kontrollii bir sekilde taginmasini saglar. Bu sistemin temel amaci,
hiicrelerin tek sira halinde lazer 1sinindan gegmesini saglayarak her
bir hiicrenin bagimsiz olarak analiz edilmesine olanak tanimaktir
(Drouet & Lees, 1993; McKinnon, 2018; Robinson et al., 2026).

Akais sistemi genellikle iki temel sividan olusur: 6rnek sivisi (sample
fluid) ve kilif stvis1 (sheath fluid). Hiicreleri igeren 6rnek sivisi, daha
yiksek hizda akan kilif sivisi tarafindan ¢evrelenir ve hidrodinamik
odaklama (hydrodynamic focusing) adi verilen bir mekanizma ile
dar bir akis hattina yonlendirilir. Bu sayede hiicreler lazer 1s1mnindan
tek tek gecer ve her hiicre i¢in ayr1 FSC, SSC ve floresan sinyalleri
kaydedilir. Hidrodinamik odaklama, hiicrelerin kiimelenmesini
onleyerek oOlglimlerin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini artirir
(Brown & Wittwer, 2000; Ortolani, 2021).

Akis sisteminin stabilitesi ve akis hizinin dogru ayarlanmasi, flow
sitometri analizinin giivenilirligi agisindan kritik 6neme sahiptir.
Akis hizindaki degisiklikler hiicrelerin lazer 1smi ile etkilesim
stiresini etkileyebilir ve bu durum sinyal kalitesinde degisikliklere

yol agabilir. Bu nedenle klinik laboratuvarlarda akis sistemi diizenli
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olarak kalibre edilmeli ve standart kalite kontrol protokolleri
uygulanmalidir. Ayrica modern cihazlar, akis sisteminin basing ve
hiz parametrelerini siirekli izleyerek otomatik hata diizeltme
mekanizmalari ile analiz gilivenilirligini artirmaktadir (Brown &
Wittwer, 2000; McKinnon, 2018; Ortolani, 2021).

Akis sisteminin etkinligi, 6zellikle ¢ok renkli ve yiiksek parametreli
flow sitometri uygulamalarinda 6nemlidir; ¢linkii tek bir hiicreden es
zamanli olarak birden fazla sinyal elde edileceginden, hiicrelerin
hizalanmas1 ve lazer ile optimal etkilesimi kritik bir faktdrdiir. Bu
nedenle akig sisteminin tasarimi, cihaz performansini dogrudan
etkileyen temel bilesenlerden biri olarak kabul edilir (Brown &
Wittwer, 2000; McKinnon, 2018; Ortolani, 2021).

Optik Sistem

Flow sitometri cihazinin optik sistemi, hiicrelerin lazer 15181 ile
etkilesimi sonucu olusan 151k sacgilimi (scatter) ve floresan
sinyallerinin (fluorescence signals) algilanmasini saglayan en kritik
bilesenlerden biridir. Optik sistem temel olarak lazer kaynaklari,
optik filtreler, aynalar ve dedektorlerden olusur (Bajgelman, 2019;
Brown & Wittwer, 2000; Drouet & Lees, 1993).

Lazer Kaynaklari: Lazerler, hiicreleri ve florokromlari uyarmak
icin gerekli olan belirli dalga boylarinda 151k tiretir. Modern flow
sitometri sistemlerinde birden fazla lazer bulunabilmekte ve bu
sayede farkli dalga boylarinda uyarilabilen ¢ok sayida florokrom
aynt anda analiz edilebilmektedir. Lazerlerin dalga boylari,
kullanilan florokromlarla uyumlu olacak sekilde segilir; boylece
sinyal karisiklig1 ve spektral ortiigme minimize edilir (Bajgelman,
2019; Brown & Wittwer, 2000; Drouet & Lees, 1993).

Isik Sacilimi ve Floresan Emisyonu: Hiicreler lazer 1sim ile
karsilastiginda iki temel optik sinyal olusur (Bajgelman, 2019;
Brown & Wittwer, 2000; Drouet & Lees, 1993):
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1. Isik sacilimi (light scatter): Hiicrelerin fiziksel ozellikleri
hakkinda bilgi verir. Forward scatter (FSC) hiicre biiytkligi
ile, side scatter (SSC) ise hiicre i¢i graniilarite ve yapisal
karmagiklik ile iliskilidir.

2. Floresan emisyonu (fluorescence emission): Florokrom ile
isaretlenmis antijenlerin veya hiicresel yapilarin tespit
edilmesini saglar. Floresan sinyalleri optik filtreler ve dikroik
aynalar araciligiyla dalga boylarina gore ayristirilir ve ilgili
dedektorlere yonlendirilir.

Dedektorler  genellikle  fotodiyotlar  (photodiodes)  veya
fotomultiplier tiipleri (PMT, photomultiplier tubes) olarak
siiflandirilir. Fotodiyotlar genellikle forward scatter sinyallerini
olgerken, PMT’ler diisiik yogunluklu floresan sinyallerini yiiksek
hassasiyetle algilayabilir. Bu sayede hem hiicrelerin fiziksel hem de
molekiiler oOzellikleri giivenilir bir sekilde olgiilebilmektedir.
Dedektorler tarafindan toplanan analog sinyaller elektronik sistem
aracilifiyla dijital verilere doniistiiriilir ve bilgisayar yazilimina
aktarilir (Bajgelman, 2019; Brown & Wittwer, 2000; Drouet & Lees,
1993).

Modern optik sistemler, birden fazla lazer ve dedektor
kombinasyonu ile ¢ok renkli (multicolor) ve spektral (spectral)
analizlere olanak tanir. Bu sayede tek bir hiicreden onlarca parametre
es zamanli olarak oOlgiilebilir. Optik sistemin dogru tasarimi ve
kalibrasyonu, 6zellikle hematolojik maligniteler, immiinfenotipleme
ve minimal rezidiiel hastalik analizlerinde yiiksek dogruluk ve
tekrarlanabilirlik saglar (Bajgelman, 2019; Brown & Wittwer, 2000;
Drouet & Lees, 1993; Kruse et al., 2020).

Elektronik ve Veri Toplama Sistemi

Flow sitometri cihazinin elektronik ve veri toplama sistemi, optik
dedektorlerden gelen analog sinyallerin  dijital  verilere
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donitistliriilmesi ve verilerin bilgisayar ortaminda toplanmasini
saglayan kritik bilesendir (Bajgelman, 2019; Brown & Wittwer,
2000; McKinnon, 2018). Bu sistem, hiicrelerin hem fiziksel hem de
molekiiler 6zelliklerinin yiiksek dogrulukla analiz edilmesini
miimkiin kilar.

Sinyal Isleme ve Amplifikasyon: Dedektorler tarafindan algilanan
151k sinyalleri, once elektriksel sinyallere doniistiiriiliir. Forward
scatter (FSC) ve side scatter (SSC) gibi sac¢ilim sinyalleri genellikle
fotodiyotlar tarafindan, diisiikk yogunluklu floresan sinyalleri ise
fotomultiplier tiipleri (PMT) araciligiyla algilanir. Bu analog
sinyaller daha sonra amplifikasyon islemine tabi tutulur; diisiik
yogunluklu sinyaller gii¢lendirilir ve boylece analiz sirasinda daha
hassas Ol¢limler saglanir (Bajgelman, 2019; Brown & Wittwer,
2000; McKinnon, 2018).

Analog-Dijital Doniisiim: Amplifiye edilen analog sinyaller,
analog-dijital doniistiiriiciiler (ADC, analog-to-digital converters)
aracilifiyla sayisal verilere g¢evrilir. Bu sayisal veriler bilgisayar
yazilimina aktarilir ve her bir hiicre i¢in tek hiicre verisi (single-cell
data) olarak kaydedilir. Bu yaklagim, ¢cok parametreli analizler ve
hiicre alt popiilasyonlarinin ayrintili degerlendirilmesi icin temel
altyapiy1 olusturur (Bajgelman, 2019; Brown & Wittwer, 2000;
McKinnon, 2018).

Veri Toplama ve Kalite Kontrol: Elektronik sistem ayn1 zamanda
asagidaki islevleri de yerine getirir:

o Sinyal giiriiltiisliniin azaltilmas1 (noise reduction)
e Esik degerlerinin belirlenmesi (threshold setting)

e Veri toplama hizinin kontrol edilmesi (event rate
management)
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Modern flow sitometri cihazlari saniyede binlerce hatta on binlerce
hiicreyi analiz edebilme kapasitesine sahiptir. Bu yiiksek veri
toplama hizi, klinik Orneklerde bulunan heterojen hiicre
poptilasyonlarinin ayrintili ve giivenilir sekilde degerlendirilmesini
saglar. Ozellikle hematolojik maligniteler, immiinfenotipleme ve
minimal rezidiiel hastalik (MRD) analizlerinde bu yetenek kritik
oneme sahiptir (Bajgelman, 2019; Brown & Wittwer, 2000;
McKinnon, 2018).

Cok Parametreli Veri Analizi: Toplanan sayisal veriler, modern
yazilimlar aracilifiyla grafiksel formatta (histogram, dot plot,
density plot) gorsellestirilir. Bu  yazilimlar, hiicre alt
poplilasyonlarinin manuel veya otomatik olarak belirlenmesine,
istatistiksel analizlerin yapilmasina ve kalite kontrol siireclerinin
yonetilmesine olanak tanir. Boylece elektronik sistem ve veri
toplama altyapisi, flow sitometrinin hem klinik hem de arastirma
uygulamalarindaki basarisini dogrudan etkiler (Bajgelman, 2019;
Brown & Wittwer, 2000; McKinnon, 2018)

Veri Analizi ve Yazilim Sistemleri

Flow sitometri analizinde elde edilen ¢cok parametreli verilerin dogru
ve giivenilir sekilde yorumlanabilmesi i¢in gelismis veri analiz
yazilimlar1 kullanilmaktadir. Bu yazilimlar, hiicre popiilasyonlarinin
grafiksel olarak gorsellestirilmesini ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesini  saglar, bdylece klinik ve arastirma
uygulamalarinda ytiksek dogruluk elde edilir (Bajgelman, 2019; Liu
et al., 2026).

Grafiksel Gorsellestirme ve Gating: Veri analizi genellikle
asagidaki grafiksel yontemlerle gergeklestirilir:

o Histogramlar: Tek parametreli dagilimlarin incelenmesinde
kullanilir.
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o 1Iki boyutlu dot plot grafikleri: Iki parametreli
karsilagtirmalar ile hiicre alt popiilasyonlarinin ayrimi
yapilir.

e Cok parametreli dagihm grafikleri: Yiiksek parametreli
analizlerde hiicrelerin daha detayli incelenmesine olanak
tanir.

Bu grafikler araciligiyla farkli hiicre popiilasyonlar1 belirlenebilir ve
belirli 6zelliklere sahip hiicre gruplar1 segilerek ayrintili analiz
yapilabilir. Hiicre alt popiilasyonlarinin se¢imi ve analizi “gating”
olarak adlandirilir ve flow sitometri analizinin en kritik
asamalarindan biridir (Brown & Wittwer, 2000; Drouet & Lees,
1993; Kruse et al., 2020).

Otomatik Analiz ve Kompansasyon: Gelismis yazilim sistemleri,
asagidaki islemleri de gerceklestirebilir:

e Otomatik popiilasyon tammmlama: Hiicre alt gruplarini
onceden tanimlanmis kriterlere gore otomatik olarak
smiflandirir.

e Veri normalizasyonu: Olciimler arasindaki teknik
varyasyonu minimize eder.

o Floresan spektrum  ortiismelerinin  diizeltilmesi
(compensation): Cok renkli analizlerde bir florokromun
diger dedektorde olusturdugu sinyal etkisi diizeltilir.

e Cok parametreli veri analizi: Yiksek boyutlu veri
kiimeleri lizerinden kapsamli degerlendirme yapilmasini
saglar (Brown & Wittwer, 2000; Kanegane et al., 2018).

Glinlimiizde baz1 gelismis sistemlerde yapay zeka (Al) ve makine
ogrenmesi tabanli algoritmalar kullanilarak veri analizi siiregleri
daha hizli, standardize ve giivenilir hale getirilmistir. Bu

yaklagimlar, oOzellikle karmasik hematolojik ve immiinolojik
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orneklerde analiz dogrulugunu artirmaktadir (Liu et al., 2026;
Robinson et al., 2026).

Klinik Onemi: Flow sitometri cihazlarinin akis, optik ve elektronik
sistemlerinin uyumlu c¢aligmasi, gelismis yazilim destegi ile
birlestiginde, hiicresel analizlerin  yiikksek  dogruluk ve
tekrarlanabilirlik ile gergeklestirilmesini saglar. Bu teknik altyaps,
klinik laboratuvarlarda:

o Hematolojik hastaliklarin tanisi ve siniflandirilmasi,

o Immiinolojik  degerlendirmeler =~ ve  hiicre  alt
poptilasyonlarinin analizi,

e Hiicresel fonksiyon testleri (apoptozis, proliferasyon, sitokin
iiretimi),

gibi birgok alanda giivenilir ve hizli sonuglarin elde edilmesine
olanak tanir (Drouet & Lees, 1993; Kruse et al., 2020).

Klinik Laboratuvarda Flow Sitometri Uygulamalari

Flow sitometri, klinik laboratuvar pratiginde ¢ok yonlii ve giiclii bir
tanisal arag¢ olarak kullanilmaktadir. Yiiksek hassasiyeti, hizl1 analiz
kapasitesi ve cok parametreli degerlendirme imkéani sayesinde
ozellikle hematoloji ve onkoloji alanlarinda vazgegilmez bir yontem
haline gelmistir. Flow sitometri, hiicrelerin fenotipik 6zelliklerini
detayli bicimde belirleyebilme kapasitesi ile hem tanisal hem de
prognostik bilgi saglamaktadir (Liu et al., 2026; Robinson et al.,
2026).

Bu teknoloji sayesinde, bir 6rnek igerisinde bulunan hiicrelerin alt
popiilasyonlart ve heterojenitesi ortaya konabilir. Hiicre ylizey
antijenlerinin veya sitoplazmik belirte¢lerin belirlenmesi, hastaligin
tipini ve alt tiplerini tanimlamada kritik rol oynar. Ozellikle
hematolojik malignitelerde, flow sitometri ile elde edilen veriler

tedaviye yanitin izlenmesi, minimal rezidiiel hastaligin saptanmasi
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ve niiks riskinin degerlendirilmesi gibi klinik karar siireglerine
dogrudan katkida bulunur (Liu et al., 2026; Robinson et al., 2026).

Flow sitometri ayn1 zamanda immiinfenotipleme agisindan da genis
uygulama alanina sahiptir. Ornegin, lenfosit alt gruplarinm (T, B ve
NK hiicreleri) analizi, immiin yetmezliklerin tanisinda ve immiin
sistemin fonksiyonel durumunun degerlendirilmesinde ©nemli
bilgiler sunar. Bu sayede hem konjenital hem de edinilmis
immiinolojik bozukluklar, laboratuvar diizeyinde hassas sekilde
incelenebilir (Liu et al., 2026; Robinson et al., 2026).

Ayrica flow sitometri, klinik laboratuvarlarda tedavi planlamasi ve
izleme siireclerinde de kullanilir. Hastaligin seyrini degerlendirmek
ve tedaviye yanit1 izlemek icin hiicresel profil degisiklikleri takip
edilebilir. Bu o0Ozellik, 0Ozellikle hematolojik malignitelerde,
hastaligin ilerlemesini veya remisyon durumunu belirlemede biiyiik
oneme sahiptir (Czechowska et al., 2025; Liu et al., 2026; Robinson
et al., 2026).

Sonug olarak, flow sitometri, hiicresel analizlerde yiiksek dogruluk,
tekrarlanabilirlik ve ¢ok parametreli veri elde etme avantaji1 sunarak,
klinik laboratuvarlarda hematoloji ve onkoloji alanlarinin yani sira
immiinoloji ve transplantasyon takiplerinde de vazgecilmez bir
aragtir. Bu teknoloji, modern tipta tani ve takip siireclerinin
etkinligini artirmakta ve klinik karar verme mekanizmalarina 6nemli
katkilar saglamaktadir (Liu et al., 2026; Robinson et al., 2026).

Hematolojik Malignitelerin Tanisi

Hematolojik maligniteler, koken aldiklar1 hiicre tipi, maturasyon
diizeyi ve molekiiler profiline gore siiflandirilir ve tani siirecinde
immiinfenotipik karakterizasyon kritik bir rol oynar. Flow sitometri,
hematoloji laboratuvarlarinda 6zellikle 16semi, lenfoma ve miyelom
gibi malign hiicre popiilasyonlarinin hizli, hassas ve ¢cok parametreli
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olarak tanimlanmasini saglayan temel bir yontemdir (Brown &
Wittwer, 2000; Kruse et al., 2020).

Akut Losemilerde Flow Sitometri: Akut miyeloid 16semi (AML)
ve akut lenfoblastik 16semi (ALL) tanisinda flow sitometri, malign
hiicrelerin yiizey ve sitoplazmik antijen profillerini analiz ederek

normal hematopoietik hiicrelerden ayrim yapilmasina olanak tanir
(Brestoff, 2023; Robinson et al., 2023). Ornegin:

e AML’de CD13, CD33, CD117 ve myeloperoksidaz (MPO)
ekspresyonlar1 myeloid klonu tanimlar.

e ALL’de B hiicre kokenli lenfoblastlar CD10, CD19, CD20
ve CD22 ile, T hiicre kokenli lenfoblastlar CD2, CD3, CD5
ve CD7 ile karakterize edilir.

o Bu antijen profilleri, hastaligin alt tipinin belirlenmesinde ve
uygun tedavi protokoliiniin secilmesinde kritik Oneme
sahiptir.

Flow sitometri ayrica blast hiicrelerin  immiinfenotipik
heterojenitesini ortaya koyar; 6rnegin aynt AML 6rneginde myeloid
ve monositik belirteglerin es zamanli ekspresyonu goriilebilir. Bu,
hem hastaligin biyolojik 6zelliklerinin anlagilmasini hem de risk
stratifikasyonunu saglar.

Kronik Losemiler ve Lenfoproliferatif Bozukluklar: Kronik
l6semilerde (CLL, CML) ve diger lenfoproliferatif hastaliklarda,
flow sitometri malign hiicre klonlarin1 normal lenfositlerden ayirt
etmek i¢in kullanilir:

e CLL’de CD5+CD19+CD23+ B hiicreleri belirlenir; kappa
veya lambda hafif zincirleri ile klonalite dogrulanir.

e (CML’de myeloid serilerdeki CD13, CD33 ve CD34 pozitif
hiicreler izlenir.
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Bu sayede tan1 sadece morfolojiye degil, fonksiyonel ve fenotipik
karakterizasyona dayandirilabilir, yanlis siniflandirma riski azaltilir
(Brestoff, 2023; Robinson et al., 2023).

Genetik ve Sitogenetik Korelasyonlar: Flow sitometri, belirli
genetik mutasyonlar veya sitogenetik anomalilerle iliskili
immiinfenotipik  6zelliklerin saptanmasina da olanak tanir
(Lachowiez et al., 2025; Promsuwicha et al., 2025; Yadav et al.,
2024). Ornegin:

e AML’de t(8;21) veya inv(16) tasiyan hastalarda, myeloid
antijenlerin belirli kombinasyonlar1 siklikla goriiliir.

e ALL’de t(9;22) (Philadelphia kromozomu) pozitif
hastalarda, CD34 ve CDI10 ekspresyon paternleri
karakteristiktir.

Bu bilgiler, sadece tan1 koymakla kalmaz; minimal rezidiiel hastalik
(MRD) takibi ve tedavi yanitinin izlenmesi i¢in de kullanilabilir.

Klinik ve Prognostik Onemi: Flow sitometri, hematolojik
malignitelerde tani1 dogrulugunu artirir, tedaviye yaniti izler, ve
prognozu belirlemede kritik bilgiler saglar. Tek bir analiz ile
hiicresel heterojenite, klonalite ve maturasyon durumu hakkinda
ayrintili bilgi elde edilmesi, klinik karar alma siireglerinde biiyiik
avantaj saglar. Ayrica, flow sitometrik veriler diger molekiiler ve
sitogenetik  testlerle  birlikte  kullanildiginda,  hematolojik
malignitelerin risk stratifikasyonu ve kisisellestirilmis tedavi
planlamasi i¢in gii¢lii bir temel olusturur (Cossarizza et al., 2021).

Flow sitometri, hem tam1 hem de takip siireglerinde altin standart
olarak kabul edilen bir yontem olup, modern hematoloji
laboratuvarlarinda vazgecilmez bir aragtir (Robinson et al., 2026;
Robinson et al., 2023).

Loésemi ve Lenfoma immiinfenotiplemesi
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Flow sitometri, 10semi ve lenfomalarin immiinfenotipik tanisinda
altin standart yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir. Bu
teknoloji, ylizey ve sitoplazmik antijenlerin tespit edilmesine olanak
tantyarak, malign hiicreleri normal hematopoietik hiicrelerden
ayirmay1 miimkiin kilar (Brown & Wittwer, 2000; Ortolani, 2021).
Immiinfenotipleme sayesinde hem tanisal dogruluk artar hem de
tedaviye yanit ve hastaligin seyrine dair klinik bilgiler elde edilebilir.

Akut Losemilerde Kullanimi: Akut I6semilerde (AML ve ALL),
flow sitometri, T hiicreli ve B hiicreli alt tiplerin belirlenmesinde
etkin bir yontemdir. Kullanilan baglica markerler sunlardir (Kruse et
al., 2020):

e AML: CD34, CD117, CD13, CD33 ve myeloperoksidaz
(MPO) gibi myeloid belirtegler ile blast hiicreler tanimlanr.

e B-ALL: CDI19, CD10, CD20 ve CD22 ekspresyonlar1 ile B
hiicre kokenli lenfoblastlar belirlenir.

o T-ALL: CD3, CD7, CD2 ve CD5 markerleri ile T hiicre
kokenli lenfoblastlar ayrilir.

Bu immiinfenotipik profiller, hastaligin alt tipinin saptanmasi, risk
siiflandirmast ve uygun tedavi protokoliiniin secilmesi igin kritik
oneme sahiptir. Ayrica, minimal rezidiiel hastalik (MRD) takibi
sirasinda blast hiicrelerin saptanmasi da flow sitometri ile
mimkiindiir (Kruse et al., 2020).

Kronik Losemilerde Kullanimi: Kronik l6semilerde (CLL, CML),
flow sitometri spesifik antijen paternlerini kullanarak malign
hiicreleri tanimlar:

e CLL: CD5+, CD19+, CD23+ B hiicreleri tanimlanir ve
kappa/lambda hafif zincirleri ile klonalite dogrulanir.
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e CML: CD34, CD13 ve CD33 gibi myeloid markerler blast
hiicre popiilasyonlarinin saptanmasinda kullanilir (Ortolant,
2021).

Bu profilleme, hastalifin  evresini  belirleme, prognoz
degerlendirmesi ve tedavi yanitinin izlenmesi acisindan klinik
kararlar1 destekler.

Lenfomalarin Immiinfenotiplemesi: Non-Hodgkin lenfoma
(NHL) ve Hodgkin dis1 lenfomalarin alt tiplerinin ayrimi da flow
sitometri ile gercgeklestirilebilir. Bu yontem sayesinde, malign
lenfositlerin B veya T hiicre kokenli olup olmadigi, alt tipler
arasindaki farkliliklar ve klonalite belirlenebilir (Gajzer & Fromm,
2025; Tembhare et al., 2022). Ornegin:

e B hiicreli lenfomalar: CDI19, CD20 ve hafif zincir
ekspresyonlari ile karakterize edilir.

e T hiicreli lenfomalar: CD3, CD4, CD8 ve diger T hiicre
markerleri ile ayrilir.

Flow sitometri ile yapilan immiinfenotipleme, yalnizca tanisal
dogrulugu artirmakla kalmaz, ayni zamanda tedavi yanitinin
izlenmesi, hastaligin progresyonunun takip edilmesi ve prognoz
degerlendirmesi i¢in de kritik veriler saglar. Bu teknoloji,
hematolojik malignitelerin multidisipliner yonetiminde vazge¢ilmez
bir aractir (Chianese et al., 2002; Holl et al., 2025).

Minimal Rezidiiel Hastalik (MRD) Degerlendirmesi

Minimal rezidiiel hastalik (MRD), tedavi sonrasi hastalik
hiicrelerinin mikroskobik diizeyde, standart morfolojik yontemlerle
saptanamayacak sekilde kalmast durumunu ifade eder ve
hematolojik malignitelerde relaps riskinin Ongdriilmesi, tedavi
yanitinin degerlendirilmesi ve ek tedavi stratejilerinin planlanmasi
acisindan kritik 6neme sahiptir (Health Quality, 2016; Kruse et al.,

--22--



2020). MRD’nin belirlenmesi, 6zellikle akut lenfoblastik 16semi
(ALL) ve akut miyeloid losemi (AML) gibi hizli ilerleyen

hastaliklarda klinik karar siireglerini dogrudan etkiler (Kruse et al.,
2020).

Flow sitometri, MRD tespitinde yiiksek duyarlilik, cok parametreli
analiz ve hizli veri elde etme kapasitesi sayesinde one cikar. Bu
yontemde, malign hiicreler normal hematopoietik hiicrelerden ayirt
edilebilecek  spesifik antijen kombinasyonlar1  kullanilarak
tanimlanir. ALL’de CD19, CD10 ve CD34 markerleri ile B hiicre
blastlar1 segilirken, T hiicreli ALL’de CD3, CD7 ve CD2
kombinasyonlari ile T hiicre blastlar1 belirlenir. AML’de ise CD34,
CD117 ve myeloid belirteclerin (CD13, CD33, MPO)
kombinasyonu  kullanilarak  blast  hiicreler ayrilir. Bu
immiinfenotipik yaklasim, diisiik diizeydeki hastalik hiicrelerinin
giivenilir sekilde saptanmasini saglar (Brown & Wittwer, 2000;
Chatterjee et al., 2016).

Gilinimiizde kullanilan ¢ok renkli flow sitometri panelleri, ayni
ornek lizerinde onlarca belirteci es zamanli olarak analiz ederek
%0.01 seviyesinde MRD tespitine olanak tanimaktadir. Bu sayede
tedavi sonrast remisyon durumunda bile diisiik diizeyde kalan
hastalik hiicreleri dogru sekilde belirlenebilir. MRD analizi, yalnizca
hastaligin mevcut durumunu ortaya koymakla kalmaz, ayni1 zamanda
relaps olasiligi, tedavi basarisi ve ek tedavi gereksinimi hakkinda da
ongoriiler sunar. MRD pozitifligi, yogunlastirilmis kemoterapi,
hedefe yonelik tedavi veya hematopoetik kok  hiicre
transplantasyonu gibi ek miidahalelerin planlanmasina rehberlik
ederken, MRD negatifligi tedavi etkinliginin yiiksek oldugunu
gosterir ve gereksiz yogun tedavilerden kacinilmasini saglar (Brown
& Wittwer, 2000; Chatterjee et al., 2016).

Flow sitometri ile yapilan MRD degerlendirmesi, klinik
laboratuvarlarda hizli, giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar sunarak
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hematolojik malignitelerde tedaviye yanitin izlenmesi, hastaligin
seyrinin belirlenmesi ve klinik kararlarin optimize edilmesi
acisindan altin standart bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Bu
teknoloji, hem tanisal hem de prognostik olarak modern hematoloji
pratiginde vazgec¢ilmez bir aragtir (Brown & Wittwer, 2000;
Chatterjee et al., 2016).

Kemik 1ligi ve Periferik Kan Analizleri

Flow sitometri, hematolojik malignitelerin tanis1 ve takibinde
periferik kanin yani sira kemik iligi 6rneklerinde de kritik bir rol
oynamaktadir. Kemik iligi aspiratlari, hematopoietik kok ve
progenitdr hiicrelerin detayli degerlendirilmesi, anormal veya
malign hiicre popiilasyonlarinin  belirlenmesi ve hastaligin
evrelendirilmesi amaciyla analiz edilir. Bu analizler sayesinde blast
hiicrelerin immiinfenotipik profilleri, kok hiicre dagilimi1 ve normal
hematopoietik hiyerarsi hakkinda ayrintili bilgi elde edilir (Ortolani,
2021).

Periferik kan oOrneklerinde ise flow sitometri, anormal hiicre
poplilasyonlarinin tespiti, hastaligin progresyonunun izlenmesi ve
tedaviye yanitin degerlendirilmesi i¢in kullanilir. Hiicre sayist ve
ornek kalitesi, dogru analiz ve giivenilir sonuglar i¢in kritik 6neme
sahiptir. Ayrica hematopoietik kok hiicre sayimi ve mobilizasyon
takibi, ozellikle allojenik veya otolog kok hiicre transplantasyonlari
oncesinde, hastanin transplantasyona uygunlugunu belirlemek i¢in
vazgegilmezdir. Ornegin, CD34+ hiicrelerin sayimi, kok hiicre
mobilizasyonunun etkinligini ve transplantasyon ig¢in yeterliligini
degerlendirmede standart bir parametre olarak kullanilir (Dar &
Seegmiller, 2026; Jelic et al., 2023).

Flow sitometri aynm1 zamanda MRD takibi ve immiinfenotipik
degerlendirmelerle entegre edilerek, hem kemik iligi hem de
periferik kan drneklerinde hastaligin dinamiklerini anlamaya olanak

saglar. Bu yontem, yiiksek duyarlilik, hizli analiz kapasitesi ve ¢ok
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parametreli veri toplama yetenegi sayesinde klinik laboratuvarlarda
hematolojik malignitelerin tanisinda ve tedavi izleminde altin
standart bir teknoloji haline gelmistir (Alvarez Flores et al., 2024;
Riva et al., 2021).

Flow sitometri, hematolojik malignitelerin tanisi, losemi ve
lenfomalarin  immiinfenotiplemesi, minimal rezidiiel hastalik
degerlendirmesi ve kok hiicre transplantasyon siireglerindeki
analizler dahil olmak tizere hematoloji ve onkoloji laboratuvarlarinin
temel araglarindan biri olarak modern klinik pratige entegre
edilmistir. Bu ¢ok yonliiligi ve gilivenilirligi, flow sitometrinin
klinik karar siireclerindeki onemini ve modern laboratuvarlardaki
vazgecilmez roliinli pekistirmektedir (Liu et al., 2026; McKinnon,
2018).

Immiinoloji Alaninda Flow Sitometri Kullanimi

Flow sitometri, immiinoloji alaninda hiicresel diizeyde detayli ve
yikksek dogrulukta analiz yapabilen en giiglii laboratuvar
tekniklerinden biridir. Hem temel immiin sistem arastirmalarinda
hem de klinik tam1 ve izlemde kullanimi giderek artmaktadir. Bu
yontem, lenfosit alt grup profillemesi, primer ve sekonder immiin
yetmezliklerin  degerlendirilmesi ve otoimmiin hastaliklarin
izlenmesi gibi kritik uygulamalarda vazgecilmez bir aractir
(Cossarizza et al., 2021).

Lenfosit alt grup analizi, T hiicreleri (CD3+, CD4+, CD8+), B
hiicreleri (CD19+, CD20+) ve dogal oldiirtici (NK) hiicreler
(CD16+, CDS56+) dahil olmak {izere immiin sistemin ana
bilesenlerinin sayim ve oranlarinin kantitatif olarak belirlenmesini
saglar. Bu analiz, immiin sistemin normal isleyisini degerlendirmek,
immiin yetmezlikleri tanimak ve lenfoproliferatif bozukluklar1 ayirt
etmek i¢in kullanilir (Cossarizza et al., 2021). Flow sitometri ile elde
edilen bu veriler, klinik kararlar1 destekler ve hastaligin seyri

hakkinda giivenilir bilgiler sunar.
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Primer ve sekonder immiin yetmezliklerin degerlendirilmesinde
flow sitometri, yalnizca temel lenfosit alt gruplarinin belirlenmesi ile
sinirlt degildir; ayn1 zamanda B hiicre alt popiilasyonlari, T regiilator
hiicreleri (Treg) ve cesitli fonksiyonel aktivasyon belirteclerinin
analizine de olanak tanir. Bu yaklasim, immiin sistemdeki niceliksel
ve niteliksel bozukluklarin ayrintili bigcimde ortaya konmasini saglar.
Ozellikle primer immiin yetmezliklerde multiparametre flow
sitometrik analizler, T hiicre, B hiicre ve dogal dldiirticti (NK) hiicre
popiilasyonlarinin ~ fenotipik  ve  fonksiyonel 6zelliklerinin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Cabral-
Marques et al., 2019; Ge et al., 2022).

Otoimmiin hastaliklarin  degerlendirilmesinde flow sitometri,
hiicresel aktivasyon markerlar1 ve subset degisikliklerini inceleyerek
hem hastalik patogenezinin anlasilmasina hem de tedavi yanitinin
izlenmesine katki saglar. Sistemik lupus eritematozus, romatoid
artrit ve multipl skleroz gibi durumlarda T hiicre aktivasyon
markerlar1 (CD69, HLA-DR), B hiicre aktivitesi ve T regiilator hiicre
diizeyleri analiz edilebilir (Abraham & Aubert, 2016; Ge et al.,
2022). Bu sayede hem arastirma hem de klinik uygulamalarda
immiin sistemin dinamikleri daha detayli sekilde ortaya konabilir.

Sonu¢ olarak, flow sitometri ¢ok parametreli analiz kapasitesi,
yliksek duyarlilik ve kantitatif veri saglama yetenegi ile immiinoloji
laboratuvarlarinin temel aracglarindan biri haline gelmistir. Lenfosit
alt grup analizi, immiin yetmezliklerin degerlendirilmesi ve
otoimmiin hastaliklarin izlenmesi gibi uygulamalarda sagladigi
giivenilir ve hizli sonuglar, klinik karar siireclerinde ve immiinoloji
arastirmalarinda kritik bir rol oynar (Abraham & Aubert, 2016; Ge
et al., 2022).

Otoimmiin hastaliklarin  degerlendirilmesinde flow sitometri,
hiicresel aktivasyon belirtecleri ve immiin hiicre alt gruplarindaki
degisiklikleri inceleyerek hem hastalik patogenezinin anlagilmasina
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hem de tedavi yanitinin izlenmesine O©nemli katki saglar.
Multiparametre flow sitometrik analizler sayesinde T ve B lenfosit
alt popiilasyonlari, aktivasyon markerlart ve diizenleyici immiin
hiicreler ayrintili sekilde degerlendirilebilir. Bu yaklagim, otoimmiin
hastaliklarda immiin sistemin fonksiyonel durumunun ortaya
konmasina olanak tanir (Orru et al., 2021).

Ozellikle sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit ve multipl
skleroz gibi hastaliklarda T hiicre aktivasyonunun degerlendirilmesi
onemli bir arastirma ve klinik takip aracidir. Flow sitometri ile CD69
ve HLA-DR gibi erken ve gec¢ aktivasyon belirtecleri incelenerek T
hiicre aktivasyonu analiz edilebilir. Bunun yani sira B hiicre
aktivitesi, plazmablast diizeyleri ve T regiilator hiicre (Treg)
popiilasyonlar1 da degerlendirilebilir. Bu immiinfenotipik analizler,
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynayan immiin
reglilasyon bozukluklarini ortaya koymada degerli bilgiler saglar
(Orru et al., 2021).

Ayrica flow sitometri ile elde edilen hiicresel immiin profil verileri,
tedaviye verilen immiinolojik yanitin izlenmesine de katkida
bulunur. Ornegin immiinsupresif veya biyolojik ajan tedavileri
sonrast T hiicre aktivasyon markerlarinin azalmasi, B hiicre
aktivitesindeki degisiklikler veya Treg hiicre diizeylerindeki artis
gibi  parametreler tedavi etkinliginin  degerlendirilmesinde
kullanilabilir. Bu nedenle flow sitometri, hem arastirma ortaminda
hem de klinik uygulamalarda otoimmiin hastaliklarda immiin sistem
dinamiklerinin ayrintili sekilde incelenmesini saglayan dnemli bir
laboratuvar yontemidir (Gao et al., 2023; Vitales-Noyola et al.,
2017).

Lenfosit Alt Grup Analizi

Lenfosit alt grup analizi, bagisiklik sisteminin hiicresel
bilesenlerinin ayrintili olarak degerlendirilmesini saglayan dnemli

bir laboratuvar uygulamasidir. Flow sitometri yontemi sayesinde
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lenfosit popiilasyonlar1 ylizeylerinde bulunan spesifik antijenler
araciligtyla tanimlanabilir ve kantitatif olarak 6l¢iilebilir. Bu analiz,
immiin  sistemin  fonksiyonel —durumunu ortaya koyarak
enfeksiyonlar, immiin yetmezlikler, otoimmiin hastaliklar ve bazi
hematolojik malignitelerin degerlendirilmesinde Onemli bilgiler
saglar. Cok parametreli analiz kapasitesi sayesinde ayni anda birden
fazla hiicresel belirteg degerlendirilebilir ve bdylece bagisiklik
sisteminin  farkli bilesenleri detayli bicimde incelenebilir
(Herzenberg et al., 2006; Maecker et al., 2012).

Flow sitometri ile yapilan lenfosit alt grup analizinde temel olarak
iic ana lenfosit popiilasyonu degerlendirilir: T lenfositleri, B
lenfositleri ve dogal oldiiriici (NK) hiicreler. Bu hiicreler
yiizeylerinde bulunan o6zgiill CD (cluster of differentiation)
markerlar1 araciligryla ayirt edilir. Analiz genellikle periferik kan
ornekleri kullanilarak gergeklestirilir ve hiicreler floresanla
isaretlenmis monoklonal antikorlarla boyanarak cihazda incelenir.
Bu yontem sayesinde binlerce hiicre kisa slirede analiz edilerek
giivenilir ve tekrarlanabilir sonuclar elde edilir (Chattopadhyay &
Roederer, 2012; Herzenberg et al., 2006).

T lenfositleri, hiicresel bagisikligin temel bilesenlerini olusturur ve
CD3 ylizey antijeni ile tanimlanir. Flow sitometri analizinde CD3
pozitif hiicreler genel T hiicre popililasyonunu temsil eder. Bu
hiicreler fonksiyonel 6zelliklerine gore alt gruplara ayrilir. CD4
pozitif T hiicreleri yardimei T hiicreleri olarak adlandirilir ve immiin
yanitin diizenlenmesinde Onemli rol oynarlar. Antijen sunan
hiicrelerden gelen sinyalleri algilayarak diger immiin hiicrelerin
aktivasyonunu saglarlar ve sitokin iiretimi yoluyla bagisiklik yanitimi
yonlendirirler. CD8 pozitif T hiicreleri ise sitotoksik T hiicreleri
olarak bilinir ve oOzellikle viriisle enfekte hiicrelerin ve timor
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda goérev alirlar (Chattopadhyay &
Roederer, 2012; McBride & Striker, 2017).
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CD4 ve CDS8 hiicreleri arasindaki oran, bagisiklik sisteminin
dengesini gosteren Onemli bir klinik parametredir. CD4/CD8
oranindaki degisiklikler ozellikle viral enfeksiyonlarda, kronik
inflamatuvar hastaliklarda ve immiin yetmezlik durumlarinda
gozlemlenebilir. Bu oran, bagisiklik sisteminin fonksiyonel
durumunun degerlendirilmesinde ve bazi hastaliklarin takibinde
onemli bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (McBride & Striker,
2017; Wehr et al., 2008).

B lenfositleri humoral bagisikligin temel hiicreleridir ve antikor
tretiminden sorumludur. Flow sitometri analizinde B hiicreleri
genellikle CD19 ve CD20 yiizey antijenleri araciligiyla tanimlanir.
Bu  hiicreler antijenle karsilastiklarinda plazma hiicrelerine
farklilasarak spesifik antikor iiretirler ve bdylece enfeksiyonlara
karsi koruyucu bagisiklik yanitt olustururlar. Ayrica hafiza B
hiicreleri araciligiyla uzun siireli bagisiklik yanit1 saglanir. B hiicre
poplilasyonunun  degerlendirilmesi  6zellikle primer immiin
yetmezliklerin tanisinda, otoimmiin hastaliklarin incelenmesinde ve
bazi lenfoproliferatif hastaliklarin degerlendirilmesinde Onemli
bilgiler saglar (Herzenberg et al., 2006; Wehr et al., 2008).

Dogal oldiirticti hiicreler (NK hiicreleri), dogustan gelen bagisiklik
sisteminin 6nemli bir pargasini olusturur. Bu hiicreler viriisle enfekte
olmus hiicreleri ve bazi tiimor hiicrelerini 6nceden duyarlanma
gerektirmeden taniyip ortadan kaldirma kapasitesine sahiptir. Flow
sitometri analizinde NK hiicreleri genellikle CD16 ve CD56 ylizey
markerlar1 ile tanimlanir ve CD3 negatif 6zellik gosterirler. NK
hiicrelerinin sayisal ve fonksiyonel degerlendirilmesi 6zellikle viral
enfeksiyonlarin kontrolli, tiimdér immiinolojisi ve bazi immiin
yetmezlik sendromlarinin arastirilmast agisindan  Onem tasir
(Chattopadhyay & Roederer, 2012).

Lenfosit alt grup analizi klinik uygulamalarda olduk¢a genis bir
kullanim alanina sahiptir. Bagisiklik sisteminin genel durumunun
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degerlendirilmesinde, kronik enfeksiyonlarin izlenmesinde, immiin
yetmezlik sendromlarinin tanisinda ve bazi hematolojik hastaliklarin
takibinde rutin olarak kullanilir. Ayrica organ nakli yapilan
hastalarda immiin baskilayici tedavinin etkilerinin izlenmesinde ve
hastalarin enfeksiyon riskinin degerlendirilmesinde de onemli bir
parametre olarak degerlendirilir (Maecker et al., 2012; Vivier et al.,
2011).

Bu analizde dogru sonuglar elde edilebilmesi i¢in 6rnek hazirlama
stireci biliylik 6nem tasir. Kan orneklerinin uygun antikoagiilan
iceren tiiplerde alinmasi, hiicrelerin canliligmmin korunmasi ve
antikor boyama islemlerinin standart protokollere uygun sekilde
yapilmasi gerekir. Flow sitometrik analiz sirasinda hiicrelerin 151k
sacilim oOzellikleri ve floresan sinyalleri degerlendirilerek farkli
hiicre popiilasyonlar1 ayirt edilir ve sonuglar sayisal olarak raporlanir
(Chattopadhyay & Roederer, 2012; Herzenberg et al., 2006).

Lenfosit alt grup analizi, bagisiklik sisteminin hiicresel bilesenlerini
ayrintili  sekilde degerlendirmeye olanak saglayan temel bir
immiinolojik testtir. Flow sitometri teknolojisinin yliksek hassasiyet
ve ¢ok parametreli analiz kapasitesi sayesinde lenfosit
popiilasyonlart gilivenilir bi¢gimde tanimlanabilir ve bagisiklik
sisteminin fonksiyonel durumu hakkinda kapsamli bilgiler elde
edilebilir. Bu 6zellikleri nedeniyle lenfosit alt grup analizi, modern
immiinoloji laboratuvarlarinin vazge¢ilmez tanisal araclarindan biri
olarak kabul edilmektedir (Herzenberg et al., 2006; Maecker et al.,
2012; Vivier et al., 2011).

Primer ve Sekonder Immiin Yetmezliklerin Degerlendirilmesi

Flow sitometri, immiin sistem hiicrelerinin sayisal ve fonksiyonel
ozelliklerini ayrintili sekilde analiz edebilme kapasitesi sayesinde
hem primer hem de sekonder immiin yetmezliklerin tam1 ve
izleminde onemli bir laboratuvar yontemi olarak kullanilmaktadir.

Immiin yetmezlik durumlarinda bagisiklik sisteminin farkls hiicresel
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bilesenlerinde ortaya ¢ikan niceliksel veya fonksiyonel degisiklikler,
flow sitometri ile hizl1 ve giivenilir bicimde saptanabilir. Bu yontem,
ozellikle lenfosit alt gruplarmin degerlendirilmesi, hiicre yiizey
belirteclerinin analizi ve aktivasyon markerlarinin incelenmesi
yoluyla immiin sistemin genel fonksiyonel durumunun ortaya

konmasina yardimci olur (Cossarizza et al., 2021; Kanegane et al.,
2018).

Primer immiin yetmezlikler, genetik veya konjenital kokenli
bagisiklik sistemi bozukluklaridir ve genellikle ¢ocukluk ¢aginda
tekrarlayan enfeksiyonlarla kendini gosterir. Bu hastaliklarda belirli
lenfosit alt gruplarinda sayisal eksiklikler veya fonksiyonel
bozukluklar goriilebilir. Flow sitometri analizi sayesinde T hiicreleri,
B hiicreleri ve NK hiicreleri gibi temel lenfosit popiilasyonlarinin
dagilimi ve sayilar1 ayrintili olarak belirlenebilir. Ornegin, X e bagh
agammaglobulinemi olgularinda periferik kanda B hiicrelerinin
belirgin sekilde azaldigi veya tamamen yok oldugu gozlenebilir.
Benzer sekilde siddetli kombine immiin yetmezlik (SCID) gibi
hastaliklarda T hiicre poplilasyonlarinda ciddi azalma veya
fonksiyonel yetersizlik saptanabilir. Bu tiir immiinfenotipik
degisiklikler flow sitometri ile erken donemde belirlenerek
hastaligin tanisina 6nemli katki saglar (Kanegane et al., 2018; Picard
et al., 2015).

Flow sitometri ayn1 zamanda primer immiin yetmezliklerde B hiicre
alt popiilasyonlarinin degerlendirilmesine de olanak tanir. Naif B
hiicreleri, hafiza B hiicreleri ve plazma hiicreleri gibi farkli alt
gruplarin analiz edilmesi, bagisiklik sisteminin gelisimsel ve
fonksiyonel durumunun anlagilmasia yardimci olur. Bu analizler
ozellikle ortak degisken immiin yetmezlik (CVID) gibi hastaliklarin
siiflandirilmasinda ve hastaligin klinik seyri hakkinda 6ngdriide
bulunulmasinda 6nemli rol oynar (Chapel et al., 2008).
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Sekonder immiin yetmezlikler ise genetik olmayan, sonradan gelisen
bagisiklik sistemi bozukluklaridir. Bu durumlar genellikle
kemoterapi, immiinosupresif tedavi, kronik enfeksiyonlar veya
sistemik hastaliklar sonucunda ortaya ¢ikar. Flow sitometri, bu
hastalarda  immiin  sistem  hiicrelerindeki  degisiklikleri
degerlendirmek ve bagisiklik fonksiyonlarinin izlenmesini saglamak
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle kemoterapi veya
biyolojik ajan tedavisi alan hastalarda T ve B hiicre
popiilasyonlarinin azalmasi veya fonksiyonel degisiklikleri bu
yontemle izlenebilir (Cossarizza et al., 2021).

HIV enfeksiyonu, sekonder immiin yetmezligin en iyi bilinen
orneklerinden biridir. Bu hastalikta CD4 pozitif T hiicrelerinin
sayisinda progresif bir azalma meydana gelir. Flow sitometri ile CD4
ve CD8 T hiicrelerinin kantitatif analizi yapilabilir ve CD4/CD8
orani belirlenerek hastaligin ilerleme durumu ve tedaviye yanit
degerlendirilir. Antiretroviral tedavi alan hastalarda CD4 hiicre
sayisindaki artig, immiin sistemin yeniden yapilanmasinin 6nemli bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Cossarizza et al., 2021;
Kestens & Mandy, 2017).

Bunun yani sira kronik bobrek yetmezligi, malign hastaliklar, uzun
streli kortikosteroid kullanimi ve organ transplantasyonu sonrasi
uygulanan immiinosupresif tedaviler de sekonder immiin yetmezlige
yol acabilir. Bu durumlarda flow sitometri ile lenfosit
popiilasyonlarinin sayisal degisimleri, hiicre aktivasyon markerlar
ve bazi fonksiyonel belirtecler analiz edilerek bagisiklik sisteminin
durumu degerlendirilebilir. Bu bilgiler enfeksiyon riskinin
belirlenmesi ve tedavi stratejilerinin planlanmasi agisindan klinik
acidan bliyiik 6nem tasir (Cossarizza et al., 2021; Kanegane et al.,
2018).

Sonug olarak flow sitometri, hem primer hem de sekonder immiin
yetmezliklerin tan1 ve izleminde kritik bir rol oynayan ileri bir
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laboratuvar yontemidir. Lenfosit popiilasyonlarinin sayisal dagilima,
aktivasyon durumlar1 ve fonksiyonel 6zellikleri hakkinda sagladigi
ayrintili bilgiler sayesinde immiin sistem bozukluklarmin daha
dogru sekilde siniflandirilmasina ve hastalarin klinik ydnetiminin
optimize edilmesine katki saglar. Bu ozellikleri nedeniyle flow
sitometri, modern klinik immiinoloji laboratuvarlarinin temel tanisal
araclarindan biri olarak kabul edilmektedir (Cossarizza et al., 2021;
Kanegane et al., 2018).

Otoimmiin Hastaliklarda Hiicresel Analiz

Otoimmiin hastaliklarda bagisiklik sistemi, viicudun kendi
dokularina karsi anormal bir yanit gelistirir ve bu durum kronik
inflamasyon ile doku hasarina yol agar. Flow sitometri, bu
hastaliklarda immiin hiicre alt gruplarinin sayisal dagilimini,
aktivasyon durumunu ve fonksiyonel 6zelliklerini ayrintili bigimde
degerlendirme imkani saglar. Cok parametreli analiz kapasitesi
sayesinde T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal dldiiriicti (NK) hiicrelerin
hem kantitatif hem de fonksiyonel 6zellikleri giivenilir bir sekilde
incelenebilir (Grammer et al., 2004; Kanegane et al., 2018).

T hiicre aktivasyonu, otoimmiin hastaliklarin patogenezinin
anlasilmasinda kritik bir parametredir. Flow sitometri ile CD25 (IL-
2 reseptorii a zinciri), HLA-DR ve CD69 gibi aktivasyon markerlari
kullanilarak T hiicrelerinin uyarilmis durumu tespit edilebilir. Bu
markerlarin ekspresyon diizeyi, hastalik aktivitesi ve inflamatuvar
yamtim siddeti hakkinda &nemli bilgiler verir. Ornegin sistemik
lupus eritematozus (SLE) veya romatoid artrit (RA) olgularinda
uyarilmis T hiicrelerinin artis, aktif inflamasyonun gostergesi olarak
yorumlanabilir (Kanegane et al., 2018; Sumida et al., 2024).

B  hiicreleri, otoantikor {iretiminden sorumlu hiicreler olarak
otoimmiin patolojide kritik rol oynar. Flow sitometri sayesinde naif
B hiicreler, memory B hiicreler ve plazma hiicreleri gibi alt

popiilasyonlar ayrintili sekilde incelenebilir. Memory B hiicrelerin
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artis1 veya spesifik alt gruplardaki degisiklikler, hem hastaligin
seyrine iligkin  bilgi verir hem de tedaviye yanitin
degerlendirilmesinde yardimei olur. Bu yaklasim, SLE, multipl
skleroz (MS) ve bazi otoimmiin hepatit olgularinda B hiicre
dinamiklerinin izlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Grammer et al., 2004; McWilliam et al., 2018).

NK hiicreleri, dogal bagisikligin 6nemli bir pargast olup otoimmiin
hastaliklarda say1 ve fonksiyonel degisiklik gosterebilir. Flow
sitometri, CD16 ve CD56 markerlar1 araciligiyla NK hiicre
poptilasyonlarint  degerlendirir ve aktivasyon durumu veya
sitotoksik kapasite hakkinda bilgi saglar. Ornegin MS ve SLE
hastalarinda NK hiicre fonksiyonunda gozlenen degisiklikler,
hastalik aktivitesi ve tedavi yaniti ile korelasyon gosterebilir
(McWilliam et al., 2018; Sumida et al., 2024).

Bu analizler, otoimmiin hastaliklarda hem tanisal hem de tedavi
yanitinin izlenmesinde yol gosterici bilgiler saglar. Flow sitometri,
T ve B hiicre alt gruplarimin dagilimini, aktivasyon durumunu ve NK
hiicre fonksiyonunu ayni anda degerlendirebilme kapasitesi
sayesinde klinik immiinoloji laboratuvarlarinda vazgegilmez bir
aractir. Elde edilen veriler, hastalik evresinin belirlenmesi, tedavi
etkinliginin izlenmesi ve potansiyel relaps riskinin degerlendirilmesi
acisindan dogrudan klinik karar siireglerine katkida bulunur
(Grammer et al., 2004; Sumida et al., 2024)

Transplantasyon ve Hematopoetik Kok Hiicre Analizleri

Flow sitometri, hematopoetik kok hiicre transplantasyonu (HKHT)
stire¢lerinde hem tanisal hem de izlem amach vazgegilmez bir
laboratuvar yontemidir. Hematopoetik kok hiicrelerin (HSC) sayisal
ve fonksiyonel olarak degerlendirilmesi, transplantasyon oncesi
hazirlik, kok hiicre mobilizasyonunun takibi ve transplant sonrasi
immiin sistemin yeniden yapilandirilmasinin izlenmesi agisindan

kritik dneme sahiptir. Bu yontem, 6zellikle klinik laboratuvarlarda
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hizli, giivenilir ve ¢ok parametreli veri elde edilmesini saglayarak
transplantasyon siirecinin etkin yonetimine katkida bulunur (Nery et
al., 2013; Voltarelli, 2000).

Transplantasyon oncesi donemde HSC sayimmi ve Kkalitesinin
belirlenmesi, greft hazirliginda kritik bir adimdir. Flow sitometri ile
CD34" hiicreler kantitatif olarak belirlenebilir ve bu hiicrelerin
yasam yetenegi, maturasyon diizeyi ve alt gruplari incelenebilir [3].
Bu analiz, periferik kan ve kemik iligi 6rneklerinde uygulanabilir ve
optimal greft hacmi ve kalite degerlendirmesi i¢in temel veri saglar.
Mobilizasyon protokollerinde, graniilosit koloni uyarici faktor (G-
CSF) veya diger mobilizasyon ajanlari ile periferik kanda CD34*
hiicre sayisinin izlenmesi, toplama zamanlamasinin ve verimliligin
belirlenmesinde 6nemli rol oynar (Talekar & Olson, 2017).

Transplant sonrast donemde immiin re-konstriiksiyonun izlenmesi,
enfeksiyon riskinin degerlendirilmesi ve hastalik relapsinin erken
tespit edilmesi agisindan hayati 6nem tasir. Flow sitometri ile T, B
ve NK hiicre alt gruplarinin sayisal ve fonksiyonel analizi yapilabilir.
CD4/CD8 T hiicre oranlar1, memory B hiicreler, naif ve uyarilmig T
hiicreler gibi parametreler, transplant sonrasi immiin sistemin
toparlanma siirecini gosteren kritik biyobelirteglerdir (Nery et al.,
2013). Ayrica allojenik transplantasyon sonrasi graft-versus-host
hastaligt (GVHD) riskini degerlendirmede ve tedavi yanitini
izlemekte de flow sitometrinin rolii biiyiiktiir (Nery et al., 2013).

Flow sitometri ayrica kok hiicre alt popiilasyonlarmin fonksiyonel
durumunu degerlendirmede de kullanilabilir. Multipotent progenitor
hiicrelerin varligi, farklilasma kapasiteleri ve aktivasyon durumu,
transplant sonras1 hematopoietik reenkarnasyon ve klinik iyilesme
ile iligkilidir. Bu degerlendirme, 6zellikle ytiksek riskli hastalarda ve
yogun immiinosupresyon uygulanan olgularda transplant basarisinin
ongoriilmesi agisindan kritik bir bilgi saglar (Nery et al., 2013;
Voltarelli, 2000).
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Flow sitometri, hematopoetik kok hiicre transplantasyonunda hem
pre-transplant hem de post-transplant siire¢lerde temel bir rol
oynayan giiclii bir analiz yontemidir. Hem kantitatif hem de
fonksiyonel bilgiler sunabilmesi, klinik kararlarin optimize
edilmesine, transplantasyon siirecinin giivenli ve etkin bir sekilde
yliriitilmesine  katkida bulunur ve modern transplantasyon
laboratuvarlarinin vazgegilmez bir araci olarak kabul edilir (Nery et
al., 2013; Talekar & Olson, 2017; Voltarelli, 2000).

6.1. CD34+ Hiicre Sayim

CD34* hiicreler, hematopoetik kdk ve progenitdr hiicrelerin en
onemli ylizey markeridir ve transplantasyon oncesi CD34* hiicre
sayimi, greft kalitesinin belirlenmesi ve transplantasyon basarisinin
ongoriilmesi agisindan standart bir parametredir (Voltarelli, 2000).

Flow sitometri ile CD34* hiicrelerin sayimi hem kemik iligi hem de
periferik kan oOrneklerinde gerceklestirilebilir (Talekar & Olson,
2017; Voltarelli, 2000). Ozellikle periferik kan kok hiicre toplama
prosediirlerinde, yeterli CD34" hiicre sayisinin elde edildigi
dogrulanmadan aferez islemi baslatiimaz. CD34* hiicre sayisi,
genellikle mililitre bagina hiicre sayis1 (cells/uL) veya toplam aferez
hacmindeki CD34* hiicre sayis1 olarak raporlanir (Talekar & Olson,
2017; Voltarelli, 2000).

CD34*  hiicrelerin dogru ve giivenilir sekilde sayilmasi,
mobilizasyon  protokollerinin  etkinligini  degerlendirmek,
transplantasyon zamanlamasini optimize etmek ve olast greft
yetersizligi riskini Onceden tespit etmek agisindan kritik bir
laboratuvar parametresidir (Voltarelli, 2000). Flow sitometri, yliksek
hassasiyet ve c¢ok parametreli analiz imkani sayesinde, CD34*
hiicrelerin  sayisal ve fonksiyonel Ozelliklerini ayni1 anda
degerlendirme avantaji sunar (Talekar & Olson, 2017).

Kok Hiicre Mobilizasyonu ve Greft Degerlendirmesi
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Hematopoetik kok hiicre mobilizasyonu, genellikle graniilosit koloni
uyarict faktorler (G-CSF) veya kemoterapi kombinasyonlar: ile
periferik kana kok hiicrelerin yonlendirilmesini igerir (Voltarelli,
2000). Mobilizasyon protokolleri, hastanin klinik durumu, temel
hastalig1 ve 6nceki tedavi oykiisline gore planlanir. Flow sitometri,
mobilizasyon etkinliginin izlenmesi, CD34* hiicrelerin optimal
seviyeye ulasip ulasmadiginin belirlenmesi ve aferez islemi igin
uygun zamanin tespit edilmesi amaciyla kritik bir laboratuvar araci
olarak kullanilir (Pei & Huang, 2024; Voltarelli, 2000).

Mobilizasyon takibinde sadece CD34* hiicre sayis1 degil, ayni
zamanda T, B ve NK hiicre alt gruplar1 da analiz edilerek greftin
immiin profili hakkinda bilgi elde edilir [3]. Bu degerlendirme,
transplant sonrast olast immiin komplikasyonlarin 6nceden
ongoriilmesine ve greft-versus-host hastaligt (GVHD) riskinin
tahmin edilmesine olanak tanir. Ayrica hiicrelerin viabilitesi,
proliferatif kapasitesi ve alt popiilasyon dagilimi, greftin kalitesini
belirleyen 6nemli parametreler arasinda yer alir (Voltarelli, 2000).

Flow sitometri, ¢ok parametreli analiz yetenegi sayesinde hem
kantitatif hem de fonksiyonel bilgiler saglar. Ornegin, mobilize
edilen CD34" hiicrelerin maturasyon durumu ve progenitor alt
gruplar1 incelenerek greftin hem hematopoietik reenkarnasyon hem
de immiin reconstitiisyon kapasitesi hakkinda 6n bilgi elde edilir (Pei
& Huang, 2024; Voltarelli, 2000). Bu veriler, transplantasyon ekibi
icin aferez isleminin zamanlamasini ve toplama hedeflerini optimize
etmede dogrudan rehberlik eder.

Flow sitometri sadece CD34" hiicre sayimin1 degil, ayn1 zamanda
greftin immiin ve fonksiyonel ozelliklerini de degerlendiren ¢ok
yoOnlii bir yontemdir. Mobilizasyon ve greft kalite degerlendirmesi,
modern hematopoietik kok hiicre transplantasyon laboratuvarlarinin
standart protokollerinde merkezi bir role sahiptir ve klinik kararlarin
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dogrulugunu 6nemli 6l¢iide artirir (Pei & Huang, 2024; Voltarelli,
2000).

Transplant Sonrasi immiin Re-Konstriiksiyon Takibi

Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu sonrasi immiin sistemin
yeniden yapilandirilmasi, transplantasyonun basarisi, enfeksiyon
riski ve hastalik relapsinin 6ngoriilmesi agisindan kritik bir stirectir
(Voltarelli, 2000). Flow sitometri, bu siliregte immiin re-
konstrilksiyonun hem kantitatif hem de fonksiyonel olarak
izlenmesinde en gilivenilir ve hizli yontemlerden biridir (Voltarelli,

2000).

T hiicre re-konstriiksiyonu, transplant sonrasi immiin sistemin
toparlanmasinin temel gostergelerindendir. CD3* total T hiicre
sayisi, CD4* yardimci1 T hiicreleri, CD8* sitotoksik T hiicreleri ve
CD4/CD8 orami diizenli olarak takip edilir (Voltarelli, 2000). Bu
parametreler, bagisiklik yanitinin etkinligini ve olas1 enfeksiyon
risklerini degerlendirmek agisindan hayati 6neme sahiptir. Ayrica T
hiicre alt gruplarmmin maturasyon durumu ve memory T hiicre
oranlari, immiin sistemin fonksiyonel kapasitesine dair ayrintil1 bilgi
saglar (Voltarelli, 2000).

B hiicre ve NK hiicre takibi, transplant sonras1 adaptif ve dogal
bagisiklik yanitinin yeniden kazanilmasimi degerlendirmede kritik
bir rol oynar. CD19" B hiicreleri, antikor yanitinin yeniden
olusumunu gosterirken, CD16*/CD56* NK hiicreleri, hiicresel
bagisiklik ve enfeksiyon kontrol kapasitesini yansitir (Voltarelli,
2000). Bu hiicre popiilasyonlarinin sayisal ve fonksiyonel analizi,
immiin replasman tedavilerinin planlanmasi ve olast immiin
komplikasyonlarin erken tespitinde yol gosterici olur.

Fonksiyonel degerlendirme, aktivasyon markerlar1 (CD25, HLA-
DR) ve proliferasyon testleri ile desteklenir. Bu sayede immiin yanit
kapasitesi, T ve B hiicre aktivasyonu, cytokine yanit potansiyeli ve
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NK hiicre fonksiyonu ayni anda incelenebilir (Voltarelli, 2000).
Flow sitometri ile elde edilen bu ¢ok parametreli veriler, minimal
rezidiiel hastalik (MRD) takibi ile entegre edilerek, transplant
sonrasi relaps riskinin belirlenmesine katki saglar (Voltarelli, 2000).

Flow sitometri transplant sonrasi immiin re-konstriiksiyonun
izlenmesinde altin standart bir yontemdir. Hem kantitatif hem de
fonksiyonel bilgiler sunmasi, immiin yetmezliklerin erken tespiti,
uygun tedavi stratejilerinin planlanmasi ve transplant sonrasi hasta
yoOnetiminin optimize edilmesi acisindan kritik bir laboratuvar
aracidir (Voltarelli, 2000).

Onkoloji ve Tiimor Biyolojisinde Flow Sitometri

Flow sitometri, tiimor biyolojisinin anlagilmasinda ve malign hiicre
poptilasyonlarinin  karakterizasyonunda oOnemli bir laboratuvar
yontemidir. Hiicresel diizeyde ¢ok parametreli analiz yapilabilmesi,
hiicrelerin morfolojik ve fonksiyonel o6zelliklerinin ayni anda
degerlendirilmesine olanak tanir. Bu 0&zellikleri sayesinde flow
sitometri, kanser hiicrelerinin heterojenitesinin ortaya konulmasi,
timor hiicre alt popiilasyonlarinin  tanimlanmasi1 ve timor
progresyonunun molekiiler diizeyde incelenmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Bonilla et al., 2020; Wulff et al., 2006).

Kanser hiicrelerinin en o6nemli 06zelliklerinden biri kontrolsiiz
proliferasyon kapasitesidir. Flow sitometri, hiicre dongiisiiniin farkl
fazlarinda bulunan hiicrelerin DNA igeriklerinin 6l¢iilmesi yoluyla
proliferasyon dinamiklerini degerlendirebilir. DNA baglayict
floresan boyalar kullanilarak yapilan analizlerde GO/G1, S ve G2/M
fazlarindaki hiicre popiilasyonlar1 belirlenebilir. Bu sayede tiimor
hiicrelerinin proliferatif aktivitesi ve hiicre dongiisii dagilimi
hakkinda ayrintili bilgi elde edilir (Brown & Wittwer, 2000; Wulff
et al., 2006). Hiicre dongiisli analizi, 6zellikle kemoterapi veya
hedefe yonelik tedavilerin hiicre proliferasyonu iizerindeki

etkilerinin degerlendirilmesinde 6nemli bir aragtirma aracidir.
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Flow sitometri ayrica tiimor hiicrelerinde meydana gelen apoptozis
mekanizmalarinin analizinde de yaygin olarak kullaniimaktadir.
Apoptozis, hiicrelerin programlanmis 6lim siirecidir ve kanser
gelisiminde bu mekanizmanin bozulmasi 6nemli bir rol oynar.
Annexin V ve propidyum iyodiir gibi boyalar kullanilarak yapilan
analizler, erken ve ge¢ apoptozis evrelerinin ayrintili sekilde
belirlenmesine olanak saglar. Bu yontem sayesinde antikanser
ilaglarin hiicre o6liimiinii indiikleme kapasitesi ve tedaviye verilen
biyolojik yanit degerlendirilebilir (Brown & Wittwer, 2000; Rieger,
2022).

Bunun yani sira flow sitometri, tiimor hiicrelerinin immiinfenotipik
ozelliklerinin belirlenmesinde de onemli bir rol oynar. Yiizey ve
sitoplazmik antijenlerin analiz edilmesi, timor hiicrelerinin
kokeninin belirlenmesine ve farkli timor alt tiplerinin ayirt
edilmesine yardimci olur. Bu analizler 6zellikle hematolojik
malignitelerde tanisal smiflandirmanin yapilmasinda ve tedavi
stratejilerinin belirlenmesinde kritik dneme sahiptir (Bonilla et al.,
2020; Brown & Wittwer, 2000). Ayrica bazi solid tiimorlerde timor
mikrogevresindeki immiin hiicre popiilasyonlarinin
degerlendirilmesi,  tiimoriin ~ immiinolojik  Ozellikleri  ve
immiinoterapiye yanit potansiyeli hakkinda 6nemli bilgiler sunabilir
(Rieger, 2022).

Flow sitometri ayni zamanda tiimor hiicrelerinin ilag direnci
mekanizmalarinin arastirilmasinda da kullanilmaktadir. Coklu ilag
direng proteinleri (6rnegin P-gp) veya hiicresel transport sistemleri
gibi molekiiler belirteclerin analizi, kemoterapiye direng gelisiminin
anlagilmasina katki saglar. Bu tiir analizler, kisisellestirilmis kanser
tedavilerinin  planlanmasinda ve hedefe yonelik tedavi
yaklagimlarmin gelistirilmesinde O6nemli bir arastirma alani
olusturmaktadir (Rieger, 2022; Wulff et al., 2006).
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Sonu¢ olarak flow sitometri, timdr biyolojisinin hiicresel ve
molekiiler diizeyde incelenmesine olanak saglayan giiclii bir analiz
yontemidir. Hiicre dongiisii analizi, apoptozis degerlendirmesi,
immiinfenotipleme ve ila¢ diren¢ mekanizmalariin arastirilmasi
gibi ¢ok sayida uygulama alani sayesinde hem temel kanser
arastirmalarinda hem de klinik onkoloji pratiginde onemli bir yer
tutmaktadir (Bonilla et al., 2020; Brown & Wittwer, 2000; Rieger,
2022; Wulff et al., 20006).

DNA Ploidisi ve Hiicre Dongiisii Analizi

Flow sitometri, hiicrelerin DNA igeriginin kantitatif olarak
Olciilmesine olanak tantyarak DNA ploidisi ve hiicre dongiisii
fazlarinin degerlendirilmesini miimkiin kilan 6nemli bir analiz
yontemidir. DNA ploidisi, bir hiicrenin igerdigi toplam DNA
miktarmin normal diploid hiicrelerle karsilastirilmasi esasina
dayanir. Normal somatik hiicreler diploid DNA igerigine sahipken,
bircok malign timorde anoploidi veya DNA igeriginde artis gibi
kromozomal diizensizlikler gozlenebilir. Bu tiir ploidy degisiklikleri
timor hiicrelerinin genetik instabilitesini yansitir ve tiimoriin
biyolojik davranigi, proliferasyon potansiyeli ve klinik prognozu
hakkinda 6nemli bilgiler saglayabilir (Brown & Wittwer, 2000;
Shapiro, 2005).

Flow sitometri ile DNA igeriginin 06l¢iilmesi genellikle DNA’ya
baglanabilen floresan boyalar kullanilarak gerceklestirilir. Bu
amagcla en sik kullanilan boyalar arasinda propidyum iyodiir, DAPI
ve 7-aminoaktinomisin D gibi niikleik asit baglayici floresan
maddeler yer alir. Bu boyalar DNA ile stoikiometrik olarak baglanir
ve floresan sinyal yogunlugu hiicrede bulunan DNA miktar ile
dogru orantilidir. Flow sitometri analizinde her bir hiicrenin floresan
sinyali dl¢iilerek DNA igerigine gore dagilimi belirlenir ve bu veriler
histogram seklinde gorsellestirilir (Brown & Wittwer, 2000; Rieger,
2022).
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Elde edilen DNA histogramlari, hiicre popiilasyonunun hiicre
dongiisti fazlarina gore dagilimimi ortaya koyar. Hiicre dongiisii
temel olarak {i¢ ana fazdan olusur: GO/G1, S ve G2/M fazlari. GO/G1
fazi, hiicrelerin biiylime, metabolik aktivite ve DNA sentezi dncesi
hazirlik donemini temsil eder ve diploid DNA igerigine sahip
hiicreleri igerir. S fazi, DNA replikasyonunun gerceklestigi evredir
ve bu fazda hiicrelerin DNA miktar1 giderek artar. G2/M fazi ise
hiicrelerin mitoz boliinmesine hazirlandig1 ve gergeklestigi asamay1
ifade eder; bu fazdaki hiicreler diploid hiicrelerin yaklasik iki kat1
DNA igerigine sahiptir (Rieger, 2022).

Hiicre dongiisii analizi, 6zellikle tiimor hiicrelerinin proliferatif
aktivitesinin degerlendirilmesinde 6nemli bir aractir. S fazindaki
hiicre oraninin yiiksek olmasi genellikle tiimor hiicrelerinin hizl
proliferasyon gosterdigini ve daha agresif biyolojik davranis
sergileyebilecegini disiindiiriir. Benzer sekilde andploid hiicre
poptilasyonlarinin varligi, genomik instabilite ve timor progresyonu
ile iligkilendirilmektedir (Darzynkiewicz et al., 2010; Shapiro,
2005). Bu nedenle DNA ploidisi ve hiicre dongiisii analizi, birgok
malignitede prognostik bir biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir.

Flow sitometri ile yapilan DNA analizleri ayn1 zamanda antikanser
tedavilerin ~ hiicre  proliferasyonu  tizerindeki  etkilerinin
degerlendirilmesinde de 6nemli bir rol oynar. Kemoterapdtik ajanlar
veya hedefe yonelik tedaviler, hiicre dongiisiiniin belirli fazlarinda
hiicreleri durdurabilir veya apoptozisi indiikleyebilir. Bu tiir
degisiklikler, tedavi Oncesi ve sonrasi yapilan hiicre dongiisii
analizleri ile kantitatif olarak degerlendirilebilir. Boylece tedaviye
verilen hiicresel yanitin erken donemde belirlenmesi miimkiin
olabilir (Brown & Wittwer, 2000; Darzynkiewicz et al., 2010).

Flow sitometri, DNA ploidisi ve hiicre dongiisii analizleri
aracilifiyla tiimor hiicrelerinin proliferatif 6zelliklerini ve genetik
instabilitesini ortaya koyan giiclii bir laboratuvar yontemidir. Bu
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analizler, tiimdr biyolojisinin anlasilmasi, hastaligin agresifliginin
degerlendirilmesi ve tedavi stratejilerinin planlanmasi agisindan
hem arastirma hem de klinik onkoloji alaninda 6nemli katkilar
saglamaktadir (Brown & Wittwer, 2000; Darzynkiewicz et al., 2010;
Rieger, 2022; Shapiro, 2005).

Apoptozis ve Proliferasyon Belirtecleri

Apoptozis, hiicrelerin genetik olarak programlanmis kontrollii 6liim
stirecini ifade eder ve doku homeostazisinin korunmasinda temel bir
biyolojik mekanizmadir. Kanser gelisiminde apoptozisin
baskilanmasi veya bozulmasi, malign hiicrelerin kontrolsiiz
cogalmasina ve tiimoér progresyonuna katkida bulunan 6nemli
patofizyolojik siireclerden biridir. Bu nedenle tiimor hiicrelerinde
apoptozis mekanizmalarinin ~ degerlendirilmesi hem  tiimor
biyolojisinin anlagilmasinda hem de antikanser tedavilerin
etkinliginin analiz edilmesinde biiylik 6nem tasir. Flow sitometri,
hiicre bazinda ¢ok parametreli 6l¢lim yapabilme kapasitesi sayesinde
apoptozis silireglerinin erken ve ge¢ evrelerinin hassas bicimde analiz
edilmesine olanak saglayan giiclii bir yontemdir (Obeng, 2021;
Vermes et al., 1995).

Flow sitometrik apoptozis analizlerinde en sik kullanilan
yontemlerden biri Annexin V baglanma testidir. Annexin V, hiicre
membraninin i¢ yiizeyinde bulunan ve apoptozis sirasinda hiicre
zarinin dis ylizeyine transloke olan fosfatidilserin molekiiliine
yiiksek afinite ile baglanir. Bu 6zellik sayesinde erken apoptozis
asamasindaki hiicreler Annexin V ile isaretlenerek tespit edilebilir.
Propidyum iyodiir (PI) gibi DNA baglayic1 boyalar ise hiicre zarinin
biitliinliigli bozulmus olan ge¢ apoptoz veya nekroz evresindeki
hiicreleri belirlemek amaciyla kullanilir. Annexin V ve PI
kombinasyonu, canli hiicreler, erken apoptoz, gec¢ apoptoz ve
nekrotik hiicre popiilasyonlarinin ayrintili olarak ayirt edilmesini
saglar (Darzynkiewicz et al., 2001; Vermes et al., 1995).



Apoptozis degerlendirmesinde kullanilan bir diger yaklasim ise
kaspaz aktivitesinin Ol¢iilmesidir. Kaspazlar, programlanmis hiicre
oliimiinde gorev alan proteolitik enzimlerdir ve 6zellikle kaspaz-3,
kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivitesi apoptozisin dnemli biyokimyasal
gostergeleri arasinda yer alir. Flow sitometri ile kaspaz aktivitesine
duyarli floresan substratlar kullanilarak hiicrelerde apoptozis
sinyallerinin baglatilip baslatilmadig1 belirlenebilir. Bu analizler,
ozellikle hedefe yonelik kanser tedavilerinin hiicre 6liim
mekanizmalar1 lizerindeki etkilerinin degerlendirilmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Darzynkiewicz et al., 2001; Schluter et al.,
1993).

Timor biyolojisinin degerlendirilmesinde yalnizca hiicre 6limi
degil, ayn1 zamanda hiicre proliferasyonunun o6lciilmesi de biiyiik
Onem tasir. Proliferasyon analizi, tiimor hiicrelerinin boliinme hizini
ve bilyiime potansiyelini ortaya koyan énemli bir parametredir. Flow
sitometri ile proliferasyon degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan
belirteclerden biri Ki-67 antijenidir. Ki-67, hiicre dongiisiiniin aktif
fazlarinda (G1, S, G2 ve M fazlar1) ekspresyon gosteren ancak
dinlenme fazindaki (GO) hiicrelerde bulunmayan bir niikleer
proteindir. Bu nedenle Ki-67 ekspresyon diizeyi, hiicre
popiilasyonunun proliferatif aktivitesini yansitan giivenilir bir
biyolojik gostergedir (Gratzner, 1982; Schluter et al., 1993).

Proliferasyon analizinde kullanilan bir diger ydntem ise DNA
sentezinin dogrudan OSl¢iilmesidir. Bu amagla bromodeoksiuridin
(BrdU) veya benzeri niikleotid analoglari hiicrelere inkorpore
edilerek DNA replikasyonu sirasinda sentezlenen yeni DNA
zincirlerine dahil edilir. Daha sonra floresan isaretli antikorlar
kullanilarak BrdU igeren hiicreler flow sitometri ile tespit edilir ve
boylece aktif DNA sentezi gergeklestiren hiicre popiilasyonlari
belirlenebilir. Giiniimiizde BrdU analizine alternatif olarak EAU gibi
daha hizli ve yiikksek hassasiyetli niikleotid analoglar1 da

kullanilmaktadir (Darzynkiewicz et al., 2001; Gratzner, 1982).
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Apoptozis ve proliferasyon analizlerinin birlikte degerlendirilmesi,
timor hiicrelerinin biyolojik davranisi hakkinda kapsamli bilgiler
saglar. Ornegin proliferasyon hizinin artmasi ve apoptozisin
baskilanmasi, bircok malign tiimoérde gozlenen tipik Ozellikler
arasindadir. Bu parametrelerin flow sitometri ile kantitatif olarak
Olclilmesi, tiimor agresifliginin  belirlenmesine, prognozun
degerlendirilmesine ve tedaviye verilen yanitin izlenmesine katkida
bulunur. Ayrica kemoterapi, radyoterapi ve hedefe ydnelik
tedavilerin hiicre dongiisii, proliferasyon ve apoptozis lizerindeki
etkileri bu analizler araciligiyla ayrintili bi¢cimde incelenebilir
(Gratzner, 1982; Obeng, 2021; Schluter et al., 1993).

Sonu¢ olarak flow sitometri, apoptozis ve proliferasyon
belirteclerinin degerlendirilmesinde yiiksek duyarlilik ve c¢ok
parametreli analiz kapasitesi sunan Onemli bir laboratuvar
yontemidir. Hiicresel diizeyde gerceklestirilen bu analizler, kanser
biyolojisinin anlasilmasi, yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve
mevcut tedavilerin etkinliginin izlenmesi agisindan onkoloji
aragtirmalarinda ve klinik uygulamalarda o6nemli katkilar
saglamaktadir (Darzynkiewicz et al., 2001; Gratzner, 1982; Obeng,
2021; Schluter et al., 1993; Vermes et al., 1995).

Tiumor Hiicre Karakterizasyonu

Flow sitometri, tlimor hiicrelerinin immiinfenotipik 6zelliklerinin
ayrintili bi¢imde analiz edilmesini saglayan ve tiimor biyolojisinin
anlasilmasina Onemli katkilar sunan ileri bir hiicresel analiz
yontemidir. Bu teknik, ayn1 ornek igerisinde yer alan farkli hiicre
popiilasyonlarini  ¢ok parametreli olarak degerlendirebilme
kapasitesi sayesinde tiimor hiicrelerinin heterojenitesini ortaya
koyabilmektedir. Ozellikle yiizey ve sitoplazmik antijenlerin
floresan isaretli monoklonal antikorlar kullanilarak analiz edilmesi,
malign hiicre popiilasyonlarinin normal hiicrelerden ayirt edilmesini
ve farkli tlimor alt gruplarinin belirlenmesini miimkiin kilar. Bu
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nedenle flow sitometri, hem aragtirma ortaminda tiimor biyolojisinin
incelenmesinde hem de klinik onkolojide tani, prognoz ve tedavi
takibinde 6nemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir (Bajgelman, 2019;
Shapiro, 2005).

Tiimor hiicre karakterizasyonunda en 6nemli parametrelerden biri
hiicre yiizey antijen ekspresyonunun degerlendirilmesidir. Flow
sitometri ile analiz edilen ylizey markerlari, hiicrelerin kdkenini,
farklilagma diizeyini ve biyolojik 6zelliklerini belirlemeye yardime1
olur. Ornegin hematolojik malignitelerde CD antijenleri kullanilarak
timor hiicrelerinin B hiicre, T hiicre veya miyeloid kokenli olup
olmadig1 belirlenebilir. Solid tiimorlerde ise EpCAM, HER2 veya
cesitli adezyon molekiilleri gibi yiizey proteinlerinin ekspresyonu
analiz edilerek tiimor hiicrelerinin fenotipik o6zellikleri hakkinda
bilgi elde edilebilir. Bu tiir immiinfenotipik analizler, tiimorlerin
siiflandirilmast  ve hedefe yonelik tedavi segeneklerinin
belirlenmesi agisindan 6nemli klinik bilgiler saglayabilir (Brown &
Wittwer, 2000; Shapiro, 2005).

Flow sitometri ayrica timor kok hiicrelerinin tanimlanmasinda da
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Tiimor kok hiicreleri,
kendini yenileyebilme ve farklilagabilme 6zelliklerine sahip kiigiik
bir hiicre alt popiilasyonunu temsil eder ve tiimor gelisimi, metastaz
ve tedavi direnci ile iliskilendirilmektedir. Bu hiicreler genellikle
CD133, CD44, CD24 veya ALDH gibi belirteclerin kombinasyonu
kullanilarak tanimlanabilir. Flow sitometrik analizler sayesinde
tiimor dokusu icerisinde bulunan kok hiicre benzeri popiilasyonlarin
orant belirlenebilir ve bu popiilasyonlarin biyolojik 6zellikleri
incelenebilir. Bu bilgiler, kanser progresyonunun anlasilmasi ve yeni
tedavi hedeflerinin gelistirilmesi a¢isindan o6nemli katkilar
sunmaktadir (Al-Hajj et al., 2003; Bajgelman, 2019).

Tiimdr hiicre karakterizasyonunda degerlendirilen bir diger 6nemli
parametre hiicresel farklilasma markerleridir. Tiimdr hiicreleri ¢cogu
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zaman normal hiicrelerin farklilasma programini kismen kaybeder
veya anormal farklilagma paternleri gosterir. Flow sitometri ile bu
farklilagsma markerlerinin analizi, timor hiicrelerinin maturasyon
diizeyini ortaya koyabilir. Ozellikle hematolojik malignitelerde blast
hiicrelerinin farklilasma basamaklarinin belirlenmesi, hastaligin
siiflandirilmasi ve prognoz degerlendirmesi agisindan kritik oneme
sahiptir (Brown & Wittwer, 2000; Shapiro, 2005).

Son yillarda immiinoterapilerin onkoloji pratiginde giderek
yayginlagsmasiyla birlikte immiin kontrol noktasi molekiillerinin
analizi de 6nem kazanmistir. Programlanmis hiicre 6liimii reseptorii-
1 (PD-1), programlanmis 6liim ligandi-1 (PD-L1) ve sitotoksik T
lenfosit iligkili antijen-4 (CTLA-4) gibi immiin kontrol noktasi
proteinleri, tiimor hiicreleri ile bagisiklik sistemi arasindaki
etkilesimde onemli rol oynar. Flow sitometri ile bu molekiillerin
timor hiicrelerinde veya immiin hiicre popiilasyonlarinda
ekspresyon diizeyi degerlendirilebilir. Bu analizler, immiinoterapiye
aday hastalarin belirlenmesi ve tedavi yanitinin izlenmesi agisindan
giderek daha fazla klinik 6nem kazanmaktadir (Bajgelman, 2019;
Pardoll, 2012).

Flow sitometri ayrica timdr mikrogevresinin degerlendirilmesine de
katki saglayabilir. Tiimor dokusunda bulunan T lenfositleri,
diizenleyici T hiicreleri, makrofajlar ve diger immiin hiicre
poplilasyonlart analiz edilerek tiimoriin immiinolojik yapisi
hakkinda bilgi elde edilebilir. Bu yaklasim, tiimdériin immiin kagis
mekanizmalarimin  anlagilmasmna ve immiin temelli tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine yardimci olmaktadir (Brown &
Wittwer, 2000; Pardoll, 2012).

DNA ploidisi ve hiicre dongiisii analizi, apoptozis ve proliferasyon
degerlendirmeleri ile birlikte timoér hiicrelerinin  ayrintili
immiinfenotipik karakterizasyonunu saglayan giiclii bir analitik
yontemdir. Hiicresel heterojenitenin ortaya konulmasi, tiimor kok
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hiicre popiilasyonlarinin belirlenmesi ve immiin kontrol noktasi
molekiillerinin analiz edilmesi gibi ¢ok sayida parametrenin ayni
anda degerlendirilebilmesi, bu teknigin modern onkoloji
arastirmalarinda ve klinik uygulamalarda 6nemli bir yer edinmesini
saglamistir. Bu  Ozellikler, kanser biyolojisinin daha 1iyi
anlasilmasina  ve  kisisellestirilmis  tedavi  yaklagimlarinin
gelistirilmesine katkida bulunan 6nemli bilimsel ve klinik avantajlar
sunmaktadir (Al-Hajj et al., 2003; Bajgelman, 2019; Brown &
Wittwer, 2000; Pardoll, 2012; Shapiro, 2005).

Flow Sitometri Veri Analizi ve Yorumlama

Flow sitometri analizinde elde edilen veriler, ayn1 anda ¢ok sayida
hiicresel parametrenin Ol¢iilmesi nedeniyle oldukg¢a biiyiikk ve
karmagik veri setleri olusturur. Bu nedenle analiz siirecinde elde
edilen verilerin dogru sekilde islenmesi, uygun istatistiksel ve
grafiksel yontemlerle degerlendirilmesi ve klinik baglam icerisinde
yorumlanmasi giivenilir sonuglarin elde edilmesi agisindan biiyiik
onem tasir. Flow sitometri veri analizi genellikle 6zel yazilimlar
aracilifiyla gergeklestirilir ve bu siirecte hiicre popiilasyonlarinin
tanimlanmasi, floresan sinyal yogunluklarimin karsilastiriimas: ve
farkl1 parametreler arasindaki iliskilerin degerlendirilmesi temel
asamalar1 olusturur. Giliniimiizde geligsmis veri analiz algoritmalar
ve ¢ok parametreli analiz teknikleri, flow sitometriden elde edilen
verilerin daha ayrintili ve giivenilir sekilde yorumlanmasini
miimkiin hale getirmistir (Herzenberg et al., 2006; Shapiro, 2005).

Flow sitometri verilerinin analizinde en yaygin kullanilan
gorsellestirme yontemlerinden biri histogramlardir. Histogramlar,
tek bir parametrenin hiicre popiilasyonu icerisindeki dagilimini
gosteren grafiklerdir ve genellikle floresan yogunlugu veya 1sik
sacilim1  gibi Ol¢limlerin  degerlendirilmesinde kullanilir. Bu
grafiklerde yatay eksen Ol¢iilen parametrenin yogunlugunu, dikey
eksen ise o degere sahip hiicre sayisini temsil eder. Histogramlar
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ozellikle DNA igerigi analizi, proliferasyon belirtecleri ve yiizey
antijen ekspresyonunun degerlendirilmesi gibi uygulamalarda hiicre
popiilasyonlarmin dagilimmi hizli bir sekilde gorsellestirmeye
olanak tanir (Brown & Wittwer, 2000; Shapiro, 2005).

Iki boyutlu dagilim grafikleri (dot plot) ise flow sitometri veri
analizinde en sik kullanilan yontemlerden biridir. Dot plot
grafiklerinde her bir nokta tek bir hiicreyi temsil eder ve iki farkli
parametrenin ayni1 anda degerlendirilmesine olanak saglar. Ornegin
ileri sagilim (forward scatter) ve yan sagilim (side scatter)
parametrelerinin birlikte analiz edilmesi, hiicrelerin biiytiklik ve
graniilerlik ozelliklerine gore farkli popiilasyonlara ayrilmasin
saglar. Benzer sekilde iki farkli floresan markerin ayni anda
degerlendirilmesi ile hiicrelerin belirli antijen kombinasyonlarina
gore alt gruplara ayrilmasi miimkiin olur. Bu yaklasim, ozellikle
immiinfenotipleme analizlerinde = ve  kompleks  hiicre
popiilasyonlarmin tanimlanmasinda biiyiikk avantaj saglamaktadir
(Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg et al., 2006).

Yogunluk grafikleri (density plot) ve kontur grafikleri ise ytiksek
hiicre sayisina sahip veri setlerinin daha net gorsellestirilmesini
saglar. Bu grafikler, belirli hiicre bolgelerinde yogunlasan
popiilasyonlar1 daha belirgin hale getirerek analiz siirecini
kolaylastirir. Ozellikle multiparametrik analizlerde farkli hiicre alt
popiilasyonlarinin dagiliminin daha iyi anlagilmasina yardimci olur.
Giliniimiizde baz1 analiz yazilimlari ii¢ boyutlu gorsellestirme ve ¢cok
boyutlu  veri  indirgeme  yontemleri  kullanarak  hiicre
poplilasyonlarinin  daha ayrintili  analiz edilmesine olanak
tanimaktadir (Herzenberg et al., 2006).

Flow sitometri veri yorumlamasinda en kritik asamalardan biri
gating stratejisinin belirlenmesidir. Gating, belirli kriterlere gore
hiicre popiilasyonlarinin secilmesi ve analiz edilmesi siirecini ifade
eder. Bu islem sirasinda Oncelikle debris ve Olii hiicreler analiz
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disinda birakilir, ardindan ileri ve yan sagilim parametreleri
kullanilarak temel hiicre popiilasyonlari tanimlanir. Daha sonra
floresan markerlarin ekspresyonuna gore daha spesifik hiicre alt
gruplar1 belirlenir. Dogru gating stratejileri uygulanmadiginda yanlis
popiilasyonlarin analiz edilmesi veya onemli hiicre alt gruplarinin
gozden kagmasi gibi hatalar ortaya c¢ikabilir. Bu nedenle gating
islemi, deneysel tasarim ve biyolojik bilgi ile uyumlu sekilde dikkatli
bi¢imde planlanmalidir (Perfetto et al., 2004; Shapiro, 2005).

Multiparametrik  analiz  teknikleri, modern flow sitometri
uygulamalarinin en 6nemli 6zelliklerinden biridir. Giiniimiizde ¢ok
renkli flow sitometri sistemleri ayni anda 10’dan fazla floresan
markerin analiz edilmesine olanak taniyabilmektedir. Bu sayede
hiicrelerin ylizey antijenleri, aktivasyon markerlari, proliferasyon
belirtecleri ve fonksiyonel oOzellikleri tek bir analiz igerisinde
degerlendirilebilir. Bu tiir ¢ok boyutlu veri setlerinin
yorumlanmasinda principal component analizi (PCA), t-SNE veya
UMAP gibi ileri biyoinformatik yontemler de giderek daha fazla
kullanilmaktadir. Bu yontemler, yiiksek boyutlu veri setlerinde yer
alan karmasik hiicresel iliskilerin daha anlasilir bigimde
gorsellestirilmesine katki saglamaktadir (Herzenberg et al., 2006;
Perfetto et al., 2004).

Flow sitometri verilerinin yorumlanmasinda elde edilen sonuglarin
klinik bulgularla iliskilendirilmesi de biiyiik 6nem tasir. Laboratuvar
sonuglarinin hastanin klinik durumu, laboratuvar degerleri ve diger
tanisal testlerle birlikte degerlendirilmesi, dogru tanit ve tedavi
kararlarinin  verilmesine yardimci olur. Ozellikle hematolojik
maligniteler, immiin yetmezlikler ve transplantasyon sonras1 immiin
izlem gibi alanlarda flow sitometri verilerinin klinik baglam
icerisinde yorumlanmasi, hastalifin seyri ve tedavi yaniti hakkinda
onemli bilgiler saglayabilir (Brown & Wittwer, 2000; Perfetto et al.,
2004).
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Flow sitometri veri analizi ve yorumlama siireci; grafiksel
gorsellestirme teknikleri, gating stratejileri, multiparametrik analiz
yontemleri ve klinik korelasyonun birlikte degerlendirilmesini
gerektiren kapsamli bir siiregtir. Bu asamalarin dogru sekilde
uygulanmasi, flow sitometriden elde edilen verilerin giivenilir ve
klinik agidan anlamli sonuglara doniistiiriilmesini saglar. Bu nedenle
veri analizi siireci, flow sitometri c¢alismalarinin en kritik
asamalarindan biri olarak kabul edilmektedir (Brown & Wittwer,
2000; Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al., 2004; Shapiro, 2005).

Gating Stratejileri

Gating, flow sitometri veri analizinin en temel ve kritik
asamalarindan  biridir ve belirli  6zelliklere sahip hiicre
poptilasyonlarinin segilerek diger hiicrelerden ayrilmasi islemini
ifade eder. Bu siireg, analiz edilen Ornek igerisinde bulunan farkli
hiicre gruplarinin tanimlanmasini, hedef hiicre popiilasyonlarinin
belirlenmesini ve daha ayrintili analizlerin bu popiilasyonlar
iizerinde gerceklestirilmesini saglar. Flow sitometri sistemleri her bir
hiicre i¢in ¢ok sayida fiziksel ve floresan parametre dlctiiglinden,
elde edilen veri setlerinin dogru sekilde yorumlanabilmesi i¢in
uygun gating stratejilerinin uygulanmasi biiyiik 6nem tasir. Yanlis
veya yetersiz gating uygulamalari, hedef hiicre popiilasyonlarinin
yanlis tanimlanmasina ve sonuglarin hatali yorumlanmasina yol
acabilir (Herzenberg et al., 2006; Shapiro, 2005).

Gating islemi genellikle hiicrelerin fiziksel Ozelliklerine dayali
olarak baslatilir. Ik asamada forward scatter (FSC) ve side scatter
(SSC) parametreleri kullanilarak hiicre popiilasyonlari boyut ve
graniilerlik o6zelliklerine gore ayristillir. FSC sinyali  hiicre
biiyiikliigii ile iligkili olup hiicre capimi yaklasik olarak yansitirken,
SSC sinyali hiicre i¢i graniillerin ve yapisal kompleksitenin
gostergesi olarak kabul edilir. Bu iki parametrenin birlikte
degerlendirilmesi ile lenfositler, monositler ve graniilositler gibi
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temel hiicre popiilasyonlar1 dot plot grafikleri {izerinde belirgin
bolgeler olusturur. Boylece analiz siirecinin ilk asamasinda hedef
hiicre popiilasyonu kaba hatlariyla tanimlanmis olur (Brown &
Wittwer, 2000; Shapiro, 2005).

Temel hiicre popiilasyonlarinin belirlenmesinden sonra ikinci
asamada daha spesifik gating islemleri gergeklestirilir. Bu agsamada
floresan isaretli monoklonal antikorlar araciligiyla hiicre yiizeyinde
veya sitoplazmasinda bulunan belirli antijenlerin ekspresyonu analiz
edilir. Ornegin immiinolojik analizlerde CD3, CD4, CDS8, CD19
veya CD56 gibi markerlar kullanilarak T hiicreleri, B hiicreleri ve
dogal oOldiiriicii hiicreler birbirinden ayrilabilir. Hematolojik
malignitelerin degerlendirilmesinde ise blast hiicre
poplilasyonlarinin ~ belirlenmesi,  farklilasma  markerlarinin
incelenmesi ve anormal immiinfenotiplerin saptanmasi i¢in ¢oklu
antijen kombinasyonlarina dayali gating stratejileri uygulanir. Bu
asamal1 yaklasim, kompleks hiicre popiilasyonlarinin dogru sekilde
siniflandirilmasini saglar (Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg et
al., 2006).

Flow sitometri analizlerinde dogru gating stratejilerinin
olusturulabilmesi icin bazi teknik kontrol ydntemlerinin
kullanilmas:1 da onemlidir. Izotip kontrolleri, floresan esiginin
belirlenmesinde ~ ve  non-spesifik  antikor  baglanmasinin
degerlendirilmesinde yardimci olurken, floresan minus one (FMO)
kontrolleri 6zellikle ¢ok renkli flow sitometri analizlerinde dogru
pozitif sinirlarin  belirlenmesini  saglar. Ayrica kompanzasyon
kontrolleri, farkli floresan boyalar arasinda meydana gelebilen
spektral ortligmenin diizeltilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu
kontrol yontemleri sayesinde yanlis pozitif veya yanlis negatif
sonuglarin ortaya ¢ikma riski azaltilabilir (Herzenberg et al., 2006;
Perfetto et al., 2004).
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Gating stratejilerinin uygulanmasinda bir diger 6nemli asama ise
debris, hiicre pargalart ve Olii hiicrelerin analiz disinda
birakilmasidir. Ornek hazirlama siirecinde ortaya cikabilen bu
yapilar, analiz sonuglarin1 olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle
viability boyalar1 kullanilarak canli hiicrelerin segilmesi ve oOli
hiicrelerin analizden ¢ikarilmasi Onerilmektedir. Ayrica ¢ift
hiicrelerin veya hiicre agregatlarinin ayiklanmasi i¢in singlet gating
olarak adlandirilan ek analiz adimlar1 uygulanabilir. Bu yaklasimlar,
analiz edilen hiicre popiilasyonlariin daha homojen ve gilivenilir
olmasini saglar (Perfetto et al., 2004; Shapiro, 2005).

Klinik uygulamalarda dogru gating stratejisinin belirlenmesi
Ozellikle hematolojik maligniteler, immiin yetmezlikler ve
transplantasyon sonrast immiin izlem gibi alanlarda biiyiikk 6nem
tasir. Ornegin minimal rezidiiel hastalik analizlerinde ¢ok kiiciik
oranlarda bulunan malign hiicre popiilasyonlarinin dogru sekilde
tespit edilmesi i¢in olduk¢a hassas ve iyi tanimlanmig gating
stratejileri gereklidir. Benzer sekilde lenfosit alt grup analizlerinde
CD markerlarinin  dogru kombinasyonlarla degerlendirilmesi,
bagisiklik sisteminin fonksiyonel durumunun dogru sekilde
yorumlanmasina yardimci1 olur (Brown & Wittwer, 2000; Perfetto et
al., 2004).

Gating stratejileri, flow sitometri veri analizinin dogrulugunu
dogrudan etkileyen kritik bir asamadir. Hiicre popiilasyonlarinin
dogru sekilde tamimlanmasi, uygun kontrol yodntemlerinin
kullanilmas1 ve deneyimli uzmanlar tarafindan gerceklestirilen
dikkatli analiz siiregleri, giivenilir ve klinik a¢idan anlamlh
sonuclarin elde edilmesini saglar. Bu nedenle modern flow sitometri
caligmalarinda gating stratejilerinin standartlastirilmasi ve analiz
protokollerinin titizlikle uygulanmasi biiyiik onem tagimaktadir
(Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al.,
2004; Shapiro, 2005).
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Multiparametrik Analiz

Flow sitometrinin en 6nemli avantajlarindan biri, tek bir hiicre
iizerinde birden fazla biyolojik parametrenin es zamanli olarak
analiz edilebilmesidir. Bu 6zellik, hiicresel fenotipin daha ayrintili
ve kapsamli sekilde degerlendirilmesine olanak tanir. Modern flow
sitometri cihazlar1 birden fazla lazer kaynag1 ve ¢ok sayida floresan
dedeksiyon kanali kullanarak ayni hiicrede c¢ok sayida yiizey
antijeni, sitoplazmik protein ve fonksiyonel belirteci ayni anda
Olgebilmektedir. Bu teknoloji sayesinde hiicre popiilasyonlarinin
yalnizca tek bir marker iizerinden degil, ¢ok sayida biyolojik
ozelligin birlikte degerlendirilmesi ile karakterize edilmesi miimkiin
hale gelmistir. Bu yaklasim, 6zellikle kompleks hiicresel sistemlerin
incelenmesinde 6nemli avantajlar saglamaktadir (Herzenberg et al.,
2006; Shapiro, 2005).

Multiparametrik analiz, farkli floresan isaretli antikorlarin ayni
ornekte kullanilmasi prensibine dayanir. Her bir floresan boya belirli
bir dalga boyunda uyarilir ve farkli bir emisyon spektrumu olusturur.
Bu sayede ayni hiicre iizerinde birden fazla antijenin ekspresyonu es
zamanlt olarak o6lciilebilir. Gliniimiizde gelismis flow sitometri
sistemleri 10’dan fazla hatta bazi platformlarda 20’den fazla
parametrenin ayni anda analiz edilmesine olanak tanimaktadir. Bu
gelismeler, 6zellikle immiinoloji ve hematoloji alanlarinda hiicresel
heterojenitenin daha ayrintili bicimde ortaya konulmasia katki
saglamistir (Brown & Wittwer, 2000; Shapiro, 2005).

Multiparametrik analizlerin en 6nemli klinik uygulamalarindan biri
hematolojik malignitelerin immiinfenotipik siniflandirilmasidir.
Losemi ve lenfoma gibi hastaliklarda malign hiicreler ¢ogu zaman
kendilerine 6zgli antijen kombinasyonlar1 gosterir. Bu antijen
profillerinin ¢oklu marker panelleri kullanilarak degerlendirilmesi,
malign hiicrelerin normal hematopoietik hiicrelerden ayirt
edilmesini miimkiin kilar. Ornegin akut 16semilerde CD34, CD117,
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CDI13, CD33, CDI19 veya CD3 gibi markerlarin birlikte
degerlendirilmesi ile hiicrelerin miyeloid veya lenfoid kokenli
oldugu belirlenebilir. Bu tiir multiparametrik analizler, hastaligin
dogru siniflandirilmas1 ve uygun tedavi stratejisinin belirlenmesi
acisindan kritik 6neme sahiptir (Brown & Wittwer, 2000;
Herzenberg et al., 2006).

Minimal rezidiiel hastalik (MRD) analizleri de multiparametrik flow
sitometrinin  6nemli  kullanim alanlarindan  biridir. MRD
degerlendirmesinde, tedavi sonrasi ¢ok diisiik oranlarda kalan
malign hiicrelerin tespit edilmesi hedeflenir. Bu amacgla normal
hematopoietik hiicrelerden farkli antijen kombinasyonlarina sahip
olan malign hiicre popiilasyonlar1 multiparametrik paneller
kullanilarak belirlenir. Cok sayida markerin aynm1 anda analiz
edilmesi sayesinde, milyonlarca hiicre arasinda ¢ok kii¢iik oranlarda
bulunan anormal hiicre popiilasyonlar1 yiiksek duyarlilikla tespit
edilebilir. Bu yaklagim, hastaligin prognozunun degerlendirilmesi ve
relaps riskinin belirlenmesi agisindan Onemli klinik bilgiler
sunmaktadir (Brown & Wittwer, 2000; Perfetto et al., 2004).

Multiparametrik flow sitometri analizlerinde karsilagilan en 6nemli
teknik sorunlardan biri floresan spektrumlarinin birbirleriyle
ortiismesidir. Bir floresan boyanin emisyon spektrumu ¢ogu zaman
yalmizca tek bir dedeksiyon kanalinda degil, komsu kanallarda da
kismen algilanabilir. Bu durum sinyal karismasina neden olarak
yanlis pozitif sonuglarin ortaya ¢ikmasina yol agabilir. Bu sorunun
giderilmesi i¢in kompanzasyon (compensation) adi verilen
matematiksel diizeltme iglemi uygulanir. Kompanzasyon islemi
sirasinda  her floresan boyanin diger kanallara yaptigi katki
hesaplanarak sinyalden c¢ikarilir ve bdylece gercek floresan
yogunlugu belirlenir (Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al., 2004).

Dogru kompanzasyonun uygulanabilmesi i¢in tek renkli kontrol
orneklerinin kullanilmas1 gereklidir. Bu kontroller sayesinde her bir
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floresan boyanin spektral Ozellikleri belirlenir ve uygun
kompanzasyon matrisi  olusturulur. Yanlis kompanzasyon
uygulanmast  durumunda  hiicre  popiilasyonlar1  yanlis
konumlanabilir ve multiparametrik analizlerin dogrulugu ciddi
sekilde etkilenebilir. Bu nedenle c¢ok renkli flow sitometri
caligmalarinda kompanzasyon islemi dikkatli bir sekilde planlanmali
ve standart analiz protokollerine uygun bigimde gergeklestirilmelidir
(Brown & Wittwer, 2000; Shapiro, 2005).

Son yillarda multiparametrik flow sitometri verilerinin analizinde
gelismis biyoinformatik yontemler de kullanilmaya baglanmistir. t-
SNE, UMAP ve principal component analizi gibi ¢ok boyutlu veri
indirgeme teknikleri, yiiksek parametreli veri setlerinin daha
anlagilir bicimde gorsellestirilmesine ve hiicre popiilasyonlar
arasindaki iligkilerin daha iyi anlasilmasina yardimci olmaktadir. Bu
tir yaklagimlar 6zellikle immiin sistem hiicrelerinin kompleks alt
gruplarinin tanimlanmasinda ve tiimor mikrogevresinin analizinde
giderek daha fazla kullanilmaktadir (Perfetto et al., 2004).

Multiparametrik analiz, flow sitometrinin sagladigi en Onemli
teknolojik avantajlardan biridir. Ayn1 hiicre iizerinde ¢ok sayida
biyolojik parametrenin es zamanli olarak degerlendirilmesi, hiicre
poplilasyonlarinin  ayrintili  sekilde karakterize edilmesini ve
kompleks biyolojik siireclerin daha iyi anlasilmasini saglar. Bu
ozellik, 6zellikle hematolojik malignitelerin tanisi, minimal rezidiiel
hastalik tespiti, immiin sistem analizleri ve translasyonel kanser
aragtirmalar1 gibi bir¢cok alanda flow sitometrinin vazgegilmez bir
yontem haline gelmesine katkida bulunmustur (Brown & Wittwer,
2000; Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al., 2004; Shapiro, 2005).

Sonuclarin Klinik Korelasyonu

Flow sitometri analizlerinden elde edilen verilerin dogru sekilde
yorumlanabilmesi i¢in laboratuvar bulgularinin mutlaka klinik

bilgiler ile birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Flow sitometri,
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hiicrelerin fiziksel o6zellikleri, ylizey ve sitoplazmik antijen
ekspresyonlar1 ile fonksiyonel parametreleri hakkinda ayrintili
bilgiler saglayan gii¢lii bir laboratuvar yontemidir. Ancak bu veriler
tek basima degerlendirildiginde tanisal agidan sinirl kalabilir. Bu
nedenle flow sitometri sonuglar1 hastanin klinik oOykiisii, fizik
muayene bulgulari, diger laboratuvar testleri, morfolojik
incelemeler, sitogenetik analizler ve molekiiler tan1 yontemleri ile
birlikte yorumlanmalidir. Klinik korelasyonun saglanmasi, dogru
tan1 konulmas1 ve uygun tedavi stratejisinin belirlenmesi agisindan
biiylik 6nem tagir (Herzenberg et al., 2006; Shapiro, 2005).

Hematolojik malignitelerin tanisinda flow sitometri verilerinin
klinik korelasyonu 6zellikle kritik bir rol oynamaktadir. Losemi ve
lenfoma gibi hastaliklarda immiinfenotipik analizler, blast
hiicrelerinin  kdkenini  belirlemek ve hastaligin alt tipini
simiflandirmak  i¢in  siklikla  kullanilmaktadir.  Ancak bu
imminfenotipik bulgularin dogru sekilde yorumlanabilmesi igin
periferik yayma veya kemik iligi aspirasyonunda yapilan morfolojik
degerlendirmeler ile birlikte analiz edilmesi gerekir. Ayrica
sitogenetik ve molekiiler genetik incelemeler, bazi hematolojik
malignitelerin  tanisinda ve  prognostik  degerlendirmesinde
tamamlayic1 bilgiler saglamaktadir. Bu multidisipliner yaklasim
sayesinde akut losemiler, kronik losemiler ve lenfoproliferatif
hastaliklar daha dogru sekilde smiflandirilabilir ve hastaya 6zgi
tedavi planlar1 olusturulabilir (Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg
et al., 20006).

Flow sitometri analizlerinin klinik korelasyonu yalnizca malign
hastaliklarla sinirli degildir. Immiinoloji alaninda da bu yontem
onemli tanisal bilgiler sunmaktadir. Ornegin primer veya sekonder
immiin yetmezliklerin degerlendirilmesinde lenfosit alt grup
analizleri siklikla kullanilmaktadir. T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal
Oldiirlicii hiicre poptilasyonlarinin sayisal dagilimi, bagisiklik

sisteminin fonksiyonel durumunun degerlendirilmesine yardimci
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olur. Ancak bu verilerin klinik olarak anlamli olabilmesi igin
hastanin enfeksiyon dykiisii, aile dykiisii, immiinoglobulin diizeyleri
ve diger immiinolojik test sonuclari ile birlikte degerlendirilmesi
gereklidir. Bu tiir kapsamli bir analiz yaklagimi, immiin yetmezlik
sendromlarinin dogru taninmasina ve uygun tedavi stratejilerinin
planlanmasina katki saglar (Brown & Wittwer, 2000; Shapiro,
2005).

Klinik korelasyonun 6nemli oldugu bir diger alan ise minimal
rezidiiel hastalik (MRD) analizleridir. Flow sitometri ile tedavi
sonrast kemik iligi veya periferik kanda ¢ok diisiik oranlarda
bulunan malign hiicre popiilasyonlari tespit edilebilmektedir. MRD
diizeyleri, hastaligin tedaviye verdigi yaniti degerlendirmede ve
relaps riskini ongdérmede 6nemli bir prognostik belirteg olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle MRD sonuglar1 klinik tedavi protokolleri
ile birlikte degerlendirilerek hastanin tedavi planinda degisiklik
yapilmasina veya ek tedavi stratejilerinin uygulanmasma karar
verilebilir (Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al., 2004).

Flow sitometri ayrica hematopoietik kok hiicre nakli sonrasi
hastalarin  izleminde de Onemli bir rol oynamaktadir.
Transplantasyon sonrasinda bagisiklik  sisteminin  yeniden
yapilanma stireci olan immiin re-konstriiksiyonun degerlendirilmesi,
enfeksiyon riskinin belirlenmesi ve graft-versus-host hastaligi gibi
komplikasyonlarin erken tespiti agisindan kritik dneme sahiptir. Bu
stirecte lenfosit alt grup analizleri, T hiicre fonksiyon testleri ve diger
immiin  fenotipik  degerlendirmeler hastanin  immiinolojik
durumunun izlenmesine yardime1 olur. Bu veriler klinik bulgular ve
diger laboratuvar testleri ile birlikte degerlendirilerek hasta yonetimi
daha etkin sekilde gercgeklestirilebilir (Brown & Wittwer, 2000;
Perfetto et al., 2004).

Bunun yam sira son yillarda gelistirilen immiinoterapi ve hedefe
yonelik tedavi yaklagimlarinin etkinliginin degerlendirilmesinde de
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flow sitometri verilerinin klinik korelasyonu biiylikk 6nem
tasimaktadir. T hiicre aktivasyon markerlari, diizenleyici T hiicre
poplilasyonlart veya immiin kontrol noktast molekiillerinin
ekspresyonu gibi parametreler tedaviye verilen immiin yanit
hakkinda degerli bilgiler saglayabilir. Bu tiir analizler, 6zellikle
kanser immiinoterapileri alaninda tedavi yanitinin izlenmesi ve
potansiyel biyobelirteclerin belirlenmesi agisindan 6nemli bir
arastirma alani haline gelmistir (Herzenberg et al., 2006; Perfetto et
al., 2004).

Flow sitometri verilerinin klinik korelasyonu, laboratuvar
bulgularinin dogru sekilde yorumlanmasi ve klinik karar siireclerine
entegre edilmesi acisindan kritik bir asamadir. Elde edilen
immiinfenotipik verilerin klinik bulgular, morfolojik incelemeler,
sitogenetik ve molekiiler analizler ile birlikte degerlendirilmesi,
tanisal dogrulugu artirmakta ve hastaya 6zgii tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesine katki saglamaktadir. Bu nedenle modern klinik
laboratuvar  uygulamalarinda  flow  sitometri  sonuglarinin
multidisipliner bir yaklasim cercevesinde yorumlanmasi biiyiik
Oonem tasimaktadir (Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg et al.,
2006; Perfetto et al., 2004; Shapiro, 2005).

Kalite Kontrol ve Standardizasyon

Flow sitometri analizlerinin klinik laboratuvarlarda giivenilir, dogru
ve tekrarlanabilir sonuglar saglayabilmesi icin kalite kontrol ve
standardizasyon siireglerinin sistematik bir sekilde uygulanmasi
gerekmektedir. Flow sitometri, aynm1 anda ¢ok sayida hiicresel
parametrenin Olclilmesine olanak taniyan ileri diizey bir analiz
yontemi oldugundan, teknik degiskenlere olduk¢a duyarhidir. Bu
nedenle Ornek toplama ve hazirlama asamasindan cihaz
kalibrasyonuna, veri analizinden sonu¢ raporlamaya kadar tiim
stireclerin belirli standartlara uygun sekilde yiiriitiilmesi biiylik 5nem
tagimaktadir. Kalite kontrol uygulamalar1 sayesinde analiz siirecinde
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ortaya ¢ikabilecek teknik hatalar erken asamada tespit edilebilir ve
elde edilen sonuglarin dogrulugu ile giivenilirligi artirilabilir
(Herzenberg et al., 2006; Shapiro, 2005).

Flow sitometri laboratuvarlarinda kalite yonetimi siireci genellikle
ii¢ temel bilesenden olusur: i¢ kalite kontrol uygulamalari, dis kalite
degerlendirme programlar1 ve laboratuvar prosediirlerinin
standardizasyonu. I¢ kalite kontrol uygulamalari, giinliik analiz
stireglerinin dogrulugunu ve cihaz performansini izlemeyi amaglar.
Bu kapsamda cihazin lazer stabilitesi, floresan dedektorlerin
hassasiyeti ve siv1 akis sisteminin diizgiin ¢alisip ¢calismadigi diizenli
olarak kontrol edilir. Kalibrasyon boncuklar1 veya standart referans
materyalleri kullanilarak yapilan bu kontroller, cihazin o6l¢iim
hassasiyetinin zaman icinde degisip degismediginin
degerlendirilmesine yardimci olur. Béylece cihaz performansindaki
olas1 sapmalar erken donemde tespit edilerek gerekli diizeltici
islemler uygulanabilir (Brown & Wittwer, 2000; Shapiro, 2005).

Ornek hazirlama siirecinin standardizasyonu da flow sitometri
analizlerinde kalite kontroliin 6nemli bir parcasidir. Numune
toplama kosullari, kullanilan antikor panelleri, inkiibasyon siireleri,
lizis islemleri ve yikama adimlari gibi birgok faktor analiz
sonuglarini dogrudan etkileyebilir. Bu nedenle laboratuvarlarda tiim
ornek hazirlama asamalarini kapsayan ayrintili standart c¢alisma
prosediirleri (standard operating procedures, SOP) olusturulmalidir.
Bu prosediirlerin diizenli olarak giincellenmesi ve laboratuvar
personelinin bu protokollere uygun sekilde caligsmasi, analizler
arasindaki degiskenligin azaltilmasina katki saglar (Brown &
Wittwer, 2000; Herzenberg et al., 2006).

Flow sitometri analizlerinde kalite gilivencesinin saglanmasi
acisindan dis kalite degerlendirme programlarina katilim da biiyiik
onem tasimaktadir. Dis kalite degerlendirme programlari, farkli
laboratuvarlarin ayn1  ornek {zerinde gerceklestirdigi analiz
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sonuglarinin karsilagtirilmasini saglar. Bu programlar araciliiyla
laboratuvarlarin analitik  performansi objektif  olarak
degerlendirilebilir ve olast metodolojik farkliliklar ortaya
konulabilir. Uluslararas1 kalite kontrol organizasyonlar1 tarafindan
yiiriitiilen bu programlar, laboratuvarlarin uluslararasi standartlara
uygun sekilde caligmasini tesvik eder ve sonuglarin laboratuvarlar
arasinda karsilastirilabilirligini artirir (Herzenberg et al., 2006;
Perfetto et al., 2004).

Cihaz kalibrasyonu ve bakim islemleri de flow sitometri kalite
kontrol siirecinin 6nemli bir parcasidir. Flow sitometri cihazlari lazer
sistemleri, optik filtreler, dedektorler ve akis sistemleri gibi ¢ok
sayida hassas bilesenden olusmaktadir. Bu nedenle cihazlarin
diizenli olarak kalibre edilmesi, optik hizalamalarinin kontrol
edilmesi ve teknik bakim islemlerinin gerceklestirilmesi gereklidir.
Giinliik, haftalik ve aylik bakim programlarinin uygulanmasi, cihaz
performansinin  stabil kalmasina ve Ol¢im dogrulugunun
korunmasina yardimci olur (Brown & Wittwer, 2000; Shapiro,
2005).

Veri analizi ve raporlama siireclerinin standardizasyonu da kalite
yonetiminin  6nemli bilesenlerinden biridir. Flow sitometri
analizlerinde kullanilan gating stratejileri, kompanzasyon ayarlar1 ve
analiz  algoritmalar1  sonuglarin  yorumlanmasmi  dogrudan
etkileyebilir. Bu nedenle laboratuvarlar, veri analiz siire¢lerini belirli
standartlara gore yiirlitmeli ve kullanilan analiz stratejilerini ayrintili
sekilde dokiimante etmelidir. Ayrica raporlanan sonuglarin
klinisyenler tarafindan kolay anlagilabilir ve klinik karar
siire¢lerinde kullanilabilir sekilde hazirlanmast da Onemlidir.
Standart raporlama formatlarinin  kullanilmasi, laboratuvar
verilerinin  klinik uygulamalara entegrasyonunu kolaylastirir
(Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al., 2004).
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Flow sitometri laboratuvarlarinda kalite yonetimi yalnizca teknik
stireclerle sinirli degildir; ayn1 zamanda personel egitimi ve yeterlilik
degerlendirmeleri de kalite sisteminin 6nemli bir par¢asini olusturur.
Laboratuvar personelinin flow sitometri prensipleri, cihaz kullanima,
veri analizi ve kalite kontrol prosediirleri konusunda diizenli
egitimler almasi gereklidir. Personel yeterliliginin diizenli olarak
degerlendirilmesi, analiz siire¢lerinin dogru sekilde yiiriitiilmesini ve
olast insan kaynakli hatalarin azaltilmasini saglar (Brown &
Wittwer, 2000; Perfetto et al., 2004).

Kalite kontrol ve standardizasyon uygulamalari, flow sitometri
analizlerinin gilivenilirligini ve klinik gegerliligini dogrudan
etkileyen temel unsurlardir. Ornek hazirlama siireglerinin
standartlastirilmasi, cihaz performansimin diizenli olarak izlenmesi,
dis kalite degerlendirme programlarina katim ve veri analiz
yontemlerinin standardizasyonu sayesinde laboratuvarlar arasinda
sonuclarin karsilagtirilabilirligi artirilabilir. Bu kapsamli kalite
yonetim yaklasimi, flow sitometrinin klinik tani ve arastirma
alanlarinda  giivenilir  bir yontem olarak  kullanilmasini
desteklemektedir (Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg et al., 2006;
Perfetto et al., 2004; Shapiro, 2005).

I¢ Kalite Kontrol Siirecleri

I¢ kalite kontrol (internal quality control, IQC), flow sitometri
analizlerinin giinliik laboratuvar uygulamalarinda dogrulugunu,
tutarliligini  ve  tekrarlanabilirligini  saglamak  amaciyla
gerceklestirilen rutin izleme ve dogrulama islemlerini kapsar. Flow
sitometri ¢cok parametreli ve teknik olarak hassas bir analiz yontemi
oldugundan, cihaz performansinin ve analitik siireglerin siirekli
olarak izlenmesi biiyiik 6nem tasir. I¢ kalite kontrol uygulamalari,
analiz siirecinin farkli asamalarinda ortaya cikabilecek teknik
hatalarin erken donemde tespit edilmesine olanak taniyarak elde
edilen verilerin giivenilirligini artirir. Bu siireg¢ler ayn1 zamanda
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laboratuvarin analitik performansimin siirekliligini saglamaya ve
uzun donemli veri stabilitesini korumaya yardimei olur (Herzenberg
et al., 2006; Shapiro, 2005).

Flow sitometri laboratuvarlarinda i¢ kalite kontrol uygulamalarinin
onemli bir bileseni cihaz performansinin diizenli olarak
degerlendirilmesidir. Flow sitometri cihazlari lazer sistemleri, optik
filtreler, fotodedektorler ve akiskanik sistemlerden olusan kompleks
analiz platformlaridir. Bu bilesenlerde meydana gelebilecek kiigiik
degisiklikler bile olgiilen floresan sinyallerinin dogrulugunu
etkileyebilir. Bu nedenle cihazin lazer stabilitesi, optik hizalamasi,
dedektdr hassasiyeti ve akis hizinin dogrulugu diizenli araliklarla
kontrol edilmelidir. Giinliik kalite kontrol testleri sayesinde cihaz
performansindaki olasi sapmalar erken asamada belirlenebilir ve
gerekli teknik miidahaleler zamaninda gergeklestirilebilir (Brown &
Wittwer, 2000; Shapiro, 2005).

I¢ kalite kontrol uygulamalarinda en yaygin kullanilan yéntemlerden
biri standart partikiiller veya floresan kalibrasyon boncuklar ile
yapilan Olglimlerdir. Bu materyaller, belirli ve sabit floresan
ozelliklerine sahip referans partikiillerden olusur ve cihazin 6l¢iim
performansin1  degerlendirmek amaciyla kullanilir. Kalibrasyon
boncuklar1 araciligiyla lazer uyariminin stabilitesi, floresan
dedeksiyon kanallarinin hassasiyeti ve sinyal yogunlugunun zaman
icerisindeki degisimi izlenebilir. Bu analizler sayesinde cihazin
farkli gilinlerde gerceklestirdigi Olglimler arasinda olusabilecek
varyasyonlar  tespit  edilebilir ve  Ol¢glim  sonuglarmin
standardizasyonu saglanabilir (Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg
et al., 2006).

I¢ kalite kontrol siireglerinde yalnizca cihaz performans: degil, ayni
zamanda ornek hazirlama ve boyama prosediirlerinin dogrulugu da
degerlendirilmelidir. Flow sitometri analizlerinde kullanilan
monoklonal antikor panellerinin dogru hazirlanmasi, uygun
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konsantrasyonlarda kullanilmas1 ve belirlenen inkiibasyon siirelerine
uyulmas: analiz sonuglarini1  dogrudan etkileyen faktorler
arasindadir. Antikorlarin yanlis konsantrasyonlarda kullanilmasi,
yetersiz boyama veya asiri floresan sinyal olusumu gibi problemlere
yol agabilir. Bu nedenle laboratuvarlarda kullanilan antikor panelleri
diizenli olarak dogrulanmali ve boyama protokolleri standart hale
getirilmelidir (Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al., 2004).

Numune toplama ve 6rnek hazirlama kosullar1 da i¢ kalite kontroliin
onemli bilesenleri arasinda yer almaktadir. Orneklerin uygun
antikoagiilan igeren tiiplerde toplanmasi, analiz 6ncesinde belirli
sicaklik kosullarinda saklanmasi ve belirli siireler i¢cinde calisiimasi
gerekmektedir. Hiicrelerin canliligini koruyacak uygun kosullarin
saglanamamasi durumunda hiicre membran biitiinliigii bozulabilir ve
bu durum flow sitometri analizlerinde hatali sonuglarin ortaya
¢ikmasina neden olabilir. Bu nedenle o6rneklerin kabul kriterleri,
saklama kosullar1 ve analiz siireleri laboratuvar prosediirleri
icerisinde agik sekilde tanimlanmalidir (Brown & Wittwer, 2000;
Shapiro, 2005).

I¢ kalite kontrol uygulamalarmmn bir diger énemli yonii veri analiz
stireclerinin izlenmesidir. Flow sitometri verilerinin yorumlanmasi
sirasinda kullanilan gating stratejileri, kompanzasyon ayarlar1 ve
analiz algoritmalar1 sonuglarin dogrulugunu dogrudan etkileyebilir.
Bu nedenle veri analiz siireglerinin standart protokollere uygun
sekilde ytiriitiilmesi ve kullanilan analiz stratejilerinin dokiimante
edilmesi gereklidir. Ayrica belirli araliklarla gerceklestirilen ig
denetimler ve yeniden analiz caligmalari, veri analiz siirecinde
olusabilecek hatalarin tespit edilmesine yardimci olur (Brown &
Wittwer, 2000; Perfetto et al., 2004).

Flow sitometri laboratuvarlarinda i¢ kalite kontroliin siirdiiriilebilir
olmas1 i¢in kalite kontrol verilerinin diizenli olarak kayit altina
alinmas1 ve izlenmesi gerekmektedir. Giinlik kalite kontrol
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ol¢timleri, cihaz performans parametreleri ve analiz sonuglar kalite
kontrol kayit sistemlerinde saklanmalidir. Bu kayitlar, uzun dénemli
performans degerlendirmesi yapilmasina ve cihazin zaman igindeki
stabilitesinin izlenmesine olanak tanir. Ayrica kalite kontrol
verilerinin periyodik olarak degerlendirilmesi, laboratuvarin kalite
yonetim  sisteminin  etkinliginin artirilmasina  katki  saglar
(Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al., 2004).

Sonu¢ olarak i¢ kalite kontrol siirecleri, flow sitometri
laboratuvarlarinda  giivenilir ~ ve  standartlastirilmis  analiz
sonuglarinin elde edilmesini saglayan temel uygulamalardir. Cihaz
performansinin ~ diizenli  olarak  izlenmesi,  kalibrasyon
materyallerinin  kullanilmasi, 6rnek hazirlama protokollerinin
standardizasyonu ve veri analiz siire¢lerinin denetlenmesi sayesinde
analiz sonuclarinin dogrulugu artirilabilir. Bu kapsamli kalite
kontrol yaklagimi, flow sitometrinin klinik tani ve arastirma
alanlarinda giivenilir bir laboratuvar yontemi olarak kullanilmasini
desteklemektedir (Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg et al., 2006;
Perfetto et al., 2004; Shapiro, 2005).

Dis Kalite Degerlendirme Programlar:

Dis kalite degerlendirme programlar: (external quality assessment,
EQA), klinik laboratuvarlarin analitik performansini bagimsiz
kuruluslar tarafindan objektif sekilde degerlendirmek amaciyla
yiriitiilen kalite giivence sistemleridir. Flow sitometri gibi c¢ok
parametreli ve teknik acidan karmagsik analiz yoOntemlerinde,
yalnizca laboratuvar i¢i kalite kontrol uygulamalar yeterli
olmayabilir. Bu nedenle laboratuvarlarin performanslarinin
bagimsiz kuruluslar tarafindan diizenli olarak degerlendirilmesi,
elde edilen sonuglarin dogrulugunu ve giivenilirligini dogrulamak
acisindan blyiikk onem tagimaktadir. Dis kalite degerlendirme
programlari sayesinde laboratuvarlar, kendi analiz sonuglarint diger
laboratuvarlarin sonuglariyla karsilagtirma firsatt bulur ve analitik
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performanslarini uluslararas1 standartlara gore degerlendirebilir
(Herzenberg et al., 2006; Shapiro, 2005).

D1s kalite degerlendirme programlar1 genellikle belirli araliklarla
laboratuvarlara gonderilen standart 6rnekler araciligiyla yiiriitiiliir.
Bu o6rnekler ¢ogunlukla stabilize edilmis hiicre siispansiyonlari,
referans materyaller veya onceden karakterize edilmis biyolojik
orneklerden olusur. Laboratuvarlar bu Ornekleri rutin analiz
protokollerini kullanarak ¢alisir ve elde ettikleri sonuglar1 programi
yliriiten kalite kontrol kurulusuna bildirirler. Daha sonra bu sonuglar
referans degerler veya katilimci laboratuvarlarin ortalama sonuglari
ile karsilagtirilarak her laboratuvarin analitik performansi
degerlendirilir. Bu karsilastirma sayesinde Ol¢iim dogrulugu,
metodolojik tutarlilik ve laboratuvarlar arast varyasyon gibi
parametreler analiz edilebilir (Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg
et al., 2000).

Flow sitometri laboratuvarlari icin dis kalite degerlendirme
programlari 6zellikle immiinfenotipleme analizleri, lenfosit alt grup
saymimlart  ve  hematolojik ~ malignitelerin ~ immiinolojik
degerlendirilmesi gibi alanlarda biiyiik énem tagimaktadir. Ornegin
T, B ve dogal oldiiriicii hiicre alt popiilasyonlarinin sayisal
analizinde kullanilan yontemlerin farkli laboratuvarlarda tutarh
sonuglar vermesi klinik karar siiregleri agisindan kritik O6neme
sahiptir. Dis kalite degerlendirme programlari sayesinde kullanilan
antikor panelleri, cihaz ayarlar1 ve veri analiz stratejilerinden
kaynaklanabilecek farkliliklar belirlenebilir ve gerekli metodolojik
diizeltmeler yapilabilir (Perfetto et al., 2004; Shapiro, 2005).

Bu programlarin bir diger dnemli amaci laboratuvarlar arasinda
yontemsel farkliliklarin ortaya konulmasidir. Flow sitometri
analizlerinde kullanilan cihazlarin  teknik Ozellikleri, lazer
konfigiirasyonlari, floresan dedektorleri ve analiz yazilimlari
laboratuvardan laboratuvara farklilik gosterebilir. Ayrica Ornek
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hazirlama ydntemleri, antikor panelleri ve gating stratejileri gibi
analitik siireclerdeki degiskenlikler de sonuclar iizerinde etkili
olabilir. D1s kalite degerlendirme programlari, bu tiir farkliliklarin
analiz edilmesine ve laboratuvarlarin kendi yontemlerini optimize
etmesine olanak tanir. Bu sayede analiz siireclerinde
standardizasyon  saglanarak  sonuglarin  karsilastirilabilirligi
artirilabilir (Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg et al., 2006).

D1s kalite degerlendirme sonuglari ayni zamanda laboratuvarlarin
kalite yonetim sistemlerinin etkinligini degerlendirmede dnemli bir
ara¢ olarak kullanilmaktadir. Uluslararasi laboratuvar akreditasyon
standartlar1 kapsaminda, klinik laboratuvarlarin diizenli olarak dis
kalite degerlendirme programlarina katilmasi Onerilmektedir. Bu
programlara katilim, laboratuvarin analitik performansini siirekli
olarak izledigini ve kalite iyilestirme siireclerini aktif sekilde
uyguladigini gdsteren 6nemli bir gostergedir. Ozellikle akreditasyon
sireclerinde dis kalite degerlendirme sonuglar1 laboratuvar
performansinin objektif bir kanit1 olarak degerlendirilmektedir
(Brown & Wittwer, 2000; Perfetto et al., 2004).

Dis kalite degerlendirme programlart yalnizca performans
degerlendirmesi saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda egitim ve kalite
gelistirme agisindan da 6nemli katkilar sunar. Program sonuglarinin
analiz edilmesi, laboratuvarlarin giiclic ve gelistirilmesi gereken
yonlerini belirlemelerine yardimci olur. Performans degerlendirme
raporlart sayesinde laboratuvarlar analiz siire¢lerinde ortaya
cikabilecek sistematik hatalari tespit edebilir ve gerekli diizeltici
onlemleri planlayabilir. Bu siireg, laboratuvarlarda stirekli kalite
iyilestirme kiiltliriniin gelismesine katki saglar (Brown & Wittwer,
2000; Shapiro, 2005).

Sonug olarak dis kalite degerlendirme programlari, flow sitometri
laboratuvarlarinin  analitik performansint bagimsiz ve objektif
sekilde degerlendiren 6nemli kalite glivence araglaridir. Standart
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ornekler aracilifiyla gerceklestirilen karsilastirmali analizler,
laboratuvarlar arast uyumun artirilmasina ve analiz siire¢lerinin
standardizasyonuna katki saglamaktadir. Ayrica bu programlara
diizenli katilm, laboratuvar akreditasyonu, kalite yOnetim
sistemlerinin siirdiiriilebilirligi ve klinik karar siire¢lerinde giivenilir
veri elde edilmesi agisindan kritik bir rol oynamaktadir (Brown &
Wittwer, 2000; Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al., 2004;
Shapiro, 2005).

Laboratuvar Standardizasyonu ve Validasyon

Flow sitometri analizlerinin klinik laboratuvarlarda giivenilir
bicimde kullanilabilmesi i¢in standardizasyon ve validasyon
stireclerinin sistematik olarak uygulanmasi gerekmektedir. Flow
sitometri, cok sayida teknik parametre igeren ve analiz sonuglarinin
cihaz oOzellikleri, kullanilan antikor panelleri, 6rnek hazirlama
yontemleri ve veri analiz stratejileri gibi bircok faktdrden
etkilenebildigi karmasik bir laboratuvar yontemidir. Bu nedenle
analizlerin farkli zamanlarda ve farkli laboratuvarlarda benzer
sonuglar verebilmesi i¢in tiim analitik siireclerin belirli standartlara
gore diizenlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Standardizasyon ve
validasyon uygulamalari, elde edilen verilerin giivenilirligini
artirirken aym1 zamanda klinik karar siireglerinde kullanilan
laboratuvar sonuglarinin dogrulugunu destekler (Herzenberg et al.,
2006; Shapiro, 2005).

Laboratuvar standardizasyonu, flow sitometri analizlerinde
kullanilan yontemlerin belirli protokollere ve uluslararasi kabul
gormiis uygulama standartlarina uygun hale getirilmesini ifade eder.
Bu siirecte 6rnek toplama kosullari, 6rnek hazirlama protokolleri,
kullanilan antikor panelleri, boyama yontemleri, inkiibasyon stireleri
ve lizis islemleri gibi tiim pre-analitik ve analitik agamalar standart
hale  getirilmelidir. ~ Ayrica  cihaz  ayarlarinin,  lazer
konfigiirasyonlarinin ve floresan dedeksiyon kanallarinin da belirli

--68--



kriterlere gore optimize edilmesi gerekmektedir. Bu tiir
standartlastirilmis  prosediirler, analizler arasindaki teknik
varyasyonu  azaltarak  sonuglarin  tekrarlanabilirligini  ve
giivenilirligini artirir (Brown & Wittwer, 2000; Herzenberg et al.,
20006).

Flow sitometri laboratuvarlarinda standardizasyonun onemli bir
bileseni veri analiz siireglerinin uyumlastirilmasidir.  Gating
stratejileri, kompanzasyon ayarlari ve analiz algoritmalar
laboratuvardan laboratuvara farklilik gosterebilir ve bu durum
sonuglarin yorumlanmasini etkileyebilir. Bu nedenle veri analiz
stireclerinin belirli protokoller dogrultusunda yiiriitiilmesi ve
kullanilan analiz yontemlerinin ayrintili sekilde dokiimante edilmesi
gereklidir. Standart analiz sablonlarmin kullanilmasi1 ve analiz
sonuglarinin  belirli  raporlama formatlar1 ile  sunulmasi,
klinisyenlerin laboratuvar sonuglarini daha kolay yorumlamasina
yardimci olur (Brown & Wittwer, 2000; Shapiro, 2005).

Validasyon siireci ise bir analiz yonteminin klinik kullanim igin
uygunlugunu degerlendirmek amaciyla gerceklestirilen sistematik
testleri kapsar. Bir flow sitometri testinin validasyonu sirasinda
analiz yonteminin dogrulugu (accuracy), hassasiyeti (precision),
tekrarlanabilirligi (reproducibility), analitik duyarlilig1 (sensitivity)
ve Olgtim smurlart (limit of detection ve limit of quantification) gibi
performans parametreleri degerlendirilir. Bu siireg, testin klinik tani
ve hasta izleminde giivenilir sekilde kullanilabilecegini gostermek
acisindan kritik dneme sahiptir. Validasyon caligmalar1 genellikle
referans materyaller, bilinen kontrol Ornekleri veya daha Once
dogrulanmis analiz yoOntemleri ile karsilastirmali caligmalar
kullanilarak gergeklestirilir (Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al.,
2004).

Flow sitometri testlerinin validasyonu 0zellikle yeni analiz
yontemlerinin laboratuvar uygulamalarina dahil edilmesi sirasinda
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onem kazanir. Ornegin yeni gelistirilen bir antikor panelinin klinik
tan1 amaciyla kullanilabilmesi i¢in bu panelin hedef hiicre
poptilasyonlarint dogru sekilde tanimlayabildiginin gdsterilmesi
gerekir. Benzer sekilde yeni bir flow sitometri cihazinin laboratuvara
kurulmasi durumunda cihazin 6l¢iim performansit mevcut analiz
yontemleri ile karsilastirilarak dogrulanmalidir. Bu tiir validasyon
caligmalari, yeni teknolojilerin laboratuvar ortamina glivenli ve
dogru sekilde entegre edilmesini saglar (Brown & Wittwer, 2000;
Perfetto et al., 2004).

Uluslararas1 standartlar ve rehber dokiimanlar, flow sitometri
laboratuvarlarinda kalite yonetimi ve standardizasyon siire¢lerinin
uygulanmast i¢cin Onemli referanslar sunmaktadir. Klinik
laboratuvarlarda kalite yonetim sistemlerinin uygulanmasi, analiz
stireclerinin izlenebilirligini ve seffafligini artirmaktadir. Ayrica
uluslararas1 standartlara uyum, farkli laboratuvarlar arasinda
gerceklestirilen analizlerin karsilastirilabilirligini giiclendirir ve ¢ok
merkezli klinik ¢alismalarin giivenilirligini destekler (Brown &
Wittwer, 2000; Herzenberg et al., 2006).

Laboratuvar standardizasyonu ve validasyon uygulamalar1 ayni
zamanda klinik aragtirmalar ve translasyonel tip alaninda da 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ozellikle immiinoloji ve onkoloji alaninda
gergeklestirilen ¢ok merkezli arastirmalarda kullanilan flow
sitometri analizlerinin standardize edilmesi, farkli merkezlerden elde
edilen wverilerin karsilastirilabilir olmasini saglar. Bu durum,
biyobelirteg kesfi, tedavi yanitinin degerlendirilmesi ve hastalik
mekanizmalarinin anlasilmasi gibi arastirma alanlarinda elde edilen
verilerin bilimsel giivenilirligini artirmaktadir (Perfetto et al., 2004;
Shapiro, 2005).

Sonug olarak laboratuvar standardizasyonu ve validasyon siiregleri,
flow sitometri analizlerinin klinik tan1 ve aragtirma uygulamalarinda
giivenilir sekilde kullanilabilmesi i¢in temel gerekliliklerdir. Ornek
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hazirlama protokollerinin standartlastirilmasi, cihaz performansinin
dogrulanmasi, veri analiz siire¢lerinin uyumlastirilmas1 ve yeni
testlerin sistematik olarak valide edilmesi sayesinde laboratuvar
sonuglarinin  dogrulugu ve tekrarlanabilirligi artirilabilir. Bu
kapsamli kalite yonetim yaklasimi, flow sitometrinin modern klinik
laboratuvarlarda giivenilir bir tan1 ve arastirma yontemi olarak
kullanilmasmi desteklemektedir (Brown & Wittwer, 2000;
Herzenberg et al., 2006; Perfetto et al., 2004; Shapiro, 2005).

Flow Sitometrinin Avantajlar: ve Simirhliklar

Flow sitometri, hiicresel analizlerin hizli, hassas ve ¢cok parametreli
bicimde gerceklestirilebilmesine olanak saglayan ileri diizey bir
laboratuvar teknolojisidir. Bu yontem sayesinde hiicrelerin boyut,
graniilarite, ylizey ve sitoplazmik antijen ekspresyonu gibi fiziksel
ve biyokimyasal 6zellikleri ayni anda degerlendirilebilir. Tek bir
analizde c¢ok sayida parametrenin  Olgililebilmesi, hiicre
poptilasyonlarinin ayrintili sekilde karakterize edilmesine olanak
tanimaktadir. Bu nedenle flow sitometri 6zellikle hematoloji,
immiinoloji, onkoloji, transplantasyon tibb1 ve enfeksiyon
hastaliklar1 gibi alanlarda onemli tanisal ve arastirma araci haline
gelmistir (Kalina et al., 2012; Robinson et al., 2026; Robinson et al.,
2023).

Klinik uygulamalarda flow sitometri, hematolojik malignitelerin tan1
ve smiflandirilmasinda, immiin yetmezliklerin
degerlendirilmesinde, minimal rezidiiel hastalik analizlerinde ve
transplantasyon  sonrasi immiin  izlemde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte yontemin uygulanmasi teknik
uzmanlik, yiiksek maliyetli cihazlar ve karmasik veri analiz siirecleri
gerektirdiginden bazi siirliliklart da bulunmaktadir. Bu nedenle
flow sitometrinin avantajlarinin ve smirlhiliklarinin dogru sekilde
degerlendirilmesi, yontemin klinik uygulamalarda uygun bi¢imde
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kullanilabilmesi agisindan 6nemlidir (Robinson et al., 2026;
Robinson et al., 2023).

Flow Sitometrinin Avantajlar

Flow sitometrinin  klinik laboratuvarlarda yaygin olarak
kullanilmasinin en énemli nedenlerinden biri, ayn1 hiicre iizerinde
cok sayida biyolojik parametrenin es zamanli olarak analiz
edilebilmesidir. Modern flow sitometri sistemleri birden fazla lazer
kaynag1 ve ¢ok sayida floresan dedeksiyon kanali kullanarak onlarca
farkli antijenin ayni anda Olgiilmesine olanak tanimaktadir. Bu ¢ok
parametreli analiz kapasitesi, hiicresel heterojenitenin ayrintili
bicimde ortaya konulmasini saglar ve 6zellikle kompleks hiicre
poplilasyonlarinin  incelenmesinde Onemli avantajlar  sunar.
Hematolojik malignitelerin immiinfenotipik siniflandirilmast ve
minimal rezidiiel hastalik analizleri bu teknolojinin klinik ag¢idan en
onemli kullanim alanlar1 arasinda yer almaktadir (Robinson et al.,
2026; Robinson et al., 2023).

Flow sitometrinin bir diger 6nemli avantaj1 analizlerin ¢ok yiiksek
hizda gerceklestirilebilmesidir. Flow sitometri cihazlar1 saniyede
binlerce hiicreyi analiz edebilme kapasitesine sahiptir ve bu sayede
kisa siirede genis hiicre popiilasyonlar1 degerlendirilebilir. Bu
ozellik, 6zellikle klinik tani stire¢lerinde hizli sonug elde edilmesini
saglayarak hasta yonetiminde 6nemli katkilar sunmaktadir. Biiytik
hiicre popiilasyonlarinin istatistiksel olarak anlamli sekilde analiz
edilebilmesi de yontemin giivenilirligini artiran dnemli faktorlerden
biridir (Robinson et al., 2026; Robinson et al., 2023).

Y 6ntemin yiiksek duyarliliga sahip olmasi da 6nemli avantajlarindan
biridir. Flow sitometri, ¢ok diisiik oranlarda bulunan nadir hiicre
popililasyonlarinin tespit edilmesine olanak tanir. Bu 6zellik 6zellikle
minimal rezidiiel hastalik analizlerinde biiyiik klinik 6nem
tagimaktadir. Tedavi sonrast kemik iligi veya periferik kanda ¢ok

diistiik sayida bulunan malign hiicrelerin tespit edilmesi, hastaligin
—72--



prognozunun  degerlendirilmesine ve tedavi stratejilerinin
planlanmasina yardimecir olmaktadir (Robinson et al., 2026;
Robinson et al., 2023).

Flow sitometri ayrica hiicre fonksiyonlarinin degerlendirilmesine de
olanak saglayan bir yontemdir. Hiicre yiizey antijenlerinin yani sira
sitoplazmik proteinler, sitokinler ve hiicre i¢i sinyal molekiilleri de
analiz edilebilir. Bu sayede hiicre aktivasyonu, apoptozis,
proliferasyon ve sitokin iiretimi gibi bir¢ok biyolojik siire¢ ayrintili
sekilde incelenebilir. Bu 6zellikler flow sitometrinin yalnizca tanisal
bir ara¢ degil ayn1 zamanda gii¢lii bir aragtirma yontemi olmasini
saglamaktadir (Robinson et al., 2026; Robinson et al., 2023).

Bunun yaninda flow sitometri hiicrelerin canli olarak analiz
edilmesine olanak taniyan bir yontemdir. Bu durum, hiicre
poptilasyonlarinin fonksiyonel 6zelliklerinin degerlendirilmesine ve
canli hiicrelerin belirli 6zelliklere gore ayristirilmasina imkan verir.
Ozellikle hiicre ayirma (cell sorting) teknolojisi ile belirli hiicre
popiilasyonlariin izole edilmesi, immiinoloji ve kanser biyolojisi
aragtirmalarinda 6nemli uygulama alanlar1 bulmustur (Robinson et
al., 2026; Robinson et al., 2023).

Flow Sitometrinin Sinirhhiklar:

Flow sitometrinin ¢ok sayida avantajina ragmen bazi Onemli
siirliliklart da bulunmaktadir. Bu smirliliklarin basinda cihazlarin
yuksek maliyeti ve analizlerde kullanilan reaktiflerin pahali olmasi
gelmektedir. Flow sitometri cihazlar1 gelismis optik sistemler, lazer
kaynaklar1 ve hassas dedektorler iceren kompleks teknolojik
platformlardir. Ayrica ¢ok parametreli analizlerde kullanilan
floresan isaretli monoklonal antikor panelleri ve diger reaktifler de
onemli maliyet olusturabilmektedir. Bu durum, 6zellikle kaynaklari
siirlt olan laboratuvarlarda yontemin uygulanmasini zorlastirabilir
(Robinson et al., 2026; Robinson et al., 2023).

--73--



Bir diger 6nemli sinirhilik yontemin teknik agidan yiiksek diizeyde
uzmanlik gerektirmesidir. Flow sitometri analizlerinin dogru sekilde
gerceklestirilebilmesi i¢in 0rnek hazirlama stiregleri, antikor boyama
protokolleri, cihaz ayarlari, kompanzasyon islemleri ve veri analiz
stratejilerinin dikkatli sekilde uygulanmasi gerekir. Bu siireglerin
deneyimsiz personel tarafindan yiiriitiilmesi hatali sonuglarin ortaya
¢tkmasma neden olabilir. Ozellikle gating stratejilerinin yanlis
uygulanmasi veya kompanzasyon hatalar1 analiz sonuglarini ciddi
sekilde etkileyebilir (Robinson et al., 2026; Robinson et al., 2023).

Flow sitometrinin bir diger sinirlilig1 hiicre morfolojisi hakkinda
dogrudan bilgi saglamamasidir. Bu yontem hiicrelerin fiziksel
ozellikleri ve immiinfenotipik 6zellikleri hakkinda ayrintili veriler
sunabilse de mikroskobik morfoloji hakkinda dogrudan bilgi
vermez. Bu nedenle hematolojik hastaliklarin tanisinda flow
sitometri bulgulart mutlaka periferik yayma veya kemik iligi
aspirasyonunda yapilan morfolojik incelemeler ile birlikte
degerlendirilmelidir. Ayrica sitogenetik ve molekiiler analizler de
tanisal slirecin tamamlayict bilesenleri arasinda yer almaktadir
(Robinson et al., 2026; Robinson et al., 2023).

Cok parametreli analizlerde karsilasilan teknik zorluklardan biri de
floresan spektrumlarinin birbiriyle Ortiismesidir. Birden fazla
floresan boyanin aymi analizde kullanilmasi durumunda spektral
ortiisme nedeniyle sinyal karigsmalar1 ortaya ¢ikabilir. Bu durum
kompanzasyon adi verilen matematiksel diizeltme islemleri ile
giderilmeye caligilir. Ancak kompanzasyon isleminin dogru sekilde
uygulanmamast analiz sonuglarinin hatali yorumlanmasia yol
acabilir ve veri analiz siirecinin karmasikligini artirabilir (Robinson
et al., 2026; Robinson et al., 2023).

Flow sitometrinin bir diger smrliligi 6rnek kalitesine oldukga
duyarli olmasidir. Hiicre canliliginin diisiik oldugu veya ornek
hazirlama siirecinde hiicre biitlinliigiiniin bozuldugu durumlarda
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analiz sonuglar1 giivenilir olmayabilir. Ayrica bazi dokulardan elde
edilen hiicre silispansiyonlarinin hazirlanmast teknik acidan zor
olabilir. Bu nedenle uygun 6rnek toplama, saklama ve hazirlama
kosullarmin saglanmasi biiyiikk 6nem tasir (Robinson et al., 2026;
Robinson et al., 2023).

Flow sitometri, yliksek hizda ve ¢ok parametreli hiicresel analiz
imkani sunan giiclii bir laboratuvar yontemidir. Hiicresel fenotipin
ayrintili bicimde degerlendirilmesine olanak saglamasi, nadir hiicre
poptilasyonlarinin tespit edilebilmesi ve hiicre fonksiyonlarinin
analiz edilebilmesi gibi 0Ozellikleri sayesinde modern klinik
laboratuvarlarda 6nemli bir yer edinmistir. Bununla birlikte yiiksek
maliyet, teknik uzmanhik gereksinimi ve veri analizindeki
karmagiklik gibi sinirliliklar1 da bulunmaktadir. Bu nedenle flow
sitometri sonuglarinin diger laboratuvar yontemleri ile birlikte
degerlendirilmesi, klinik tani ve arastirma siireglerinde daha
kapsamli ve giivenilir sonucglarin elde edilmesine katki
saglamaktadir (Kalina et al., 2012; Robinson et al., 2026; Robinson
et al., 2023).

Gelecekte Flow Sitometri ve Yeni Teknolojik Gelismeler

Flow sitometri teknolojisi son yillarda 6nemli teknik ilerlemeler
kaydetmis ve hiicresel analiz kapasitesini belirgin sekilde artirmistir.
Lazer sistemlerindeki gelismeler, daha genis spektrumlu ve yiiksek
parlakliga sahip yeni nesil floresan boyalarin gelistirilmesi ve
gelismis veri analiz algoritmalarinin kullanilmasi sayesinde flow
sitometri cihazlar1 ¢ok daha fazla sayida parametreyi ayni hiicre
iizerinde es zamanli olarak Glgebilmektedir. Giliniimiizde gelismis
sistemlerde 30’dan fazla parametrenin ayni anda analiz edilebilmesi
miimkiin hale gelmistir. Bu durum, o6zellikle immiin sistem
hiicrelerinin fonksiyonel heterojenitesinin incelenmesi, nadir hiicre
popiilasyonlarinin belirlenmesi ve kompleks hiicresel aglarin analiz
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edilmesi agisindan 6nemli avantajlar saglamaktadir (Chattopadhyay
& Roederer, 2012).

Son yillarda 6ne ¢ikan en onemli yeniliklerden biri spektral flow
sitometri teknolojisidir. Geleneksel flow sitometri sistemlerinde her
floresan boya belirli bir filtre araciligiyla dlgiiliirken, spektral flow
sitometri tiim floresan spektrumunu analiz ederek floresan
sinyallerinin  ayrigtirllmasin1  saglar. Bu yaklasim, floresan
spektrumlarinin Grtiigmesinden kaynaklanan sinyal karigmalarinin
daha etkin bigimde ¢oziilmesine olanak tanimakta ve daha fazla
floresan belirtecin ayn1 anda kullanilabilmesini miimkiin kilmaktadir
(Paul Robinson & Rajwa, 2024). Boylece hiicresel fenotiplerin daha
ayrintili sekilde tanimlanmasi saglanmaktadir.

Bir diger 6nemli gelisme ise kiitle sitometrisi (CyTOF — Cytometry
by Time of Flight) teknolojisidir. Bu yontemde floresan boyalar
yerine agir metal izotoplar ile isaretlenmis antikorlar kullanilir ve
hiicreler kiitle spektrometrisi prensibi ile analiz edilir. Bu teknik,
floresan spektrumlarinin ¢akigmast gibi sinirlhiliklart ortadan
kaldirarak ~ ¢ok  daha  yiikksek  parametreli  analizlerin
gerceklestirilmesine olanak tanimaktadir. Kiitle sitometrisi 6zellikle
kompleks immiin hiicre popiilasyonlarinin analizinde, tlimor
mikrogevresinin incelenmesinde ve sistem biyolojisi ¢calismalarinda
onemli bir aragtirma araci haline gelmistir (Spitzer & Nolan, 2016).

Flow sitometri alanindaki bir diger 6nemli gelisme yliksek boyutlu
veri analizi ve biyoinformatik yontemlerinin kullanimidir. Cok
parametreli analizlerde elde edilen biiylik veri setlerinin
yorumlanmas1 giderek daha karmasik hale geldiginden, gelismis
istatistiksel algoritmalar ve makine 6grenmesi tabanli yontemler veri
analizinde 6nemli rol oynamaktadir. t-SNE (t-distributed stochastic
neighbor embedding), UMAP (uniform manifold approximation and
projection) ve FlowSOM gibi algoritmalar, yliksek boyutlu verilerin
gorsellestirilmesini ve hiicresel alt popiilasyonlarin daha dogru

--76--



sekilde tanimlanmasini saglamaktadir (Van Gassen et al., 2015). Bu
yaklagimlar, 6zellikle immiin hiicre alt gruplarinin kesfi ve hastalikla
iligkili ~ biyobelirteglerin  belirlenmesinde  6nemli  katkilar
sunmaktadir.

Gelecekte yapay zeka ve otomatik veri analiz sistemlerinin flow
sitometriye entegrasyonu, analiz siire¢lerinin standardizasyonunu ve
hizin1 artiracaktir. Yapay zeka tabanli algoritmalar, gating
stratejilerinin otomatiklestirilmesi, anormal hiicre popiilasyonlarinin
tanimlanmas1 ve klinik karar destek sistemlerinin gelistirilmesi
acisindan Onemli potansiyele sahiptir. Bu tlir sistemler, operator
bagimliligini azaltarak analizlerin daha objektif ve tekrarlanabilir
olmasini saglayabilir (Aghaeepour et al., 2013).

Flow sitometri teknolojisinin gelisimi ayn1 zamanda tek hiicre analiz
yontemleri ile de yakin iligki icerisindedir. Tek hiicre genomik ve
transkriptomik teknikleri ile flow sitometri verilerinin entegrasyonu,
hiicresel fonksiyonlarin daha kapsamli bigimde anlasilmasina katk1
saglamaktadir. Bu c¢oklu omik yaklagimlar, oOzellikle timor
biyolojisi, immiin yanit mekanizmalar1 ve hiicresel farklilagsma
slireclerinin arastirilmasinda yeni perspektifler sunmaktadir.

Flow sitometri, teknolojik gelismeler sayesinde giderek daha yiiksek
¢oOziintirliikte ve daha genis parametreli analiz imkani1 sunan gii¢li
bir hiicresel analiz platformu haline gelmektedir. Spektral sitometri,
kiitle sitometrisi, geligsmis biyoinformatik analiz yontemleri ve yapay
zekd destekli veri yorumlama sistemleri, bu teknolojinin hem
arastirma hem de klinik uygulamalardaki dnemini artirmaktadir. Bu
gelismeler dogrultusunda flow sitometri, ozellikle hematolojik
maligniteler, immiinolojik hastaliklar, transplantasyon izlem
stiregleri ve kisisellestirilmis tip uygulamalarinda gelecekte daha da
merkezi bir rol iistlenecektir.

Yiiksek Parametreli Flow Sitometri
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Yiiksek parametreli flow sitometri, son yillarda gelisen optik
sistemler, lazer teknolojileri ve yeni nesil floresan boyalarin
kullanimi sayesinde 6nemli 6l¢iide ilerleme gostermistir. Geleneksel
flow sitometri sistemlerinde genellikle 4—8 floresan parametresi ayni
anda analiz edilebilirken, giinlimiizde gelistirilen modern cihazlar
cok daha fazla sayida parametrenin es zamanl olarak Slgiilmesine
olanak tanimaktadir. Giincel ¢ok lazerli sistemlerde 20’den fazla
parametre rutin olarak analiz edilebilmekte, bazi ileri arastirma
platformlarinda ise 40’1n iizerinde belirtecin aym hiicre iizerinde
degerlendirilmesi miimkiin hale gelmistir (Maecker et al., 2012;
Perfetto et al., 2004).

Yiiksek  parametreli  analizlerin  temel avantaji,  hiicre
popiilasyonlarinin fenotipik ve fonksiyonel 6zelliklerinin ¢ok daha
ayrintili sekilde ortaya konulabilmesidir. Cok sayida yiizey ve
sitoplazmik belirtecin ayni anda analiz edilmesi sayesinde hiicre alt
poptilasyonlar1 daha hassas bi¢imde tanimlanabilmekte ve hiicresel
heterojenite daha kapsamli sekilde incelenebilmektedir. Bu durum
ozellikle bagisiklik sisteminin karmasik yapisinin anlasilmasi
acisindan biiyiik énem tagimaktadir. Immiinoloji alaninda yapilan
caligmalarda T hiicreleri, B hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve
dendritik hiicreler gibi ana hiicre gruplarinin yani sira bu hiicrelerin
cok sayida fonksiyonel alt grubunun da ayrintili bigimde analiz
edilmesi miimkiin hale gelmistir (Chattopadhyay et al., 2014;
Maecker et al., 2012).

Yiiksek parametreli flow sitometri, Ozellikle nadir hiicre
popiilasyonlariin tanimlanmasinda onemli avantajlar
saglamaktadir. Geleneksel analiz yontemlerinde tespit edilmesi gii¢
olan diisiik frekansli hiicre alt gruplari, ¢ok sayida belirtecin birlikte
degerlendirilmesi sayesinde daha giivenilir bicimde
belirlenebilmektedir. Bu durum, immiin sistemin fizyolojik
diizenlenmesinin  anlasilmas1  kadar  patolojik  siireglerin
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incelenmesinde de biiyiik 6nem tasimaktadir (Chattopadhyay et al.,
2014).

Hematolojik malignitelerde yiliksek parametreli flow sitometri
kullanimi, hastaliklarin immiinfenotipik siniflandirilmasinda 6nemli
katkilar saglamaktadir. Akut losemiler, kronik lenfoproliferatif
hastaliklar ve plazma hiicre hastaliklar1 gibi malignitelerde ¢ok
sayida immiinfenotipik belirtecin ayn1 anda degerlendirilmesi
sayesinde malign hiicre popiilasyonlar1 daha dogru sekilde
tanimlanabilmektedir. Ayrica bu yaklasim, normal ve malign hiicre
popiilasyonlarinin  ayrimmi  kolaylagtirarak tanisal dogrulugu
artirmaktadir (van Dongen et al., 2012).

Minimal rezidiiel hastalik (MRD) analizleri de yiiksek parametreli
flow sitometrinin 6nemli kullanim alanlarindan biridir. Cok sayida
belirtecin ayn1 anda degerlendirilmesi, tedavi sonrast ¢ok diisiik
diizeylerde bulunan rezidiiel malign hiicrelerin saptanmasini
miimkiin kilmaktadir. Giinlimiizde gelismis ¢cok parametreli flow
sitometri  yontemleri  ile  10“-10°  diizeyinde  hiicre
popiilasyonlarmin tespit edilebildigi bildirilmektedir. Bu yiiksek
duyarhilik, ozellikle akut l6semiler ve multipl miyelom gibi
hastaliklarda tedavi yanitinin degerlendirilmesi ve prognozun
belirlenmesi agisindan énemli klinik bilgiler saglamaktadir (Wood,
2016).

Yiiksek parametreli analizlerin yayginlasmasiyla birlikte veri analizi
stirecleri de daha karmasik hale gelmistir. Cok sayida parametrenin
degerlendirilmesi sonucunda yiiksek boyutlu veri setleri olugsmakta
ve bu verilerin dogru sekilde yorumlanabilmesi i¢in gelismis
biyoinformatik yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle t-
SNE, UMAP ve FlowSOM gibi gelismis veri analiz algoritmalari,
yiksek parametreli flow sitometri verilerinin gorsellestirilmesi ve
hiicresel alt popiilasyonlarin tanimlanmasinda giderek daha yaygin
bigimde kullanilmaktadir (Van Gassen et al., 2015).
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Yiiksek parametreli flow sitometri, hiicresel fenotiplerin daha
ayrintili sekilde incelenmesini saglayan ileri bir analiz yaklagimidir.
Bu teknoloji sayesinde immiin sistem hiicrelerinin fonksiyonel
cesitliligi daha kapsamli bigimde ortaya konulabilmekte,
hematolojik malignitelerin daha hassas siniflandirilmasi miimkiin
olmakta ve minimal rezidiiel hastalik analizlerinde daha yliksek
duyarhlik elde edilmektedir. Bu 6zellikler, yiiksek parametreli flow
sitometrinin hem temel aragtirmalarda hem de klinik uygulamalarda
giderek daha 6nemli bir rol listlenmesini saglamaktadir.

Spektral Flow Sitometri

Spektral flow sitometri, floresan sinyallerin yalnizca belirli dalga
boyu araliklarinda Olgiilmesi yerine tim emisyon spektrumunun
analiz edilmesine dayanan gelismis bir sitometrik teknolojidir.
Geleneksel flow sitometri sistemlerinde her floresan boya belirli
optik filtreler aracilifiyla oOlgiiliir ve farkli floresan boyalar
arasindaki spektral ortligme kompanzasyon islemleri ile diizeltilir.
Buna karsilik spektral flow sitometri, floresan boyalarin tiim spektral
imzasin1  kaydederek bu sinyalleri matematiksel ayristirma
algoritmalar1 ile analiz eder. Bu yaklagim, farkli floresan boyalar
arasindaki spektral Ortiismenin daha dogru sekilde ¢oziilmesine
olanak tanimaktadir (Paul Robinson & Rajwa, 2024).

Spektral flow sitometri sistemlerinde, floresan sinyaller ¢cok sayida
dedektor tarafindan genis bir dalga boyu araliginda 6l¢iiliir ve her
floresan boya kendine 6zgii spektral bir “parmak izi” ile tanimlanir.
Analiz sirasinda elde edilen toplam spektral sinyal, referans
spektrumlar kullanilarak ayristirilir ve boylece her floresan boyanin
katkis1 matematiksel olarak belirlenir. Bu siire¢ spektral ayristirma
(spectral unmixing) olarak adlandirilmaktadir ve geleneksel
kompanzasyon yontemlerine gore daha hassas sonuglar
saglayabilmektedir (Astakhova et al., 2025).
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Bu teknolojinin en 6nemli avantajlarindan biri, ¢ok sayida floresan
boyanin ayni anda kullanilmasina olanak tanimasidir. Geleneksel
sistemlerde floresan spektrumlarinin Ortiismesi analiz kapasitesini
sinirlayabilmektedir. Spektral flow sitometri ise spektral ayristirma
algoritmalar1 sayesinde birbirine oldukga yakin spektral 6zelliklere
sahip floresan boyalari bile ayirt edebilme kapasitesine sahiptir. Bu
durum, ¢ok renkli antikor panellerinin daha etkin sekilde
kullanilmasimn1 ve ¢ok parametreli analizlerin genisletilmesini
mimkiin kilmaktadir (Perfetto et al., 2004).

Spektral ~ flow  sitometri  Ozellikle  yliksek  parametreli
immiinfenotipleme g¢alismalarinda 6nemli avantajlar sunmaktadir.
Bu yontem sayesinde bagisiklik sistemi hiicrelerinin ¢ok sayida
ylizey ve sitoplazmik belirteci ayn1 anda analiz edilebilmekte ve
hiicresel heterojenite daha ayrintili sekilde ortaya konulabilmektedir.
Immiinoloji arastirmalarinda T hiicre alt popiilasyonlarinin
fonksiyonel farkliliklarinin  belirlenmesi, dendritik hiicre alt
gruplarinin tanimlanmasi ve dogal Oldiiriicti hiicrelerin fenotipik
cesitliliginin incelenmesi gibi bircok c¢alismada spektral flow
sitometri etkin sekilde kullanilmaktadir (Maecker et al., 2012).

Klinik uygulamalarda da spektral flow sitometri giderek daha fazla
onem kazanmaktadir. Ozellikle hematolojik malignitelerin
immiinfenotipik siiflandirilmasinda ¢ok sayida belirtecin ayn1 anda
degerlendirilmesi tanisal dogrulugu artirmaktadir. Bunun yani sira
minimal rezidiiel hastalik analizlerinde daha hassas tespit sinirlarina
ulagilmasina katki saglayabilmektedir. Cok parametreli veri elde
edilmesi, malign hiicre popiilasyonlarinin normal hiicrelerden daha
giivenilir sekilde ayrilmasini miimkiin kilmaktadir (Wood, 2016).

Spektral  flow  sitometri aym1 zamanda  oto-floresansin
ayristirilabilmesi agisindan da 6nemli avantajlar sunmaktadir. Bazi
hiicre tiplerinde veya biyolojik Orneklerde yiiksek oto-floresans
bulunmasi analiz dogrulugunu olumsuz etkileyebilmektedir.

--81--



Spektral analiz yontemleri, oto-floresansin spektral o6zelliklerini
tanimlayarak bu sinyalin diger floresan sinyallerden ayristirilmasin
saglayabilmektedir. Bu 06zellik o6zellikle doku oOrnekleri veya
kompleks biyolojik materyaller {izerinde yapilan analizlerde 6nemli
bir avantaj saglamaktadir (Astakhova et al., 2025; Perfetto et al.,
2004).

Bununla birlikte spektral flow sitometri teknolojisinin uygulanmasi
bazi teknik gereksinimler de icermektedir. Genis spektral veri
setlerinin elde edilmesi, gelismis veri analiz yazilimlarinin
kullanilmasin1 gerektirir. Ayrica spektral referans kiitiiphanelerinin
dogru sekilde olusturulmasi ve antikor panellerinin dikkatli bicimde
tasarlanmas1 analiz dogrulugu agisindan kritik Oneme sahiptir
(Maecker et al., 2012).

Spektral flow sitometri, cok parametreli hiicresel analiz kapasitesini
onemli Ol¢iide artiran yenilik¢i bir teknolojidir. Floresan sinyallerin
tiim spektrumunun analiz edilmesi sayesinde daha fazla floresan
belirtecin ayn1 anda kullanilabilmesi miimkiin olmakta ve hiicresel
fenotipleme daha ayrintili diizeyde gergeklestirilebilmektedir. Bu
ozellikler spektral flow sitometrinin = ozellikle immiinoloji
arastirmalari, hematolojik malignitelerin tanis1 ve minimal rezidiiel
hastalik analizler1 gibi alanlarda giderek daha genis kullanim
bulmasini saglamaktadir.

Klinik Laboratuvarlarda Yapay Zeka Destekli Analizler

Flow sitometri analizlerinde elde edilen veri miktar1 oldukca yiiksek
olup, Ozellikle ¢ok parametreli analizlerde ortaya c¢ikan yliksek
boyutlu veri setlerinin yorumlanmasi zaman alic1 ve karmasik bir
stire¢ haline gelebilmektedir. Modern flow sitometri sistemleri ayni
hiicre iizerinde onlarca parametreyi es zamanli olarak
olgebildiginden, elde edilen veri setleri milyonlarca hiicreye ait gok
sayida degisken icerebilmektedir. Bu nedenle son yillarda yapay

zeka ve makine 0grenmesi tabanli analiz yontemleri, flow sitometri
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verilerinin degerlendirilmesinde giderek daha fazla kullanilmaya
baslanmistir (Aghaeepour et al., 2013).

Yapay zeka algoritmalari, biiylik ve karmasik veri setlerini hizlh
sekilde analiz edebilme kapasitesine sahiptir. Bu algoritmalar hiicre
popiilasyonlarinin dagilimini istatistiksel ve matematiksel modeller
kullanarak inceleyebilir ve farkli hiicre alt gruplarini otomatik olarak
tamimlayabilir. Ozellikle gok parametreli analizlerde ortaya ¢ikan
yiksek  boyutlu  veri  yapilarmin  gorsellestirilmesi  ve
siiflandirilmast acisindan makine 6grenmesi teknikleri onemli
avantajlar saglamaktadir (Van Gassen et al., 2015).

Flow sitometri veri analizinde kullanilan yapay zeka tabanli
yaklagimlar arasinda denetimli (supervised) ve denetimsiz
(unsupervised) Ogrenme algoritmalart yer almaktadir. Denetimli
O0grenme yontemlerinde algoritma, dnceden etiketlenmis veri setleri
kullanilarak egitilir ve belirli hiicre popiilasyonlarini tanimlamak
iizere optimize edilir. Denetimsiz 6grenme yoOntemlerinde ise
algoritma, veri seti icerisindeki dogal Oriintiileri ve benzerlikleri
analiz ederek hiicre popiilasyonlarini otomatik olarak siiflandirir.
Bu yaklagimlar ozellikle daha 6nce tanimlanmamis hiicresel alt
popiilasyonlarin kesfedilmesinde onemli katkilar saglamaktadir
(Saeys et al., 2016).

Yapay zeka destekli sistemlerin en 6nemli kullanim alanlarindan biri
gating stratejilerinin  otomatiklestirilmesidir. Geleneksel flow
sitometri analizlerinde gating islemi c¢ogunlukla deneyimli
laboratuvar uzmanlari tarafindan manuel olarak
gergeklestirilmektedir. Ancak manuel gating islemleri operatore
bagl farkliliklar gosterebilir ve biiylik veri setlerinin analizinde
zaman alic1 olabilir. Yapay zeka tabanli algoritmalar ise gating
stireclerini otomatik hale getirerek analiz siliresini kisaltabilir ve
operator bagimliligini azaltabilir (Qian et al., 2010).
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Bunun yan1 sira yapay zeka algoritmalart nadir hiicre
poplilasyonlarinin ~ tespiti  acisindan da Onemli avantajlar
sunmaktadir. Minimal rezidiiel hastalik analizleri gibi durumlarda
cok diisiik frekansta bulunan hiicre popiilasyonlarinin dogru sekilde
belirlenmesi  biiylik ©6nem tasimaktadir. Makine &grenmesi
algoritmalari, yiiksek boyutlu veri setlerinde nadir hiicre
popiilasyonlarin1 daha hassas bi¢cimde tespit edebilmekte ve bu
sayede tanisal duyarlilig1 artirabilmektedir (Diggins et al., 2015; Van
Gassen et al., 2015).

Yapay zeka destekli analiz yontemleri ayrica hastalikla iliskili
hiicresel paternlerin belirlenmesi a¢isindan da nemli bir potansiyele
sahiptir. Biiyiik veri setlerinin analiz edilmesi sayesinde belirli
hastaliklarla iligkili immiinfenotipik imzalar tanimlanabilir. Bu
yaklagim,  Ozellikle hematolojik  malignitelerin  tanisinda,
immiinolojik hastaliklarin siniflandirilmasinda ve tedaviye verilen
yanitin  degerlendirilmesinde klinik karar destek sistemlerinin
gelistirilmesine katki saglayabilir (Aghaeepour et al., 2013; Saeys et
al., 2016).

Klinik laboratuvar uygulamalarinda yapay zeka tabanli analiz
sistemleri, veri yorumlama siireglerinin standardizasyonuna da
onemli katkilar sunabilir. Farkli laboratuvarlar arasinda kullanilan
analiz stratejileri ve yorumlama yontemleri zaman zaman
degiskenlik gdOsterebilmektedir. Yapay zeka destekli analiz
platformlarinin kullanilmasi, veri analiz siireclerinin daha objektif ve
tekrarlanabilir sekilde gerceklestirilmesini saglayarak sonuglarin
laboratuvarlar arasinda daha karsilagtirilabilir hale gelmesine
yardimec1 olabilir (Qian et al., 2010).

Bununla birlikte yapay zeka sistemlerinin klinik laboratuvarlarda
rutin kullanimina gegcis siirecinde bazi zorluklar da bulunmaktadir.
Bu sistemlerin giivenilir sekilde kullanilabilmesi i¢in genis ve iyi
tamimlanmis veri setleri ile egitilmeleri gerekmektedir. Ayrica
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algoritmalarin klinik dogrulugunun ve giivenilirliginin bagimsiz
caligmalarla dogrulanmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Veri giivenligi,
etik konular ve diizenleyici gereklilikler de bu teknolojilerin klinik
uygulamalara entegrasyonunda dikkate alinmasi gereken Onemli
faktorler arasinda yer almaktadir (Diggins et al., 2015).

Yapay zeka ve makine 0grenmesi tabanli analiz yontemleri, flow
sitometri verilerinin degerlendirilmesinde giderek daha 6nemli bir
rol oynamaktadir. Otomatik gating sistemleri, yliksek boyutlu veri
analiz algoritmalar1 ve klinik karar destek sistemleri sayesinde analiz
stireclerinin hizlandirilmasi, standardizasyonunun saglanmasi ve
tanisal dogrulugun artirilmas1 miimkiin hale gelmektedir. Gelecekte
yapay zeka tabanli sistemlerin flow sitometri laboratuvarlarinda
daha yaygin sekilde kullanilacagi ve klinik tani siireglerinde 6nemli
katkilar saglayacagi ongoriilmektedir.

Sonug¢

Flow sitometri, hiicresel analizlerin gerceklestirilmesinde yiiksek
duyarlilik, h1z ve ¢cok parametreli degerlendirme imkéni1 sunan giiclii
bir laboratuvar teknolojisidir. Hiicrelerin fiziksel 6zelliklerinin yan1
sira yiizey ve sitoplazmik antijen ekspresyonlarinin ayni anda analiz
edilebilmesi, bu yontemin klinik tan1 ve biyomedikal arastirmalarda
genis kullanim alant bulmasii saglamistir. Giinlimiizde flow
sitometri; hematolojik malignitelerin tanis1 ve smiflandiriimasi,
immiin yetmezliklerin degerlendirilmesi, transplantasyon sonrasi
immiin yeniden yapilanmanin izlenmesi ve immiin yanit
mekanizmalarinin arastirilmas1 gibi bir¢ok klinik ve arastirma
alaninda vazgecilmez bir ara¢ haline gelmistir.

Modern flow sitometri teknolojilerinin gelismesiyle birlikte analiz
kapasitesi onemli dl¢lide artmig ve ayni hiicre lizerinde ¢ok sayida
biyolojik parametrenin es zamanli olarak degerlendirilmesi miimkiin
hale gelmistir. Cok lazerli sistemler, gelismis floresan boyalar ve

yikksek parametreli analiz platformlar1 sayesinde hiicresel
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heterojenite ¢ok daha ayrintili sekilde incelenebilmektedir. Bu
gelismeler 6zellikle immiinfenotipleme ¢alismalarinda, nadir hiicre
poplilasyonlarinin tanimlanmasinda ve kompleks immiin hiicre
aglarinin analizinde 6nemli avantajlar saglamaktadir.

Flow sitometri ayni zamanda minimal rezidiiel hastalik (MRD)
analizlerinde yiiksek duyarlilifa sahip bir yontem olarak klinik
uygulamalarda 6nemli yer tutmaktadir. Ozellikle akut I6semiler ve
diger hematolojik malignitelerde tedavi sonrasi c¢ok diisiik
diizeylerde bulunan rezidiiel malign hiicrelerin tespit edilmesi,
hastalilk prognozunun belirlenmesi ve tedavi stratejilerinin
planlanmas1 agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Cok parametreli
immiinfenotipleme  yaklasimlar1  sayesinde malign hiicre
popililasyonlarinin normal hematopoietik hiicrelerden daha hassas
sekilde ayrilmast miimkiin hale gelmistir.

Bununla birlikte flow sitometri analizlerinin giivenilir ve
tekrarlanabilir sonuglar verebilmesi i¢in laboratuvar siireglerinin
dikkatli sekilde ydnetilmesi gerekmektedir. Ornek toplama ve
hazirlama asamalarimin uygun sekilde gerceklestirilmesi, antikor
panellerinin dogru bi¢imde tasarlanmasi, cihaz kalibrasyonunun
diizenli olarak yapilmasi ve kalite kontrol siire¢lerinin titizlikle
uygulanmast analiz dogrulugu acisindan kritik O6neme sahiptir.
Ayrica veri yorumlama siirecinin deneyimli laboratuvar uzmanlari
tarafindan gergeklestirilmesi, elde edilen sonuclarin klinik bilgilerle
dogru sekilde iliskilendirilmesini saglar.

Flow sitometri alanindaki teknolojik gelismeler bu yontemin
gelecekteki potansiyelini daha da artirmaktadir. Yiiksek parametreli
analiz sistemleri, spektral flow sitometri platformlart ve kiitle
sitometrisi gibi yeni teknolojiler, hiicresel analiz kapasitesini 6nemli
Olciide genisletmektedir. Bunun yani sira yapay zekd ve makine
ogrenmesi tabanli veri analiz yOntemlerinin gelistirilmesi, ¢ok
boyutlu veri setlerinin daha hizli ve dogru sekilde yorumlanmasina
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olanak saglamaktadir. Bu gelismeler, 0Ozellikle kompleks
immiinolojik siireglerin anlagilmasi ve hastalikla iligkili hiicresel
biyobelirteglerin tanimlanmasi agisindan yeni firsatlar sunmaktadir.

Gelecekte flow sitometri teknolojisinin genomik, transkriptomik ve
proteomik gibi diger tek hiicre analiz yontemleri ile entegrasyonu,
hiicresel biyolojinin daha kapsamli bi¢gimde anlasilmasina katki
saglayacaktir. Bu ¢ok disiplinli yaklagimlar sayesinde hastaliklarin
molekiiler mekanizmalari daha ayrintili sekilde ortaya konulabilecek
ve kisisellestirilmis tip uygulamalarimin gelistirilmesinde yeni
stratejiler olusturulabilecektir.

Sonug olarak flow sitometri, hiicresel analizlerde yiiksek dogruluk
ve c¢ok parametreli degerlendirme kapasitesi sunan ileri bir
laboratuvar yontemidir. Teknolojik gelismeler ve gelismis veri
analiz yaklagimlarinin entegrasyonu ile birlikte bu yontemin klinik
tani, tedavi takibi ve biyomedikal arastirmalardaki dnemi giderek
artmaktadir. Flow sitometri, modern tipta hiicresel diizeyde tanisal
ve arastirma odakli caligsmalarin temel araclarindan biri olmaya
devam edecektir.
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BOLUM 2

ANTI-MULLERIAN HORMON

NURULLAH AY!
EMINE EMSAL DURUSOY?

Giris

Anti-Miillerian hormon (AMH), TGF-f siiper ailesinin bir {iyesi
olup embriyonik donemde cinsiyet belirlenmesi ve farklilagsmasinin
diizenlenmesinde temel bir rol oynar. Cinsiyet farklilagmasi,
embriyonun erkek veya disi yoniinde gelisebilmesi i¢in genomik ve
hormonal sinyaller tarafindan yonlendirilen ¢ok asamali bir siirectir.
Varsayilan gelisim hatti  disi  yonde ilerler; yalnizea Y

kromozomunun varliginda erkek gelisim programi aktive olur (Rey,
2000).

XY kromozom takiminda bulunan SRY geni, erkek fenotipinin
ortaya ¢cikmasini saglayan genetik zinciri baslatir. SRY, SOX9'un
aktivasyonunu artirarak testis gelisim yolunu baglatir ve ayni
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zamanda ovarium gelisim yolunun baskilanmasina aracilik eder.
SOX9’un etkinlesmesiyle birlikte Sertoli hiicreleri farklilasir ve
AMH ekspresyonu belirgin sekilde artar. Bu hiicreler fetal donemin
ilerleyen asamalarindan puberteye kadar yiiksek diizeyde AMH
iiretir; puberte sonrasi ise iiretimde belirgin bir azalma gerceklesir
(Rey, 2000).

AMH’nin erkek gelisimindeki en erken etkilerinden biri, Miiller
kanalimin gerilemesine aracilik eden apoptozis dalgasinin
tetiklenmesidir. Bu silire¢ insan embriyolarinda yaklasik 55-60.
giinlerde gozlenir. Yeterli AMH bulunmadiginda, erkek fetiiste hem
erkek hem disi i¢c ve dis genital yapilar birlikte gelisebilir (Zhang,
2019).

Kadinlarda ise AMH f{iretimi fetal yasamin ikinci yarisinda,
yaklasik 23. haftada graniiloza hiicrelerinde baslar ve yetiskinlik
boyunca devam eder. Ureme dénemi boyunca kademeli bir azalma
gosteren AMH diizeyleri, menopoz doneminde belirgin sekilde diiser
ve zamanla saptanamaz hale gelir (Russell. 2022). AMH, primordial
folikiiller disinda primer, preantral ve kiiclik antral folikiiller
tarafindan {iretilir. Bu yoniiyle folikiiler gelisimin otokrin-parakrin
diizenlenmesinde 6nemli bir diizenleyici olup, FSH’ye bagiml
folikiil secimi gerceklestikten sonra ekspresyonu belirgin sekilde
azalir. Bu 6zelliklerinden dolay1 AMH, biiylimekte olan folikiillerin
sayisin1 ve over fonksiyonunu yansitan baslica biyobelirteclerden
biri olarak kabul edilmektedir. (Hager, 2023).

Over Rezervi

Kadinlar, dogduklar1 anda sahip olduklar1 oosit sayisiyla
yasamlarina baglarlar; bu say1 genellikle 1-2 milyon arasinda olup,
yasam boyu azalarak devam eder. AMH, over farklilasmasi igin
kritik bir hormon olmamakla birlikte Leydig hiicrelerinin
baskilanmasinda ve folikiil olgunlagmasiin ilerlemesinde rol
oynamaktadir. Folikiilogenez siirecinde primordial folikiillerin
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kontrollii bigimde aktiflesmesi biiyiik olciide AMH araciligiyla
diizenlenir (Rey, 2000).

Serum AMH diizeyleri, biiyiimekte olan folikiil popiilasyonunu
yansittig1 i¢in kadinlarda over rezervinin miktart ile giiglii bir
korelasyon gosterir ve ovulatuar kapasite hakkinda énemli bilgiler
saglar. Over rezervi, primordial folikiillerin sayis1 ve kalitesiyle
tanimlanirken, buna ek olarak fonksiyonel over rezervi (FOR)
kavrami da kullanilmaktadir. FOR, ¢ap1 2—5 mm arasinda degisen ve
FSH tarafindan secilerek biiyiime evresine girecek olan gelisen
folikiil havuzunu ifade eder. Bu folikiiller AMH iireten folikiillerdir
ve serum AMH diizeyi esas olarak FOR'u yansitir (Hager, 2023).

Geng kadinlarda AMH diizeylerinin primordial folikiil say1styla
birebir uyum goéstermemesinin nedeni, AMH'nin yalnizca
gelismekte olan belirli bir folikiil grubunda eksprese edilmesidir.
Dolayisiyla AMH, direkt bir primordial folikiil belirteci olmaktan
cok, primordial havuzdan biiyiimekte olan folikiillere gecisin dolayl
bir gostergesi olarak degerlendirilir (Hager, 2023).

Son 20 yil iginde yapilan ¢ok sayida calisma, serum AMH
diizeylerinin biiyliyen folikiil sayisiyla yiiksek korelasyon
gosterdigini, her iki parametrenin de yaklasik 25 yasindan sonra yasa
bagli olarak azaldigin1 ortaya koymustur. AMH diizeyleri geng
eriskinlik doneminde zirveye ulasir, 25 yas civarinda plato yapar ve
sonraki yillarda diizenli bir diisiis gosterir (Hager, 2023). PKOS’u
olmayan kadinlarda yiiksek AMH seviyeleri genellikle yiiksek
dogurganlik kapasitesiyle iligkilendirilmistir (Abbott, 2024).

AMH diizeyini etkileyen ¢esitli dis faktorler de mevcuttur.
Hormonal kontrasepsiyon, serum AMH diizeylerinde %14-55
arasinda degisen oranlarda azalmaya yol acabilir (Rudnicka, 2022).
Gebelikte ise AMH diizeyleri ikinci ve {igiincii trimesterlerde over
inaktivitesine bagli olarak azalir; birinci trimesterdeki degerler
gebelik Oncesi seviyelere daha yakindir ve dogumdan sonra normale
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doner (Van der ham,2024). Son arastirmalar, serum D vitamininin
yiikksek oldugu durumlarda AMH diizeylerinin de daha yiiksek
olabildigini ve her iki parametrenin mevsimsel degiskenlik
gosterebildigini bildirmektedir (Abbott, 2024). Bunun nedeni, AMH
geninin promotér bolgesinde D vitamini yanit elemaninin
bulunmasidir; bu da D vitamini durumunun AMH ekspresyonunu
modiile etmesine olanak tanir (Kilig, 2025).

Polikistik Over Sendromu (PCOS)

PCOS, ireme cagindaki kadinlarin yaklasik %15-20’sinde
goriilen ve kronik anovulasyon ile anovulatuvar infertilitenin en
yaygin nedenini olusturan bir over fonksiyon bozuklugudur (Biilow,
2023). Klinik tablo hastadan hastaya degisiklik gostermekle birlikte;
kronik ovulasyon bozukluklari, hiperandrojenizm, hiperinsiilinemi
ve ultrasonografide polikistik ovarium goriiniimii baglica bulgular

arasindadir. Bu sendrom ayrica ¢esitli tireme, endokrin ve metabolik
belirti ve bulgularla birlikte seyredebilir (Rudnicka, 2022).

Tan1 icin en sik kullanilan Rotterdam kriterlerine gore, diger
ilgili hastaliklar dislandiktan sonra asagidaki ii¢ kriterden en az
ikisinin bulunmasi gerekmektedir: oligo/anovulasyon, klinik veya
biyokimyasal hiperandrojenizm, ultrasonografide polikistik over
morfolojisi Polikistik over yapisi, her biri 2-9 mm ¢apinda 12 veya
daha fazla folikiil bulunmasi ve/veya over hacminin 10 mL’den
biiyiik olmasi ile tanimlanir (Abbott, 2024).

PCOS’lu kadinlarda dolagimdaki AMH diizeylerinin, ayni yas
grubundaki saglikli kadinlara gore iki ila {i¢ kat daha yiiksek oldugu
gosterilmistir. Bu artig, preantral ve kiiclik antral folikiillerin
sayisindaki belirgin yiikselme ve folikiiler kitlenin genislemesiyle
iligkilidir. Bu nedenle AMH’nin, hem PCOS tanisinda
kullanilabilecek ~ bir  biyobelirte¢ hem de  sendromun
patofizyolojisinde  rol  oynayan bir faktér olabilecegi
distiniilmektedir (Ford, 2025).
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Arastirmalar, AMH diizeylerinin PCOS nin siddeti ile de pozitif
yonde iliskili oldugunu gostermektedir. Amenoreik PCOS’lu
kadinlarda AMH degerlerinin oligomenoreik kadinlara kiyasla daha
yiiksek bulunmasi, agir folikiiler gelisim bozuklugu ve graniiloza
hiicre fonksiyonundaki daha belirgin yetersizligi diistindiirmektedir
(Nelson, 2024).

PCOS patogenezi agisindan 6ne siiriilen mekanizmalardan biri,
AMH’nin primordial folikiillerin dinlenme havuzundan g¢ikigin
baskilamas1 ve gelismekte olan folikiillerin FSH’ye yanitim
azaltarak anovulasyona yol agmasidir (Zhang, 2019). Buna ek olarak
AMH’nin, hipotalamusta GnRH’ye baghi LH pulslarin1 artirarak
folikiil gelisiminin diizenini bozdugu gosterilmistir (Arnanz, 2023).
Hem insan hem de kemirgen g¢alismalarinda GnRH néronlarinda
AMH reseptorii (AMHR2) tespit edilmis olmasi, AMH’nin
PCOS’deki noroendokrin diizensizlikte dogrudan rol oynadig:
goriigiinii desteklemektedir (Rudnicka, 2022).

Androjen diizeyleri ile AMH arasinda pozitif iliski bulunmasi,
AMH’nin aromataz aktivitesini baskilamasiyla aciklanmaktadir [4].
Ayrica obezite, hiperinsiilinemi ve hiperandrojenizm, PCOS’lu
kadinlarda artmis AMH diizeylerine katkida bulunan temel
faktorlerdir (Zhang, 2019).

Ultrason kullanimina dayal1 antral folikiil sayim1 (AFC), mevcut
tan1 kriterlerinde yer alsa da; virginal veya obez kadinlarda
transabdominal degerlendirme gii¢lestigi icin PCOS morfolojisinin
yorumlanmasi olduk¢a degiskenlik gosterebilir (Rudnicka, 2022).
Bu nedenle kiiciik folikiillerin artisin1 daha nesnel sekilde yansittigi
icin serum AMH Ol¢limiiniin tanida alternatif bir kriter olarak
kullanilabilecegi onerilmektedir. AMH’nin tiim menstrual dongii
boyunca stabil olmasi ve hipotalamus—hipofiz aksindan bagimsiz
caligmasi, onu diger over rezervi belirteclerine gore daha kullanish
hale getirmektedir (Biilow, 2023).
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Semptomatik kadinlarda 4.7 ng/mL esik degeri i¢in AMH’nin
PCOS tanisinda %82.8 duyarlilk ve %79.4 06zgiilliige sahip
oldugunu gosterilmistir (Ban, 2022). Cinli kadinlarda yapilan
caligmada, tani i¢in 20-29 yas arasi i¢in 8.16 ng/mL, 30-39 yas
grubu i¢in ise 5.89 ng/mL esik degerler dnerilmistir (Abbott, 2024).

Giincel c¢alismalar, AMH’nin yalnizca tanida degil tedavi
planlamasinda da 6nemli bir rol oynayabilecegini géstermektedir.
PCOS’lu kadinlarda serum AMH diizeyleri, klomifen sitrat veya
gonadotropin tedavilerine verilecek over yanitin1 dngdrebilmekte;
yliksek AMH diizeyleri daha yiiksek gonadotropin dozlarina ve daha
uzun tedavi siirelerine gereksinim oldugunu gdstermektedir
(Rudnicka, 2022).

Yardimci Ureme Teknikleri

Kadinlarda fertilite problemi séz konusu oldugunda, over
yanitinin diizenlenmesi ¢ogunlukla disaridan uygulanan FSH ile
saglanmaktadir. Kontrollii over stimiilasyonuna baglamadan 6nce
over yanitinin ongoriilebilmesi hem dogru hasta bilgilendirmesi
yapilabilmesi hem de kisiye 0zgli gonadotropin dozunun
belirlenebilmesi agisindan son derece onemlidir. Yardimci iireme
tekniklerinin basarisi, uygulanan stimiilasyonun ardindan elde edilen
oositlerin sayis1 ve kalitesiyle dogrudan iliskilidir. Bu nedenle over
yaniti, dolayli olarak over rezervinin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Cobo, 2021).

AMH 6l¢iimii, giiniimiizde birgok yardimei iireme merkezinde
standart bir degerlendirme yontemi haline gelmis olup, 6zellikle giin
siklusunun {igiincii giiniinde Olciilen FSH gibi geleneksel
belirteglerden daha duyarli bulunmustur. Caligsmalar, diisik AMH
diizeylerinin gonadotropin uyarisina zayif yanit ve dolayisiyla daha
disik gebelik oranlar ile iligkilendirildigini gostermektedir.
Kontrollii over hiperstimiilasyonunda (COH) zayif yanit genellikle
bes veya daha az oosit elde edilmesi ya da siklusun iptal edilmesiyle
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tanimlanir (Hager,2023). En ideal oosit sayisinin yaklagik 10—12
oldugu kabul edilmektedir (Kostrzewa, 2020). Ulusal kilavuzlar,
baslangi¢c FSH dozunun kisisel over rezerv gostergelerine gore AMH
dahil 6zellestirilmesi gerektigini vurgulamaktadir (Wang,2022). Bu
kapsamda, AMH diizeyi, COH sirasinda kullanilacak FSH dozunun
belirlenmesine yonelik algoritmalarin temel bilesenlerinden birini
olusturmaktadir. Asir1 veya yetersiz stimiilasyon hem siklus iptali
riskini artirmakta hem de ovarian hiperstimiilasyon sendromu
gelisme olasiligini yiikseltmektedir. Bu nedenle FSH dozunun dogru
sekilde ayarlanmasi klinik basart i¢in kritik Onemdedir
(Hager,2023).

Kisiye 6zgli doz ayarlamasi yapilan protokollerin geleneksel
yontemlere kiyasla daha fazla sayida kadinda 8-14 oosit elde
edilmesini sagladigini, asir1 ya da yetersiz yanit oranlarinin daha
diistik oldugunu ve ovarian hiperstimiilasyon profilaksisine daha az
ihtiyag duyuldugunu ortaya koymustur (Dhanushi, 2023). Ozellikle
ileri yastaki kadmlarda serum AMH diizeyinin canli dogum
olasiligin1 ongdérmede etkili oldugunu gdstermistir; 21 pmol/L
izerindeki AMH diizeyleri daha yiiksek canli dogum oranlariyla
iligkilendirilmistir (Turkyilmaz, 2022).

AMH diizeyinin 1.43 pmol/L’nin altinda oldugu hastalarda,
blastosist dondurma olasiliginin  belirgin  sekilde azaldig:
gosterilmistir. Bu durumun hasta yasindan bagimsiz oldugu
vurgulanmistir (Gatta, 2024). Yapilan ¢alismada >2.7 ng/mL AMH
diizeylerinin daha yiiksek implantasyon oranlari ile iliskili oldugunu
desteklemekte, boylece AMH nin embriyo kalitesi i¢cin onemli bir
biyobelirte¢ olabilecegini diistindiirmektedir (Rudnicka, 2021).

Infertil kadimlarda endometriozis sikligmin oldukga yiiksek
oldugu  bilinmektedir.  Infertii  kadinlarin  %20-50’sinde
endometriozis mevcuttur (Tang, 2020). Endometriozisin neden
oldugu infertilitenin mekanizmasi tam olarak agiklanamamis olsa

da; kronik inflamasyon, oksidatif stres artisi, hiicre dongiisiinde
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bozulma ve yetersiz anjiyogenez yoluyla over rezervinin olumsuz
etkilendigi  diisiiniilmektedir (Kim, 2024). Endometriozisli
kadinlarin peritoneal sivilarinda AMH diizeylerinin hastalig
olmayan kadinlara gore daha diisiik oldugunu gostermistir (Victoria,
2019).

Endometriozis tedavisinde cerrahi girisimler ve medikal
tedaviler kullanilmaktadir; ancak agr1 kesiciler ve hormonal
tedaviler hastalig1 tamamen ortadan kaldirmamakta ve yliksek niiks
oranlarmma yol agmaktadir (McGrath, 2021). Cerrahi tedavi ise,
ozellikle laparoskopik girisimler, over rezervini azaltarak AMH
diizeylerinde diisiise neden olabilir. Laparoskopi uzun siire birinci
basamak tedavi olarak onerilmis olsa da, Yardimc1 Ureme Teknikleri
nin ikinci basamak olarak uygulanmasi yaygin bir yaklagimdir.
Bununla birlikte laparoskopik cerrahi ve Yardimc1 Ureme Teknikleri
nin birlikte uygulanmas1 bazi olgularda gebelik sansini artirsa da,
over dokusunda iyatrojenik hasar ve skar olusumu riskini
yiikselterek rezerv kaybina yol agabilir (Tang, 2020).

Over cerrahisinin AMH diizeylerini ve antral folikiil sayisin
azalttig1, dolayisiyla fertiliteyi olumsuz etkiledigi bilinmektedir (L1,
2023). Bu kayb1 oOnlemek amaciyla, endometriozisli kadinlara
ameliyat Oncesi fertilite korunmasi yontemi olarak oosit
kriyoprezervasyonu onerilmektedir (Kim, 2024).

Prematiir Over Yetmezligi

Prematiir over yetmezligi (POI) ya da prematiir over
yetmezligi/fonksiyon kaybi (POF), overlerin 40 yasindan once
islevini kaybetmesiyle karakterize edilen bir durumdur. Bu erken
menopoz tablosunda overler yeterli diizeyde Ostrojen liretemez;
ortaya ¢ikan hipodstrojenizm nedeniyle oosit gelisimi diizenli olarak
stirdiirilemez (Mitchell, 2018). Sonu¢ olarak gonadlarda kalan
folikiiller hizla tiikkenir ve infertilite gelisir (Ramezani, 2020).
POI’nin prevelansi 40 yas altindaki kadinlarda yaklasik %1°dir. Risk
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yasla birlikte belirgin sekilde yiikselir: 18-25 yas arasinda 1/10.000,
25-30 yas arasinda 1/1000, 35—40 yas araliginda ise 1/100’e kadar
cikar (Grynnerup, 2012).

Tanisal agidan POI; 40 yasindan kiiciik bir kadinda en az dort ay
siireyle oligomenore ya da amenore goriilmesi ve bir ay arayla
Olciilen iki farkli FSH diizeyinin 40 IU/L’nin {izerinde olmas ile
birlikte Ostradiol diizeyinin 50 mol/L’nin altinda saptanmasi ile
tanimlanir (Khan, 2019).

PO, iki temel mekanizma ile ortaya ¢ikabilir: folikiil fonksiyon
bozuklugu ve folikiil sayisinda azalma (folikiiler deplesyon). Bu
mekanizmalardan her biri ¢ok cesitli nedenlerle tetiklenebilir.
Ornegin folikiil fonksiyon bozuklugu; FSH/LH reseptorlerindeki
sinyal kusurlarindan, G protein mutasyonlarindan, enzim
eksikliklerinden veya otoimmiin siire¢lerden kaynaklanabilir.
Folikiil kayb ise yetersiz baglangi¢ folikiil sayisi, hizlanmis spontan
folikiil kayb1 ya da cevresel faktorlere bagl folikiil hasar1 sonucu
gelisebilir (Khan, 2019).

POI'nin kesin nedeninin ¢ogu vakada agiklanamamasina
ragmen, genetik faktorlerin 6nemli rol oynayabilecegini gosteren
calismalar bulunmaktadir (Ramezani, 2020). POI olgularinin
yaklasik %15’inin aile Oykiisii pozitif oldugunu bildirilmis ve
genetik etiyolojinin giiclii olasiligina dikkat ¢ekilmistir (Grynnerup,
2012). Genetik temelli POI; X kromozomundaki monosomi, trisomi,
translokasyon gibi bozukluklardan veya otozomal mutasyonlardan
kaynaklanabilir. Giinlimiizde kadinlarin annelik yasimin gecikmesi
nedeniyle POD'nin kiiresel bir saglik sorunu héline geldigini,
ozellikle DNA onarimi, mayoz ve mitokondriyal fonksiyonlarla
iligkili genlerdeki mutasyonlarin POI gelisiminde etkili olabilecegini
gosterilmistir (Tanaka,2024). Ayrica sitokinlerin POI i¢in yeni
biyobelirtegler olarak kullanilabilecegi yoniinde giincel kanitlar da
mevcuttur (von Wolff, 2020). Buna karsin POI vakalarinin yaklagik
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%90’min  hadla aciklanamayan nedenlere bagli oldugunu
belirtilmektedir (Khan, 2019).

AMH diizeyi, POI/POF degerlendirmesinde Onemli bir
biyobelirteg olarak one ¢ikmaktadir. POI/POF olan kadinlarda AMH
diizeylerinin saglikli kadinlara kiyasla belirgin sekilde diistik
oldugunu gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada, iireme g¢agindaki
saglikl kadinlarda ortalama AMH diizeyi 16.97 = 5.80 pmol/L iken,
POF’li kadinlarda bu deger 0.65 + 1.81 pmol/L olarak bulunmustur
(Nelson, 2023). 125 hastada yapilan degerlendirmede POF grubunda
ortalama AMH nin 0.04 = 0.10 ng/mL, POI grubunda ise 0.69 =+ 1.46
ng/mL oldugunu saptamistir [30]. 601 hastay1 kapsayan ¢alismada,
erken POI/POF olgularinin %75.04’tinde (451/601) AMH diizeyinin
Ol¢iilemez kadar diisiik oldugu bildirilmistir (Kim, 2024).

Ilagla indiiklenmis prematiir over yetmezligi modeli olusturulan
farelerde insan plasenta mezenkimal kok hiicre naklinin etkileri
incelenmistir (Tanaka, 2024). Kok hiicre tedavisi, overlerde AMH
diizeylerinin yiikselmesini saglayarak gonadotropin ve Ostrojen
diizeylerini iyilestirmis, folikiil gelisimini artirmis ve graniiloza
hiicre apoptozunu azaltmistir.  Calisma, yalmizca AMH
ekspresyonundaki  artis  sayesinde kok hiicrelerin  over
fonksiyonunda belirgin iyilesme sagladigin1 gostermistir (McGrath,
2021).

Menopoz

AMH, menopoz zamanlamasin1 Ongdrmede giiniimiizde en
giiclii biyobelirteclerden biri olarak kabul edilmektedir. Menopoz,
bir kadinin yasamindaki son adet kanamasini ifade eder ve ortalama
olarak 51 yas civarinda goriiliir (Tang, 2020. Bununla birlikte
menopoz yasi genis bir aralikta degisebilir ve 40 ile 60 yas arasinda
gergeklesebilir. Dogurganlik kapasitesi ise menopozdan yaklasik
10-13 y1l 6nce belirgin bi¢imde azalmaya baslar (Nelson, 2023).
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Menopoz yasinin belirlenmesinde genetik faktorlerin 6nemli bir
rolii oldugu bilinmektedir; annenin menopoz yast ¢ogu zaman
kizinin menopoz yasina dair fikir verebilir. Genetik varyasyonlarin
menopoz yasindaki degiskenligin yaklasik %50’sini acikladigi
bildirilmektedir (Visser, 2020). Biiyiik 0lgekli popiilasyon
caligmalari, menopoz yasmin ongoriilmesinde AMH’nin annesel
genetik faktorlerden daha gii¢lii bir belirleyici oldugunu gostermistir
(Gatczynska, 2025).

Tek bir AMH 6l¢limii, geng bir kadinin menopoz zamanini yillar
oncesinden tahmin etmede kullanilabilir. Hem hasta yas1 hem de tek
Olciimden elde edilen AMH degeri ile olusturulan matematiksel
modeller, menopoz yasini yiiksek dogrulukla tahmin edebilmektedir
(Van der Ham, 2024). 1265 uygun aday arasindan rastgele sectilen
266 kadin iizerinde yaptig1 uzun siireli ¢aligmada, katilimeilarin
AMH seviyeleri ii¢ yilda bir olmak iizere ii¢ kez ol¢lilmiis ve alti
yillik siirecte tiim yas gruplarinda AMH diizeylerinde belirgin diisiis
gbzlenmistir. Arastirmacilar baglangigtaki AMH  degerlerini
kullanarak bireysel menopoz yasini tahmin eden hizlandirilmis
yasam modeli gelistirmis ve bu model 2049 yas aras1 kadinlarda
menopoz yasini basarili bigimde Ongdrmiistiir. Birgok ¢alisma,
menopozun dngdrilmesinde AMH nin estradiol, FSH ve inhibin B
gibi diger belirteclerden daha giivenilir oldugunu gdstermistir.
(Dykgraaf, 2023).

AMH diizeyi kadin yasami boyunca karakteristik bir degisim
gosterir: dogumdan itibaren yiikselerek yaklasik 25 yas civarinda en
yiksek diizeye ulasir, ardindan yillar i¢inde kademeli olarak azalir
ve postmenopozal donemde neredeyse saptanamaz seviyelere iner
(Nelson, 2023). AMH, 6zellikle dongiisel olmayan over aktivitesinin
bir gostergesidir. Luteal fazda, ovulasyonu takiben AMH
seviyelerinin en diisiik diizeylerde oldugunu bildirilmistir. Ancak
postmenopozal kadinlarda dongiisel degisim neredeyse tamamen
kaybolur (Moridi, 2020).

--108--



Menopozdan yaklastk bes yil o6nce AMH diizeylerinin
oOlgiilemeyecek kadar diistiigiinii gosterilmistir (Petrillo, 2022). Bu
durum, primordial folikiil havuzunun tiikenmekte oldugunun giiclii
bir biyolojik isaretidir. AMH, antral folikiil havuzunun boyutunu
dogru bir bicimde yansitir ve over hacmi ile antral folikiil sayis1 gibi
parametreler de AMH diizeyleriyle olan iligkileri nedeniyle menopoz
zamanina dolayli isaretler saglar (Rosario, 2024).

Buna ragmen bazi arastirmacilar AMH nin her yoniiyle bireysel
over yaslanmasim1  tam  olarak  aciklayamayabilecegini
savunmaktadir. AMH ve diger over rezerv belirteglerinin menopoz
yastyla iliskili oldugunu ancak bireyin over yaslanma siirecinin
ayrintili  seyrini  kesin olarak yansitmadigini  bildirilmistir
(Moolhuijsen, 2020). AMH’nin menopoz baglangicina kadar gecen
siireyi tahmin etmede anlamli bir belirleyici oldugunu bulmakla
birlikte, kisiye 6zel menopoz yasinin tam olarak hesaplanmasinda
belirgin hata pay1 bulundugunu gostermistir. Ayrica yas ilerledikce
AMH’nin menopozu O6ngdérme giicliniin azaldigr bilinmektedir.
AMH, ozellikle gen¢ yaslardaki kadinlarda erken menopoz riskini
degerlendirmede degerli bir biyobelirte¢ olarak goriilse de,
menopozun kesin yasini tahmin etmede tek basina mutlak dogruluk
saglamamaktadir. (Lin, 2021).

Sonug¢

AMH, biiyiime stiregleri, cinsel farklilasma ve folikiilogenezde
kritik rol oynayan bir TGF-B ailesi iiyesidir. Kadinlarda fetal
donemden itibaren graniiloza hiicreleri tarafindan tretilen AMH,
yasam boyunca kademeli olarak azalir ve menopoz doneminde
neredeyse tamamen kaybolur. AMH diizeyleri ile ovulasyon
kapasitesi ve over rezervi arasinda gii¢lii bir iliski bulunmasi, bu
hormonu over fonksiyonunun giivenilir bir biyobelirteci haline
getirmektedir.
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Serum AMH o6lgiimleri PCOS, yardimci iireme teknikleri,
prematiir over yetmezligi (POF/POI) riski ve menopoz yasinin
ongoriilmesi gibi bircok klinik tabloya 6nemli katkilar sunmaktadir.
Bu kapsamda AMH, hem iireme sagligmin degerlendirilmesinde
hem de bireyin iireme yasam siiresinin tahmin edilmesinde
klinisyenlere degerli bilgiler saglar.

Sonug¢ olarak AMH; over fonksiyonunun izlenmesi, lireme
potansiyelinin belirlenmesi ve ¢esitli jinekolojik durumlarin
yonetilmesinde temel bir ara¢ olup, farkli klinik senaryolarda tedavi
yaklagiminin  kisisellestirilmesine  6nemli  Ol¢iide  yardimct
olmaktadir.
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BOLUM 3

POSTMENAPOZDA OMENTIN 1’IN ROLU

NAZIFE DOGAN!

Giris
Kemik mineral yogunlugunun azaldigi ve birgok kirik
tiriiniin  goriilme sikhiginin arttig1 osteoporozda kemigin mikro
yapist degismektedir. Osteoporozda kemigin rezorbsiyonu ve
yeniden yapilanmasi (bone remodeling) arasindaki denge bozularak
mineral yogunlugunun azaldig1 kiriklar sik saptanmaktadir. . Post
menapozda gozlenen osteoporozda ise azalan dstrojen etkisiyle hem
osteoblast apoptozundaki artisa hem de osteoklastik aktiviteyi
uyaran sitokinlerdeki artisa bagli gézlenen inflamasyon ile kalca ve
omurga kiriklarinin gézlenmesi 6nemli bir halk sagligi sorunudur.
Bu halk sagligi sorununun tanisinda, tedavisinde ve takibinde en
yaygin kemik mineral yogunlugu gosteren t skoru kullanilmaktadir.
Beyaz yag dokusundan salinan mediyatrler olan adipokinler
baslangicta obeziteyle ilgili arastirilirken gilinlimiizde inflamatuvar
cevap ve immiin sistem gibi farkli patofizyolojik siireclerdeki rolleri
de onem kazanmaktadir. Kronik inflamasyonla osteoporozda pro-
inflamatuar sitokinlerdeki artiglar nedeniyle kemik kayiplar

1 Uzman Doktor, Basaksehir Cam ve Sakura Sehir Hastanesi, T1ibbi

Biyokimya, Orcid: 0009-0008-6737-0416
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olusabilmektedir. Postmenapozal osteoporozda antiinflamatuvar
etkili bir adipokin olan omentin-1 farkli patofizyolojik siireglerde
antiinflamatuar ~ makrofajlart  arttirarak ~ kemik  kaybim
engelleyebilmektedir. Bu siireclerde fizyolojik kompansasyon ve
adaptasyon mekanizmalar1 ile osteoblast sentezini uyarirken
osteoklastlar1 baskilayarak omentin 1 postmenapozal osteoporozun
erken tanis1 ve tedavisi ile ilgili yapilacak arastirmalarda 6nemli
katkilar saglayabilecegi ongoriilebilmektedir.

Osteoporoz

Kemik Dokusu

Dinamik bir bag dokusu olan kemik mineralize kollejen bir
catidan olugsmaktadir. Bu dokunun organlarin korunmasi (spinal
kord, beyin v.b), hareketlerin saglanmasi (bedensel, postiir) ve bazi
mineraller i¢in (fosfor, kalsiyum v.b) depo islevi gdrmesi gibi farkl
gorevleri bulunmaktadir. Kemik dokusunda kemik rezorbsiyonu ve
yeniden yapilanmasi (bone remodeling) immiin sistem ve hematopez
dahil bir¢ok farkli siirecte rol almaktadir (Garnero, 2015).
Kemiklerin %70’ini organik maddeler, %5-8’ini su ve kalanini ise
ekstraselliiler ve organik matriks olusturmaktadir. Bu yapida Tip 1
basta olmak tizere kollajenler, non-kollajendz proteinler ve kemik
hiicreleri organik matriksi olustururken hidroksiapatit kristalleri de
inorganik matriksi olusturmaktadir (Garnero, 2015; Tzelepi et al.,
2009).

Kemik Yapim ve Yikiminin Diizenlenmesi

Osteoblastlar, osteoklastlar ve osteositler baslica kemik
dokusu hiicreleridir. Osteokalsin, Tip 1 kollajen, osteopontin, kemik
sialoproteini, sitokinler, proteoglikanlar, alkalen fosfataz ve biiyiime
faktorleri  osteoblastlarda  sentezlenmektedir.  Osteoblastlar
glukokortikoidler, parathormon, seks steroidleri, insiilin benzeri
bliyime faktori  1,25-dihidroksivitamin D3 gibi  kemik
metabolizmasinda rol alan mediatorler igin reseptorlere sahip
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oldugundan kemik metabolizmasindaki 6nemli bir hiicredir (Tzelepi
et al., 2009; Han et al., 2018). Kemik rezorpsiyonunda rol oynayan
kollajenaz, katepsinler ve tartarata direncli asit fosfataz gibi
lizozomal enzimlerin sentezledigi osteoklastlar ise kemik
matriksinde rezorbsiyon yapmaktadir.

Osteositler mekanik uyar1 sonucu nitrik oksit, glukoz 6-fosfat
dehidrojenaz, insiilin benzeri biiyiime faktorii ve prostaglandinler
gibi kimyasal haberciler vasitasiyla aktifleserek kemikte yeniden
yapilanmaya yol a¢gmaktadir. Bu hiicreler arasi iligkiler kemikte
matriksinde bulanan osteositlerin uzantilari ile saglanmaktadir (Han
etal., 2018; Tzelepi et al., 2009). Yasam boyu gozlenebilen mekanik
ihtiyaglar ve mikrokiriklar nedeniyle rezorpsiyon ve onu takip eden
formasyon siiregleri kemikte yeniden yapilanma (remodeling) ile
saglanmaktadir. Remodeling; istirahat, aktivasyon, rezorpsiyon,
slirecin tersine doniisii ve formasyon basamaklarindan olusmaktadir
(Tzelepi et al., 2009; Rowe et al., 2025).

Doruk Kemik Kiitlesi

Insan yasaminda kemiklerin biiyiimesi ve mineral
birikiminin tamamlanmasi ile kemik stabil hale gelerek maksimum
kemik kiitlesine ulasilmaktadir. Bu maksimum kiitle "Doruk Kemik
Kiitlesi (BMD)" olarak tanimlanmaktadir. Kadinlarda kemik kiitlesi
kayb1 menopoz 6ncesi donemde yilda %0,25-1 iken perimenopozal-
postmenopozal donemde yilda %2-5 olarak gdzlenmektedir.
Ozellikle postmenopozal kadinlarda ilk 10 yilda kemik kiitlesi kaybi
yaklagik %15 olarak raporlanmaktadir. Kemik dokusundaki her
%10’luk azalma kemik kirilma riskini %10 kadar yiikseltmektedir
(Han et al., 2018; Seifert-Klauss et al., 2012).

Osteoporozun Tanim ve Simiflandirilmasi

Osteoporoz, kemik dokusunun mikro yapisinin bozulmasi
sonucunda kemik kirilganliginda ve kirik riskinde artis ile
karakterize, sistemik bir iskelet hastalig1 olarak tanimlanmaktadir.
Osteoporozun tanimi Dual Enerji X-Ray Absorbsiyometresi

(DEXA) kullanilarak kemik mineral yogunlugu (BMD) ifadesi
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kullanilarak yeniden diizenlendiginde (Huang et al., 2024;
Lorentzon & Cummings, 2015);

1. Normal: Gen¢ erigkine gore kemik mineral
yogunlugunun ve kemik mineral igeriginin 1 standart
sapmanin (SD) altinda bulunmasi

2. Osteopeni: BMD’nin geng erigkine gore -1,0 ile -2,5
SD arasinda bulunmasi

3. Osteoporoz: BMD’nin gen¢ erigkine gore -2,5
SD’dan fazla bulunmasi

4. Yerlesmis Osteoporoz: BMD’ nin geng eriskine gore
-2,5 SD’dan fazla bulunmas1 ve ek olarak bir veya
daha fazla kirik bulunmasi olarak
degerlendirilmektedir.

Osteoporozun Siniflandirilmasi

En sik gozlenen metabolik kemik hastaligi olan Osteoporozu
etyolojisine gdre primer (idiyopatik ve Involiisyonel) ve sekonder
osteoporoz olarak smiflandirilmaktadir. Idiyopatik osteoporoz
(Juvenil ve adult) ve involiisyonel osteoporoz (postmenopozal
osteoporoz (tip 1) ve senil osteoporoz (tip 2) alt gruplara
ayrilmaktadir (Tzelepi et al., 2009; Lorentzon & Cummings, 2015).

Postmenopozal Osteoporoz

Postmenopozal osteoporozda ortalama yasam siiresindeki
uzamaya bagli olarak kemik kiriklarinda ki artisa bagli olarak
kiiresel bir halk saglig1 sorunudur. Bu sorun 50 ile 75 yas arasindaki
kadinlarda 6strojen eksikligi ile karakterize olmaktadir. Kemik kayb1
trabekiiler kemikte kortikal kemige gore daha belirgin
gozlenmektedir (Pizzato et al., 2018) Bu kemik kayb1 diisiik 6strojen
diizeylerine bagli olarak osteoblast apoptozunda artisa ve
osteoklastik aktiviteyi uyaran sitokinlerde artiga yol agmaktadir. Bu
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kadinlarda en tipik klinik bulgu olarak kiiciik travmalardan sonra
vertebra ve distal radius kiriklarinin daha sik olusmaktadir (Pizzato
et al., 2018; Lorentzon & Cummings, 2015).

Osteoporozda Epidemiyoloji

Osteoporoz Diinya’da 80 yasin iizerindeki kadmlarm %70’
inde gozlenmektedir. Bu yas grubunda osteoporoza bagli olarak
kalga ve omurga kiriklart daha sik gozlendiginden halk saglig
sorunu olarak erken tani, tedavi ve takibi yapilmaktadir. Ozellikle
osteoporoza bagli vertebra kirig1 gézlenen kadinlarin %20 kadarinda
da 1 yil icinde yeni bir vertebra kirig1 gézlenmektedir. Literatiirde
bu kadinlarda olusan her vertebra kirig1 kalca kirigi riskini her 3 yil
icinde 4,5 kat kadar arttirabildigi raporlanmaktadir (Pizzato et al.,
2018; Lorentzon & Cummings, 2015; Melton & Cooper, 2001).

Osteoporozda Risk Faktorleri

Osteoporozda risk faktorleri baslica hem diisme sikligini
artmasina hem de kemik mineral yogunlugunu azaltarak kemik
kiriklarinin daha kolay olusmasina yol agmaktadir. Sigara ve alkol
kullanimi, genetik, duragan yasam, Ostrojen eksikligi, travma ve
beslenme osteoporozda sik gozlenen risk faktorleridir (Pizzato et al.,
2018; Lorentzon & Cummings, 2015; Melton & Cooper, 2001).
Osteoporozda’ki hormonal risk faktorleri 6 aydan daha uzun stireli
amenore varligi, ge¢ menars donemi, erken menopoz olusumu,
ooferektomi ve kisa dogurganlik siiresidir (Pizzato et al., 2018;
Lorentzon & Cummings, 2015; Melton & Cooper, 2001; Johnell &
Kanis, 2006).

Osteoporoz Patogenezi

Normal pubertal gelisim, fiziksel aktivite ve yeterli kalsiyum
alimi1 BMD’ni belirlemektedir. Yasam boyu kemiklerde ki yapim ve
yikim siireci bir denge olusturmaktadir. Bu dengede Ostrojen

osteoklast olusumunu ve aktivitesini  baskilayarak  kemik
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turnoverini siirlamaktadir.Postmenapozal osteoporozda gdzlenen
ostrojen  eksikliginde = makrofajlardan, monositlerden, ve
osteoblastlardan baslica interlokin 6 (IL-6), IL-1, Reseptor Aktivator
Niikleer Faktor Kappa- B Ligandi (RANKL) ve Makrofaj Koloni
Stimiile Edici Faktor (M-CSF) gibi proinflamatuvar sitokinlerin
salindig1 gosterilmektedr. Bu proinflamatuvar sitokinler hem
apopitozu hem de osteositlerin ve osteoblastlarin yagam siirelerini
azaltabilmektedir (Melton & Cooper, 2001; Johnell & Kanis, 2006).

Postmenopozal osteoporozda 0Ostrojen eksikligine bagl
olarak osteoprotegerin (OPG) sentezi ve osteoblastogenez de
olumsuz etkilemektedir (Mezquita-Raya et al., 2005; Stuss et al.,
2016; Ji YF et al.). Osteoklast farklilagma faktorii ya da OPG ligand
olarak da adlandirilan RANKL osteoklastlarin farklilagsmasinda
etkin gérev almaktadir. RANKL hem kemik turn over’inda hem de
patolojik kemik kiriklarinin gozlenebildigi hastaliklarda (malignite,
osteoporoz, romatoid artrit v.b) aktif rol almaktadir.
.Osteoblastlardan =~ RANKL salinimi TGF-ftarafindan inhibe
edilirken IL-11, IL 1B, prostoglandin-E2, Tiimor Nekroz Faktori
(TNF-a), Parathormon (PTH) ve 1,25- dihidroksivitamin D3 ile
stimiile edilmektedir (Amarasekara et al.). M-CSF varlifinda
RANKL osteoklastlarin  aktivasyonunu ve farklilagmasini
saglayarak apoptozunu baskilamaktadir. (Amarasekara et al; Kiglak
& Geng, 2019).

Osteoporozda Klinik

Osteoporozu ilerlemis vakalarda boy kisalmasi, spinal
deformite, sirt agris1 ve kiriklar gibi semptomlar goriilebilse de
siklikla agrisiz seyretmektedir. Trabekiiler kemik kaybinin daha
fazla oldugu postmenopozal osteoporozda femur boynu, distal
radius ve vertebra, kiriklar1 daha sik goriilmektedir. Bu kiriklardan
vertebra kiriklar radyografilerde raslantisal olarak raporlansa da
cogunlukla giinlilk yasam aktiviteleri sirasinda ve/veya spontan
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olarak olusabilmektedir. Osteoporozun en ciddi komplikasyonu
mortalite ve morbidite orant oldukga yliksek olan kalca kiriklaridir
(Pizzato et al., 2018).

Osteoporozda Tam Yontemleri

Osteoporozun tanisinda, tedavisinde ve takibinde ge¢misten
giinlimiize bircok biyokimyasal tetkikler, goriintiileme yontemleri
ve kemik biyopsisi kullanilmaktadir (Tella & Gallagher,2014).

Osteoporozda Biyokimyasal Tam1 Yontemleri

Cogu biyokimyasal belirte¢ primer osteoporozda tanimlanan
referans araliklarinin i¢inde saptansa da bu testler osteoporozonun
ayirict tanisinda kullanilmaktadir. Kemik yapim biyobelirtecleri
osteoblastlardan sentezlenen osteokalsin, prokollajen tip I
propeptidleri , kemige spesifik ALP ve total ALP iken osteoklastik
aktivitede ki yikim biyobelirtegleri hidroksiprolin, tip I kollajen
telopeptidleri, tartarat rezistan asit fosfataz, deoksipiridinolin ve
piridinolindir (17). Osteoporozda kemik mineral yogunlugu ile bu
biyokimyasal belirteglerin birlikte yorumlanmaktedir (Tella &
Gallagher,2014; Szulc P et al., 1993).

Osteoporozda Goriintiileme Yontemleri

Osteoporozda radyolojik, dansitometrik foton
absorbsiyometri ve diger goriintiilleme yontemleri kullanilmaktadir.
Radyolojik Yontemler baslica standart radyografi (Meunier, Spinal
fraktur, Vertebral deformite, Kleerekoper, Vertebral korpus ve Singh
indeksi), radyometri, kantitatif bilgisayarli tomografi, dijital resim
isleme ve radyolojik fotodansitometri olarak siniflandirilmaktadir.
Dansitometrik Foton Absorbsiyometrileri baslica Tek Foton, Dual
Foton, Tek-enerji X-ray ve Dual-enerji X-ray (Dual-energy X-ray
absorptiometry-DEXA) olarak smiflandirilmaktadir. Kantitatif
Ultrasonografi ve Magnetik Rezonans diger goriintiileme
yontemleridir ( Carey & Buehring, 2018).
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Post menapozda vertebra kiriklarim1  ve BMD’nu
raporlamakta Nielsen,,Singh, Mc Closkey, Genant,Riggs, pinal
fraktur, Vertebral korpus ve Meunier indeksleri kullanilmaktadir
(Carey & Buehring, 2018; Clynes, 2020). Osteoporozun klinik
degerlendirilmesinde DEXA altin standarttir. Kemik mineral
yogunlugu DEXA’da gr/cm? olarak femur, 6n kol, vertebra ve tiim
viicut kemiklerinde oOlgiilmektedir. Kisa siirede Olglim yapilmasi,
diisiik doz X-1s1n1 kullanilmasi ve dogruluk oraninin yiiksek olmasi
DEXA’nin avantajlar1 iken dezavantajlar1 ise yaglilarda lomber
omurga Ol¢limiiniin zorluklari ile trabekiiler ve kortikal kemik
ayrimini saptayamamasidir (Carlson et al., 2018).

Osteoporozda Kemik Biyopsisi

Kemik biyopsisi  osteoporozda trabekiiler  kemigi
histomorfometrik olarak kemik kalitesini degerlendirmektedir.
Osteoporoz tedavisinde  kullanilan ilaglarin uzun donemdeki
givenirliligini ve etkinligini takibinde de kullanilmaktadir (
Compston et al., 2023).

Osteoporozda Medikal Tedavi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterlerine gére DEXA’da
yapilan BMD’nun degerlendirilmesinde kullanilan t skoru "kemik
kiitlesinin genc¢ erigskin referans populasyonunun ortalama doruk
kemik kiitlesi ile karsilagtirilmasinin standart sapmasi olarak"
tanimlanmaktadir. 65 yas iizeri tiim kadinlar, malabsorpsiyon, aydan
uzun sureli kortikosteroid kullanimi, nedeni agiklanmamus kiriklar,
ostrojen eksikligi olan premenopozal kadinlar, inflamatuvar barsak
hastaligi, cerrahi menopoz, hipogonadizm, primer hiperparatiroidi
ve tedavinin etkinligini degerlendirmek gibi farkli endikasyonlarin
degerlendirilmesinde t skoru kullanilmaktadir (Clynes, 2020;
Carlson et al., 2018; Compston et al., 2023). T skorunun menopoz
disinda bir veya daha fazla risk faktorii (boyda 2,5 cm’ den fazla
kisalma olmasi, radyolojide osteopeni saptanmasi, annede
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osteporotik kirik dykiisii varligi, kirik dykiisii varligi, kalsiyumdan
fakir diyet, sigara, alkol ve kahve tiikketimi) olan 65 yas altinda tiim
postmenopozal kadinlarda ve kirik ile bagvuran postmenopozal
kadinlarda kullanilmasi dnerilmektedir. Postmenapozda tedaviye t
skoru <-2,0 olan ve risk faktorii olmayan kadinlarda baglanmaktadir.
70 yas tlizerinde ve multiple kiriklar1 olan kadinlarda ise DEXA ile
BMD 0lgiimii  yapilmaksizin  direkt osteoporoz  tedavisi
baslatilmaktadir (Carlson et al., 2018; Compston et al., 2023;
Lewiecki et al.,2016) (19-22).

Osteoporozda kemigin kalitesini ve giiclinii arttirmak i¢in
medikal tedavide antikatabolik anabolik ilaglar kullanilmaktadir. Bu
tedavi ile osteoporozda periferik ve vertebra kemik kirik riski
azaltilmaktadir. Postmenopozal donemdeki kadinlarda Risedronat
ve Alendronat kullanimi kalga ve omurga BMD sini arttirmaktadir.
Zolendronat ve Ibandronat giiniimiizde BMD’yi arttirmak igin
osteoporoz tedavisinde kullanilmaktadir ( Eastell et al., 2019).
Osteoporozun medikal tedavisinde ilk adim olarak D3 vitamini ve
kalsiyumun birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir. Ayrica kalsitonin
de osteoklast olusumunu baskilayarak kemik rezorpsiyonunu
azaltmaktadir ( Eastell et al., 2019; Ensrud & Crandall, 2018).

Omentin 1

Omentin 1’in Patofizyolojisi

Beyaz yag dokusundan salgilanan aktif mediyatorler olan
adipokinler obeziteyle ve obezite ile ilgili patolojik siireclerde aktif
rol almaktadir. Adipokinlerin immun sistem ve inflamatuvar cevap
gibi bir¢ok farkli patolojik siire¢lerde de rolleri arastirilmaktadir.
Peptid yapidaki bu adipokinlerden baslicalar1 IL-6, TNF-alfa, leptin,
adiponektin, resistin, visfatin omentin ve vaspindir (Yoo & Choi,
2014). Adipokinlerin insan viicudunda istah, beslenme, enerji
dengesi, glukoz metabolizmasi ve insiilin, lipid metabolizmasi, kan
basincinin diizenlenmesi, koagiilasyon, vaskiiler remodeling ve
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inflamasyon gibi gorevleri bulunmaktadir (Yoo & Choi, 2014;
Ferroni et al., 2004)

Ilk olarak intestinal paneth hiicrelerinden izole edilen
omentin ardindan akcigerde, kalpte, plasentada, ovaryumda ve yag
dokusunda da tespit edildi ( Barker et al., 2004). Tespit edildigi
dokuya gore bu mediyator intestinal laktoferrin reseptor, intelektin
ve endotelyal lektin olarak da adlandirilmaktadir (Akiyama et al.,
2013; Chen et al., 2020). Omentin 1 insan viicudunda bulunan maj6r
form olsa da omentin 1 ile %83 kadar homoloji gdsteren omentin 2
formu da mevcuttur. 1. kromozomun uzun kolundaomentin 1
ve/veya omentin 2 kodlayan genler ile viicut yaglanmasindan
ve/veya tip 2 Diabetus Mellitus (DM)’ten sorumlu olan genler yakin
lokuslarda bulunmaktadir ( Schéffler et al., 2007).

Antiinflamatuvar etki gosteren 313 aminoasitten olusan
omentin-1 viseral adipoz dokuda salinan bir proteindir.
Rekombinant omentin-1’in In vitro kosullarda iiretilmesiyle hem
omental adipositlerde hemde subkutanda insiilin aracili glukoz
alimininin arttigi gézlenmektedir. Bu artista Akt/protein kinaz B
yolaginda ki Omentin-1 aktif rol almaktadir ( Schéffler et al., 2007;
Zhao et al., 2022; Dec et al., 2023). Bir serin / treonin protein kinazi
olan Akt hiicresel olaylardan glukoz metabolizmasinda, apoptozda
ve hiicre ¢cogalmasinda ikinci haberci olarak gorev almaktadir.
Akt/protein kinaz B’yi aktive etmesiyle Omentin-1 adipositlere
glikoz transportunu ve insiilin sinyal iletisini artmaktadir. Obezlerde
omentin-1" in gen ekspresyonunda azalma gozlenmektedir. Bu
nedenle metabolik ve kardiyovaskiiler hastaliklarda godzlenen
obezitede omentin 1’in olumlu etkileri saptanmaktadir. Adiponektin
ve HDL ile pozitif iligkili kuran omentin 1; bel ¢cevresi, BMI, insiilin
direnci, trigliserit ve leptin diizeyleri ile negatif iliski kurmaktadir
(Zhao et al., 2022; Dec et al., 2023; Bogucka-Kocka et al., 2023;
Kadium et al., 2023).
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TNF-a ile uyarilan omentin 1 AMPK/eNOS/NO yolagini
inhibe ederek siklooksijenaz-2’nin ekspresyonunu baskilamaktadir.
Omentin-1 hem osteoblastlarda RANKL iiretimini baskilayarak
proosteoklastik aktivitelerini azaltmakta hem de aktif makrofajlarin
osteogenezde ki negatif etkisini onleyebilmektedir.
Lipopolisakkaritler (LPS) nedeniyle olusan akut solunum sikintisi
sendromu (ARDS)’da omentin 1’in endotel hasarim1 ve akciger
iltihabin1 baskilayabildigi raporlanmaktadir (Qi et al., 2016; Rao et
al., 2018). Literatiirde AMP-aktive protein kinaz/Akt/niikleer faktor-
kB/mitojen-aktive protein kinaz (ERK, JNK ve p38) gibi sinyal
yollarinda rol alan omentin | iskemik kalp hastaligi, metabolik
sendrom, kanser, psikiyatrik ve norolojik hastaliklar gibi bir ¢ok
farkli hastalik ile ilgili yapilan ¢alismalar bulunmaktadir (Dec et al.,
2023; Yang & Gao2020; Ji, et al., 2023; Askin et al., 2020; Guo et
al., 2013). Akt sinyal yolaginda ki omentin nitrik oksit sentetaz
enzimi vasitasiyla anjiogenezi ve endotel hiicrelerinin migrasyonunu
invitro olarak azalttigindan aterosklerozun patofizyolojisinde rol
alabilmektedir. Yag dokusu kokenli bu adipokinleri hedef alan
ilaglarin  gelecekte gelistirilmesi ile hem ateroskleroza karsi
koruyucu etki hem de insiilin duyarliligimmi arttirilmasia olanak
saglanabilecektir. ( De Jager & Pasterkamp, 2016).

Literatiirdeki bazi ¢alismalarda viicut kitle indeksi (BMI), bel
cevresi ve leptin seviyleri gibi parametreler omentinle ters orantili
oldugu gosterilmektedir. Patofizyolojisinde obezite bulunabilen
bozulmus glukoz toleransi, tip 2 DM ve/veya polikistik over
sendromu gibi hastaliklarda omentin sentezi azalmaktadir (Yoo &
Choi, 2014; Ferroni et al., 2004; ( Barker et al., 2004). Literatiirde
kronik inflamasyon go6zlenen romatoid artritte ve inflamatuvar
barsak hastaliginda omentin diizeylerinde azalma saptanmaktadir
(Schiffler et al., 2007; Yang & Gao2020; Senolt et al., 2009).

Postmenapozda Omentin 1’in rolii
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Adipositokinler (adiponektin, leptin v.b) ve omentin 1
birlikte kemik metabolizmasinin diizenlenmesinde aktif rol
almaktadir. Osteoporozda bu mediyatorler osteoblast sentezini
uyarirken osteoklastlar1 da baskilayabilmektedir ( Yang et al., 2016;
Dikker et al., 2018; Anatolia, 2015). Literatiirde postmenapozdaki
kadinlarda serum omentin-1 diizeyinin sol kalga BMD'sinin gii¢lii
bir belirleyicisi oldugu da raporlanlanmaktadir (Dikker et al., 2018;
Anatolia, 2015; Wu et al., 2013). Ayrica kemigin yeniden sekillenme
stirecinin ve BMD nin korunmasinda omentin 1 aktif rol almaktadir
(Anatolia, 2015; Wu et al., 2013; Kanaya & Chen, 2010; Menzel et
al., 2016).

Osteoklast ~ ve osteoblast prekiirsorlerinin oldugu ko-
kiiltiirlerde fosfotidil inositol-3 kinaz - akt sinyal vasitasiyla hem
RANKL sentezini inhibe ederek osteoklastlarin olgunlagmasini
engellemekte hem de osteoblastlarda OPG sentezini arttirmaktadir
(Mezquita-Raya et al., 2005; Stuss et al., 2016;. Menzel et al., 2016).
Postmenopozal osteoporozda Ostrojen eksikligi osteoblastlarda
RANKL iiretiminde artisa yol acarken OPG iiretiminde azalmaya
Ostrojen eksikligi osteoblastlarda RANKL iiretiminde artisa, buna
karsilik OPG iiretimi azalmaktadir (Huang et al., 2024; Lorentzon &
Cummings, 2015; Pizzato et al., 2018; Mezquita-Raya et al., 2005).
Literatiirde farkli hasta gruplarinda BMD ile omentin-1 diizeylerinin
iligkisi ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur (Schéffler et al., 2007; Yang &
Gao2020; Senolt et al., 2009; Tohidi et al., 2012, Wang et al., 2013;
Assadi et al., 2011; Yin et al., 2015). Bu ¢alismalardan bazilarinda
omentinl diizeyi postmenopozal daha kadinlarda diisiikken ( Wang
et al., 2013), bazilarinda c¢aligmalarda postmenopozal kadinlarda
daha yiiksek saptanmaktadir (Anatolia, 2015; Wu et al., 2013;
Kanaya & Chen, 2010).

2

Literatiirde in vivo ve in vitro olarak omentin-1" in kemik
dokusu iizerine olumlu etkilerinin goézlendigi c¢aligmalar
bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda omentin 1’in PI3K/Akt sinyal
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yolunda osteoblast ¢ogalmasinin arttig1 ve farelerde osteoprotegerin
sentezini arttirarak osteoklast olusumunu azalttig1 gosterilmektedir
(Wu et al., 2013). Farelerde olusturulan inflamatuvar osteoporoz
modellerinde omentin 1’in antiinflamatuar makrofajlar1 arttirarak
kemik kaybini engelleme yetenegine sahip oldugu gosterilmektedir.
Bu yetenekle omentin 1 postmenapozal osteoporozda hem
osteoklasin asir1 iiretimi baskilanabilmekte hem de osteojenik
potansiyel iyilestirilebilmektedir (Qi et al., 2016; Rao et al., 2018;
Wu et al, 2013). OPG ve omentin 1 yeni adipokinlerin
osteoanabolik ve kemik koruyucu 6zellikleri osteoporoz tedavisinde
ki terapotik hedeflere olumlu katkilar saglayabilmektedir ( Deepika
et al., 2023). Omentin 1 diizeyindeki artis ile postmenapozda ki
kadinlarda fizyolojik kompansasyon ve adaptasyon
mekanizmalariin etkisiyle kemik kaybi dnlenebilmektedir. (Yang
etal., 2016)
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MODERN TOKSIiKOLOJIiK ANALIZDE LC-
MS/MS: TARAMABOOGRUA.AMA VE KLINIK
UYGULAMALAR

UGUR FAHRI YUREKLI!

1. GIRIS

Klinik toksikoloji, ilaglar, kimyasallar ve biyolojik ajanlara baglh
zehirlenmelerin tani, izlem ve tedavisini kapsayan disiplinler arasi
bir alandir. Giinlimiizde hem akut zehirlenme olgularinin artis1 hem
de yeni psikoaktif maddelerin hizla piyasaya girmesi, klinik ve adli
laboratuvarlarda hizli, giivenilir ve genis kapsamli analitik
yontemlere olan gereksinimi artirmistir. Bu baglamda sivi
kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS), biyolojik
orneklerde ilag, metabolit ve toksinlerin yiliksek duyarlilik ve
ozgiilliikle saptanabilmesi nedeniyle klinik ve adli toksikolojinin
temel analitik araglarindan biri haline gelmistir (Maurer, 1998).

LC-MS/MS teknolojisi, kan, plazma, idrar ve diger biyolojik
orneklerde ¢ok sayida analitin es zamanl tespiti ve kantifikasyonu
icin kullanilabilmektedir. Bu yontem, hem terapdtik ilag diizeyi
izleminde hem de zehirlenme olgularinda tamisal dogrulama
amaciyla yaygin sekilde uygulanmaktadir. Klinik laboratuvarlarda
immiinoassay temelli tarama testlerine kiyasla daha yiiksek analitik
ozgiillik sunmasi, LC-MS/MS’nin dogrulama testi olarak “altin

standart” konumuna yerlesmesine katki saglamigtir (Wu & French,
2013).

! Dog. Dr, S.B.U. Sanlurfa Mehmet Akif inan Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Biyokimya, Orcid: 0000-0002-7969-5196
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Toksikolojik analizlerin klinik degeri yalnizca analitik dogrulukla
sinirli degildir; sonuglarin hizli ve dogru yorumlanmasi, hasta
yonetimini dogrudan etkileyebilir. Ozellikle acil servis ve yogun
bakim ortamlarinda  bilinmeyen madde maruziyetlerinin
aydinlatilmasi, uygun antidot tedavisi ve destekleyici bakimin
planlanmas1 agisindan kritik oneme sahiptir. Bu nedenle modern
klinik toksikoloji, tarama ve dogrulama testlerini birlikte kullanan
cok asamal1 bir yaklagimi benimsemektedir (Wu et al., 2012).

Klinik Toksikolojiye Genel Bakis
Klinik toksikolojinin tamimi ve kapsami

Klinik toksikoloji; terapotik ilaglar, suistimal edilen maddeler,
cevresel toksinler ve kimyasal ajanlara bagli maruziyetlerin
biyolojik  Orneklerde  saptanmasi ve klinik  sonuglarinin
degerlendirilmesini kapsar. Bu disiplin, hem akut zehirlenme
olgularinin yonetiminde hem de kronik maruziyetlerin izlenmesinde
analitik toksikoloji ile yakin iliski icindedir. Modern klinik
toksikoloji uygulamalari, biyolojik orneklerde ilag ve toksinlerin
identifikasyonu ve kantifikasyonu i¢in LC-MS ve LC-MS/MS gibi
gelismis analitik yontemlere dayanmaktadir (Maurer, 1998).

Klinik toksikolojinin kapsami; acil zehirlenme olgulari, terapdtik
ilag diizeyi izlem programlari, bagimlilik ve suistimal maddelerinin
saptanmasi, ¢evresel ve mesleki maruziyetlerin degerlendirilmesi ile
adli toksikolojik incelemeleri igerir. Bu genis kapsam, farkli 6rnek
tiirlerinin (kan, idrar, sag, doku vb.) analizini ve farkli analitik
stratejilerin entegrasyonunu gerektirir (Maurer, 1998).

Toksikolojik tarama ve dogrulama kavramlar

Toksikolojik analizlerde genellikle iki asamali bir yaklasim
uygulanir: tarama ve dogrulama. Tarama testleri, genis bir analit
panelini hizl sekilde degerlendirmek i¢in kullanilir ve ¢ogunlukla
immiinoassay temelli yontemlere dayanir. Ancak bu testler capraz
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reaksiyonlara bagli yalanci pozitif veya yalanci negatif sonuclar
verebilir. Bu nedenle pozitif tarama sonuc¢larinin daha 06zgiil
yontemlerle dogrulanmasi gerekir (Wu & French, 2013).

LC-MS/MS ve GC-MS gibi kiitle spektrometrik yontemler,
dogrulama asamasinda yiiksek secicilik ve duyarlilik saglayarak
hedef analitin kesin tanimlanmasina olanak tanir. Tandem kiitle
spektrometrisi, belirli iyon gecislerinin izlenmesi sayesinde
kompleks biyolojik matrikslerde diisiik konsantrasyonlardaki
bilesiklerin gilivenilir bi¢gimde saptanmasini miimkiin kilar. Bu
nedenle LC-MS/MS, klinik toksikolojide dogrulama testlerinin
temelini olusturur (Lynch et al., 2010).

Acil servis, yogun bakim ve adli tipta toksikolojik analizlerin
rolii

Acil servis ve yogun bakim iinitelerinde bilinmeyen madde
maruziyeti ile bagvuran hastalarda hizli ve dogru toksikolojik
analizler, tan1 ve tedavi siireclerini yonlendiren kritik bir faktordiir.
LC-MS/MS ve benzeri yontemler, hedefli analizlerde yiiksek
duyarlilik sunarak zehirlenmeye neden olan ajanin saptanmasina
yardimci olur. Bununla birlikte, sonuclarin elde edilme siiresi ve
analiz kapsami klinik karar slireglerini etkileyebileceginden
laboratuvar-klinik is birligi biiyiik 6nem tasir (Wu et al., 2012).

Adli toksikoloji alaninda ise biyolojik 6rneklerde ilag ve toksinlerin
saptanmasi, Olim nedeninin belirlenmesi, madde suistimali ve
zehirlenme vakalarinin aydinlatilmasi agisindan temel rol oynar. LC-
MS/MS, c¢oklu analit analizi ve diisiik konsantrasyonlardaki
bilesiklerin saptanabilmesi sayesinde hem klinik hem de adli
ortamlarda genis uygulama alanina sahiptir (Maurer, 1998).

Tarama ve dogrulama testlerinin klinik karar siireclerindeki
Oonemi
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Toksikolojik test sonuglari, klinik yonetim kararlarini dogrudan
etkileyebilir. Ornegin belirli bir ilacin veya toksinin saptanmas,
antidot uygulamasi, diyaliz endikasyonu veya destek tedavisinin
planlanmasi agisindan belirleyici olabilir. Bununla birlikte, yalnizca
tarama testlerine dayanmak hatali klinik kararlara yol
acabileceginden, dogrulama testleri klinik giivenilirlik a¢isindan
kritik 6neme sahiptir (Wu & French, 2013).

LC-MS/MS teknolojisinin klinik karar stireglerindeki katkisi,
yiiksek 6zgiilliik ve duyarliliga dayali dogru tanimlama saglamasidir.
Tandem kiitle spektrometrik yontemlerin kullanilmasi, yanlis pozitif
sonuglarin azaltilmasina ve klinik yorumlamanin daha giivenilir
yapilmasina olanak tanir. Bu nedenle modern klinik toksikoloji
uygulamalarinda tarama ve dogrulama testleri birbirini tamamlayan
stirecler olarak degerlendirilmekte ve LC-MS/MS bu entegrasyonun
merkezinde yer almaktadir (Lynch et al., 2010).

Toksikolojik Analizlerde Kullanilan Yontemler
Immiinoassay temelli tarama yontemleri

Toksikolojik taramada immiinoassay yontemleri uzun yillardir ilk
basamak tarama testi olarak kullanilmaktadir. Bu yontemler, antijen-
antikor etkilesimine dayali olup genellikle idrar veya serum gibi
biyolojik orneklerde belirli ilag siniflarinin hizli ve diisiik maliyetli
sekilde saptanmasimmi saglar. Klinikk ve adli toksikoloji
laboratuvarlarinda immiinoassay testlerinin temel rolii, genis drnek
hacimlerinde hizli 6n tarama yaparak dogrulama testlerine yon
vermektir (Kahl et al., 2019).

Bununla birlikte immiinoassay yoOntemlerinin bazi Onemli

siirliliklart vardir. Yapisal olarak benzer molekiiller arasinda ¢apraz

reaksiyonlar goriilebilmekte ve bu durum yalanci pozitif sonuglara

yol acabilmektedir. Ayrica test panellerine yeni ilag veya

metabolitlerin  eklenmesi ¢ogu zaman smirhidir ve disiik

konsantrasyondaki maddeler saptanamayabilir. Bu nedenle
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immiinoassay sonuclarmin klinik veya adli karar siireclerinde
dogrudan dogrulayict test olarak kullanilmasi uygun degildir;
genellikle daha 6zgiil ve duyarli yontemlerle dogrulama gereklidir
(Kahl et al., 2019).

Giliniimlizde bir¢cok laboratuvar, immiinoassay temelli tarama
testlerini kiitle spektrometrisi tabanli dogrulama yontemleri ile
birlikte kullanmaktadir. Bu yaklasim, hem hizli 6n tarama
yapilmasini hem de dogrulama asamasinda yliksek o0zgiilliikk
saglanmasin1 miimkiin kilar (Kahl et al., 2019).

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS)

Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS), klinik ve adli
toksikolojide uzun yillar “altin standart” dogrulama yontemi olarak
kabul edilmistir. Bu yontem, ugucu veya tiirevlendirilebilir
bilesiklerin yliksek Ozgiilliikkle ayrilmasi ve kiitle spektrumlari
aracilifiyla tanimlanmasmi saglar. GC-MS, o6zellikle ilaglar,
toksinler ve metabolitlerin nitel ve nicel analizinde yiiksek dogruluk
sunar ve genis spektral kiitliphaneler sayesinde tanimlama giicii
yuksektir (Wu et al., 2012).

GC-MS’nin en 6nemli avantajlar1 arasinda iy1 karakterize edilmis
kiitiphane verileri, yiiksek dogruluk ve standardize edilmis
yontemlerin bulunmasi yer alir. Bununla birlikte, ucucu olmayan
veya termal olarak kararsiz bilesiklerin analizinde tiirevlendirme
gereksinimi 6nemli bir dezavantajdir. Ayrica Ornek hazirlama
stirecleri LC-MS/MS’ye gore daha uzun ve karmasik olabilir (Wu et
al., 2012).

GC-MS, giinlimiizde hala dogrulama testlerinde 6nemli bir rol
oynamakla birlikte, daha genis ila¢ panellerinin analizine olan
ithtiya¢ ve daha hizli sonu¢ gereksinimi nedeniyle LC-MS/MS gibi
alternatif teknolojilerle birlikte kullanilmaktadir (Lynch et al., 2010).

Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
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Yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC), toksikolojik
analizlerde ozellikle kiitle spektrometrisi ile kombine edilmeden
once yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. HPLC, s1v1 fazda ayrim
prensibine dayanir ve ultraviyole (UV), floresans veya
elektrokimyasal dedektorlerle birlikte kullanilabilir. Bu yontem,
ozellikle termal olarak kararsiz veya polar bilesiklerin analizinde
avantaj saglar (Lynch et al., 2010).

Ancak tek basina HPLC’nin 6zgiilligi ve duyarliligi, kompleks
biyolojik 6rneklerde ¢ok sayida ilacin eszamanli analizinde sinirh
kalabilmektedir. Bu nedenle HPLC-UV gibi yontemler gliniimiizde
daha ¢ok 0n tarama veya belirli hedef bilesiklerin nicel analizinde
kullanilmakta; kapsamli toksikolojik taramada ise LC-MS/MS gibi
daha 6zgiil tekniklere yerini birakmaktadir (Lynch et al., 2010).

LC-MS/MS teknolojisinin gelisimi ve diger yontemlerle
karsilastirilmasi

S1v1 kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS), son
yirmi yilda klinik toksikoloji laboratuvarlarinda en hizli gelisen ve
en yaygin kullanilan teknolojilerden biri haline gelmistir. LC-
MS/MS, sivi kromatografinin ayirma giiciinii, tandem kiitle
spektrometrisinin yliksek 6zgiilliik ve duyarliligi ile birlestirerek ¢cok
sayida ilacin ve metabolitin ayni analizde saptanmasini miimkiin
kilar. Bu teknoloji, hem tarama hem dogrulama amaciyla
kullanilabilmektedir (Viette et al., 2012).

LC-MS/MS’nin en 6nemli avantajlart arasinda diisiik tespit limitleri,
yiiksek 0zgiilliik, genis analiz paneli ve minimal 6rnek hazirlama
gereksinimi yer alir. Ayrica otomasyon olanaklar1 ve hizli analiz
stireleri, 6zellikle acil klinik durumlarda 6nemli bir avantaj saglar.
LC-MS/MS yontemlerinin, GC-MS veya LC-UV gibi yontemlere
kiyasla daha fazla sayida ilact ve metaboliti saptayabildigi
gosterilmistir (Lynch et al., 2010).
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GC-MS ile karsilastirildiginda LC-MS/MS’nin 6rnek hazirlama
stirecinin daha kolay oldugu ve otomasyona daha uygun oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte, her iki yoOntemin de birbirini
tamamlayict Ozellikleri vardir; bazi ugucu bilesikler i¢in GC-MS

hala tstiin olabilirken, polar ve termal olarak kararsiz bilesiklerde
LC-MS/MS daha avantajlidir (Wu et al., 2012).

Immiinoassay yontemleriyle karsilastirildiginda ise LC-MS/MS,
daha diisiik yalanci pozitif oran1 ve genisletilebilir analiz panelleri
sayesinde daha giivenilir sonuglar saglar. Bu nedenle modern
toksikoloji laboratuvarlarinda LC-MS/MS giderek tarama ve
dogrulama siireclerinin merkezine yerlesmektedir (Swanson et al.,
2022).

Sonug olarak, gliniimiizde klinik ve adli toksikolojik analizlerde en
etkili yaklagim; immiinoassay temelli hizli tarama testlerinin, LC-
MS/MS ve gerektiginde GC-MS gibi yiiksek 6zgiillik saglayan
dogrulama yontemleri ile birlikte kullanilmasidir. Bu ¢ok katmanli
yaklagim, hem hizli klinik karar verme siireglerini desteklemekte
hem de analitik dogrulugu artirmaktadir (Lynch et al., 2010).

LC-MS/MS Teknolojisinin Temel Prensipleri

LC-MS/MS (stv1 kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi), sivi
kromatografik ayrim ile kiitle spektrometrik tanimlama ve
kantifikasyonu birlestiren gii¢lii bir analitik platformdur. Klinik ve
adli toksikolojide genis analit panellerinin yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliikle analiz edilmesini miimkiin kilan bu teknoloji, 6zellikle
kompleks biyolojik matrikslerde diisiik konsantrasyonlardaki ilag ve
metabolitlerin saptanmasinda 6nemli avantajlar sunar. LC-MS/MS
sistemleri temel olarak {i¢ ana bilesenden olusur: kromatografik
ayirma sistemi, iyonizasyon kaynagi ve kiitle analizorleri (Viette et
al., 2012).

Sivi kromatografisinin temel bilesenleri
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S1vi kromatografisi, analitlerin mobil ve sabit faz arasindaki dagilim
farklarina dayanarak ayrilmasini saglar. LC-MS/MS sistemlerinde
kullanilan yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC veya
UHPLC), kompleks biyolojik orneklerdeki bilesiklerin ayrimini
saglayarak kiitle spektrometresine giren matriks bilesenlerini azaltir
ve analitik 6zgiilliigl artirir. LC sisteminin temel bilesenleri mobil
faz rezervuarlari, pompa sistemi, Ornek enjeksiyon iinitesi,
kromatografik kolon ve dedektor arayiiziinden olusur (Lynch et al.,
2010).

Kolon sec¢imi (ters faz, iyon degisim vb.), mobil faz bilesimi ve
gradient programi, analitlerin ayrim verimliligini dogrudan etkiler.
Klinik toksikolojide genellikle ters faz C18 kolonlar tercih edilir ve
organik ¢oziiciiler (metanol veya asetonitril) ile tampon sistemleri
birlikte kullanilir. Bu ayirma siireci, ayn1 anda ¢ok sayida ilacin
analiz edilmesine olanak tanir ve kiitle spektrometresinin segiciligini
artirir (Lynch et al., 2010).

Kiitle spektrometrisinin ¢calisma prensibi

Kiitle spektrometrisi, molekiillerin iyonize edilmesi, kiitle-yiik
oranlarina (m/z) gore ayrilmasi ve deteksiyonuna dayanan bir analiz
teknigidir. LC-MS/MS sistemlerinde kromatografiden c¢ikan
analitler 6nce iyonizasyon kaynaginda iyonlastirilir, ardindan kiitle
analizorline yonlendirilir. Kiitle analizorii, iyonlar1 m/z degerlerine
gore ayirarak detektore iletir ve her bilesik i¢in karakteristik bir kiitle
spektrumu elde edilir (Maurer, 1998).

Klinik toksikolojide kullanilan kiitle analizorleri arasinda iiglii
kuadrupol, iyon tuzagi ve yliksek ¢oziintirlikklii analizorler yer alir.
Uglii kuadrupol sistemler, ozellikle kantitatif analizlerde yiiksek
duyarlilhik ve tekrarlanabilirlik saglamasi nedeniyle en yaygin
kullanilan platformdur. Bu sistemlerde ilk kuadrupol hedef iyonu
secer, ikinci kuadrupol g¢arpisma hiicresi olarak gorev yapar ve
liciincii kuadrupol fragment iyonlar1 analiz eder (Viette et al., 2012).
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Tandem kiitle spektrometrisi (MS/MS)

Tandem kiitle spektrometrisi, se¢ilen bir oncili iyonun pargalanmasi
ve ortaya ¢ikan iiriin iyonlarmin analiz edilmesi prensibine dayanir.
Bu yaklagim, kompleks biyolojik matrikslerde analitlerin daha
yiliksek Ozgiilliikkle tanimlanmasini saglar. MS/MS analizinde ilk
kiitle analizorii hedef iyonu seger, ¢arpisma hiicresinde bu iyon
parcalanir ve ikinci analizor olusan fragmentleri dlger (Viette et al.,
2012).

Bu siire¢, yalnizca belirli iyon gegislerinin izlenmesine olanak
tanidig1 icin yanlig pozitif sonuglarin azaltilmasia katki saglar.
Ozellikle klinik toksikolojide ¢ok sayida analitin es zamanlh
analizinde MS/MS teknolojisi yliksek segicilik ve dogruluk sunar.
Bu nedenle LC-MS/MS, hem dogrulama hem de kantitatif
analizlerde yaygin sekilde kullanilmaktadir (Lynch et al., 2010).

Iyonizasyon teknikleri (ESI, APCI vb.)

LC-MS/MS sistemlerinde en yaygin kullanilan iyonizasyon
teknikleri elektrospray iyonizasyonu (ESI) ve atmosferik basing
kimyasal iyonizasyonudur (APCI). ESI, 6zellikle polar ve termal
olarak kararsiz molekiillerin analizinde tercih edilir ve biyolojik
orneklerdeki ilaglarin biliylik boliimiinlin  iyonizasyonu i¢in
uygundur. Bu teknikte analitler ¢ozeltiden gaz fazina gecirilerek
yiiklii damlaciklar olusturulur ve iyonlar elde edilir (Viette et al.,
2012).

APCI ise daha az polar ve ugucu bilesiklerin iyonizasyonunda
avantaj saglar. Bu yontemde mobil faz buharlastirilir ve analitler
iyonlastirict reaktif iyonlar araciligiyla iyonize edilir. ESI ve APCI
teknikleri, farkli kimyasal 6zelliklere sahip bilesiklerin analizine
olanak taniyarak LC-MS/MS sistemlerinin kapsamini genisletir
(Viette et al., 2012).

Dedektor sistemleri ve analiz modlar
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Kiitle spektrometresinde dedektor, ayrilan iyonlarin sinyalini 6lgerek
analitik veriyi olusturur. Uclii kuadrupol sistemlerde dedeksiyon
genellikle elektron ¢arpan tiipleri veya benzeri yiiksek duyarlilikli
detektorlerle gergeklestirilir. Analiz modlar1 arasinda tam tarama
(full scan), se¢ilmis iyon izleme (SIM) ve ¢oklu reaksiyon izleme
(MRM) bulunur (Lynch et al., 2010).

Tam tarama modunda genis bir m/z araligi analiz edilerek
bilinmeyen bilesiklerin saptanmast miimkiin olurken, hedefli
analizlerde MRM modu tercih edilir. Klinik toksikolojide genellikle
hedefli analizler 6n planda oldugundan, MRM modu yiiksek
duyarlilik ve oOzgiillik nedeniyle en yaygin kullanilan analiz
modudur (Lynch et al., 2010).

Coklu reaksiyon izleme (MRM) ve secicilik

Coklu reaksiyon izleme (MRM), LC-MS/MS sistemlerinde belirli
bir oncii iyon ile buna karsilik gelen {iriin iyonunun es zamanl
izlenmesine dayanan bir analiz modudur. Bu yaklasim, hem analitin
dogrulanmasimi hem de kantitatif Sl¢limiinii yiiksek dogrulukla
gergeklestirmeye olanak tanir. Her analit icin karakteristik iyon
gecislerinin secilmesi, kompleks biyolojik matrikslerde yiiksek
secicilik saglar (Viette et al., 2012).

MRM modunun en 6nemli avantaji, ayni analizde ¢ok sayida analitin
es zamanli olarak izlenebilmesidir. Bu o0zellik, klinik ve adli
toksikoloji laboratuvarlarinda genis ila¢ panellerinin hizli ve
giivenilir sekilde analiz edilmesini miimkiin kilar. MRM, diisiik
tespit limitleri ve yliksek dogruluk saglamasi nedeniyle LC-MS/MS
tabanli toksikolojik analizlerin temelini olusturmaktadir (Lynch et
al., 2010).

Klinik Toksikolojide LC-MS/MS Uygulamalari

LC-MS/MS teknolojist, klinik ve adli toksikolojide hem hedefli hem
de genis kapsamli analizlerde giderek artan sekilde kullanilmaktadir.
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Yiiksek duyarhilik, ozgiillik ve ¢oklu analit analizi yapabilme
kapasitesi sayesinde bu teknoloji; ilag ve metabolitlerinin
kantifikasyonu, madde suistimali taramasi, terapdtik ila¢ izlem
programlar1 ve zehirlenme olgularinin degerlendirilmesinde temel
analitik araclardan biri haline gelmistir. Ozellikle kompleks
biyolojik matrikslerde diisiik konsantrasyonlardaki analitlerin
giivenilir bigimde saptanabilmesi, LC-MS/MS’yi modern klinik
toksikolojinin merkezine yerlestirmistir (Viette et al., 2012).

Ilac ve metabolitlerinin kantitatif analizi

LC-MS/MS’nin  klinik  toksikolojide en Onemli kullanim
alanlarindan biri ilag ve metabolitlerinin kantitatif analizidir. Bu
teknoloji, genis bir ilag yelpazesinde diisiik tespit limitleri ile
giivenilir 6l¢iim yapilmasina olanak tanir. Analitlerin 6zgiil iyon
gecigleri  lizerinden kantifikasyon yapilabilmesi, biyolojik
orneklerdeki matriks etkisinin azaltilmasini ve yiiksek dogruluk elde
edilmesini saglar.

Giliniimiizde antiepileptikler, antidepresanlar, benzodiazepinler,
opioidler ve kardiyovaskiiler ilaglar gibi bir¢ok farmakolojik ajan
LC-MS/MS ile Kkantitatif olarak Olgiilebilmektedir. Ayrica
metabolitlerin de es zamanli saptanabilmesi, ilag aliminin
dogrulanmasi ve metabolik yolaklarin degerlendirilmesi acisindan
onemlidir. Bu ozellikler, 6zellikle ¢oklu ila¢g kullaniminin yaygin
oldugu klinik ortamlarda LC-MS/MS’yi vazgecilmez kilmaktadir
(Lynch et al., 2010).

Tlac suistimali ve bagimlihk taramasi

Madde suistimali ve bagimlilik degerlendirmesinde LC-MS/MS
genis bir analit panelinin ayn1 analizde saptanmasina olanak tanir.
Immiinoassay tarama testleri hizli sonug¢ vermekle birlikte smirl
ozgiilliige sahiptir; bu nedenle pozitif sonuclarin dogrulanmasi ve
genisletilmis panel analizleri i¢in LC-MS/MS tercih edilmektedir.
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Opioidler,  amfetaminler, kokain = metabolitleri,  sentetik
kannabinoidler ve yeni psikoaktif maddeler gibi bir¢ok suistimal
edilen madde LC-MS/MS ile yiiksek duyarlilikla saptanabilir. Bu
yontem, hem klinik bagimlilik izlem programlarinda hem de isyeri
taramalarinda giivenilir sonuglar saglar. Ayrica yeni ortaya ¢ikan
psikoaktif maddelerin analitik olarak tanimlanabilmesi, LC-
MS/MS’nin esnek ve genisletilebilir yapisinin 6nemli bir avantajidir
(Kahl et al., 2019).

Terapotik ilag¢ diizeyi izlemi

Terapotik ilag diizeyi izlemi (TDM), dar terapdtik araliga sahip
ilaglarin giivenli ve etkili kullanimini saglamak amaciyla yapilir.
LC-MS/MS, yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik saglamasi
nedeniyle TDM uygulamalarinda giderek daha fazla tercih
edilmektedir. Ozellikle immiinoassay yontemlerinin  gapraz
reaksiyon riskine sahip oldugu durumlarda LC-MS/MS daha
giivenilir sonuglar sunar (Chiurchiu et al., 2015).

Antiepileptikler, immiinsiipresif ilaglar, antipsikotikler ve bazi
antibiyotiklerin  izlenmesinde = LC-MS/MS  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Ayni analizde birden fazla ilacin 6lc¢iilebilmesi,
polifarmasi durumlarinda klinik yonetimi kolaylastirir. Bu teknoloji,
bireysellestirilmis tedavi yaklasimlarinin gelismesine de katki
saglamaktadir (Wu & French, 2013).

Zehirlenme olgularinda hizh tani

Acil servis ve yogun bakim ortamlarinda bilinmeyen madde
maruziyetine bagli zehirlenmelerin hizli sekilde aydinlatilimasi
klinik agidan kritik 6neme sahiptir. LC-MS/MS, hedefli analizlerde
yiksek duyarlilik saglayarak zehirlenmeye neden olan ajanin kisa
siirede saptanmasina yardimci olur. Bu durum, uygun antidot
tedavisinin planlanmast ve hasta yOnetiminin yonlendirilmesi
acgisindan 6nemlidir (Wu et al., 2012; Yu et al., 2024).
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Genis spektrumlu LC-MS/MS tarama panelleri, ¢oklu ila¢ alimi
veya yeni psikoaktif madde maruziyeti gibi karmagik olgularda
tanisal belirsizligi azaltir. Bu yontemler, farkli ilag ve toksin
siiflarinin ayn1 anda saptanmasina ve genis analit panellerinin
giivenilir sekilde taranmasina olanak taniyarak klinik ve adli
toksikolojide onemli avantaj saglar (Florou et al., 2024). Ayrica
toksik ve terapoOtik diizeylerin kantitatif olarak belirlenebilmesi,
tedavi siirecinin izlenmesi ve klinik prognozun degerlendirilmesinde
kritik rol oynar; LC-MS/MS temelli ¢oklu ila¢ analizleri klinik
orneklerde eszamanli kantifikasyon ve yiiksek duyarlilik ile bu
amagla yaygin olarak kullanilmaktadir (Ggamana & Zhang, 2024).
Yeni psikoaktif maddelerin hizla degisen yapisal ¢esitliligi de genis
spektrumlu  LC-MS/MS ve benzeri ileri analitik yontemlerin
kullanimin1 zorunlu kilmakta ve bu tekniklerin klinik-toksikolojik
tanida 6nemini artirmaktadir (Marandiuc et al., 2025).

Pediatrik ve neonatal toksikoloji uygulamalari

Pediatrik ve neonatal hasta grubunda diisiik 6rnek hacmi ile yiiksek
duyarlilik saglayan analiz yontemlerine ihtiya¢ vardir. LC-MS/MS,
minimal 6rnek hacmi ile ¢oklu analit analizi yapabilmesi sayesinde
bu hasta grubunda 6nemli avantaj saglar ve 6zellikle terapotik ilag
izlemi 1ile klinik toksikoloji uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Apostol et al., 2022). Yenidoganlarda intrauterin
ila¢ maruziyetinin saptanmasi amaciyla mekonyum, umbilikal kord
ve diger neonatal Orneklerde LC-MS/MS temelli yOntemlerin
kullanimi, prenatal maruziyetin duyarli ve 0zgiil bicimde
belirlenmesini  saglayarak klinik yonetimde o©nemli katki
sunmaktadir (Jensen et al., 2019). Ayrica yenidogan orneklerinde
yuksek duyarlilikli LC-MS/MS tabanli toksikolojik analizlerin,
intrauterin ila¢g maruziyetinin saptanmasinda mekonyum testlerine
benzer tanisal performans saglayabildigi gosterilmistir (Moncef et
al., 2026; Yu et al., 2024).
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Cocuklarda farmakokinetik farkliliklar ve metabolizma hizindaki
degiskenlikler nedeniyle dogru ilag diizeyi 6l¢iimii klinik agidan
onemlidir. Pediatrik hastalarda ila¢g maruziyetinde belirgin bireysel
degiskenlik bulunmasi, terapotik ilag izlemini tedavi etkinligi ve
giivenligi acisindan vazge¢ilmez kilmaktadir (Alomari et al., 2025).
LC-MS/MS’nin  yiiksek duyarlilign  ve oOzgilligl, disiik
konsantrasyonlardaki ila¢ ve metabolitlerin giivenilir bigimde
saptanmasini miimkiin kilarak pediatrik terapotik ilag izlemi ve
klinik karar siireglerine 6nemli katki saglar; bu yontem, ¢cocuklarda
coklu ilaglarin diigik hacimli Orneklerde eszamanli ve hassas
kantifikasyonuna olanak taniyan temel analitik yaklagim olarak
kabul edilmektedir (Zhang et al., 2022).

Adli toksikoloji uygulamalari

Adli toksikolojide ilaglar, toksinler ve yeni psikoaktif maddelerin
postmortem Orneklerde giivenilir sekilde saptanmasi, Gliim
nedeninin belirlenmesi ve olast madde suistimali vakalarinin
aydinlatilmas1 agisindan kritik 6dneme sahiptir. Gilinlimiizde sivi
kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS), yiiksek
duyarhlik, 6zgiillik ve c¢oklu analit analizine olanak saglamasi
nedeniyle postmortem toksikolojik incelemelerde temel analitik
yontemlerden biri haline gelmistir. LC-MS/MS, kompleks biyolojik
matrikslerde diisiik konsantrasyonlardaki ila¢ ve metabolitlerin
giivenilir  bigcimde  belirlenmesine  olanak  taniyarak adli
yorumlamada analitik dogrulugu artirir ve 6zellikle ¢coklu ilag alima,
polifarmasi ve yeni psikoaktif madde maruziyeti gibi karmasik
olgularda tanisal belirsizligi azaltir (Al-Asmari, 2019).

Postmortem toksikolojide genis spektrumlu tarama ve dogrulama
stratejileri giderek LC-MS/MS ve yiiksek c¢oziiniirlikli kiitle
spektrometrisi yontemlerine dayanmaktadir. Bu teknikler, hedefe
yonelik analizlerin yanmi sira genis analit panellerinin ayni anda
taranmasina olanak taniyarak bilinmeyen veya beklenmeyen

maddelerin saptanmasini miimkiin kilar. Ozellikle yeni psikoaktif
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maddelerin  hizla degisen kimyasal yapilar1 ve disiik
konsantrasyonlarda bulunmalari, yiiksek duyarliliga sahip LC-
MS/MS temelli yontemlerin dnemini artirmigtir. Postmortem kan,
idrar, vitreus sivisi ve ¢esitli doku o6rneklerinde ¢ok sayida ilacin ve
metabolitin eszamanli olarak kantitatif analizinin yapilabilmesi,
O0lim nedeninin belirlenmesi ve toksikolojik yorumlamanin
dogrulugu agisindan 6nemli avantajlar saglamaktadir (Yamagishi et
al., 2023; Yu et al., 2024).

LC-MS/MS, gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ile
birlikte adli toksikoloji laboratuvarlarinda dogrulama yontemi
olarak yaygin bicimde kullamlmaktadir. Immiinoassay tabanli
tarama testleri ile elde edilen 6n bulgularin dogrulanmasinda LC-
MS/MS’nin yiiksek 6zgiilliigi ve yanlis pozitif sonuglar1 azaltma
kapasitesi, bu yontemi modern adli toksikoloji laboratuvarlarinin
vazgecilmez bilesenlerinden biri haline getirmistir (Kahl et al.,
2019). Ayrica genis analit panellerinin farkli biyolojik 6rneklerde
analiz edilebilmesi, LC-MS/MS’nin postmortem toksikolojide
standart yontemler arasinda yer almasmi saglamis ve Ozellikle
karmasik toksikolojik olgularin aydinlatilmasinda 6nemli katki
sunmustur (Yamagishi et al., 2023; Yu et al., 2024).

Biyolojik Ornekler ve Preanalitik Siirecler

Klinik ve adli toksikolojik analizlerin dogrulugu yalnizca kullanilan
analitik yonteme degil, ayn1 zamanda biyolojik 6rneklerin dogru
sekilde alinmasi, saklanmasi ve islenmesine de baglhidir. LC-MS/MS
gibi yiiksek duyarliliga sahip tekniklerde preanalitik degiskenler,
sonuglarin giivenilirligi tizerinde belirleyici rol oynar. Yanhs 6rnek
alma, uygun olmayan saklama kosullar1 veya kontaminasyon,
analitik hatalara ve klinik yorumlama giicliiklerine yol acabilir. Bu
nedenle preanalitik siireglerin standardizasyonu, modern toksikoloji
laboratuvarlarinin temel gerekliliklerinden biridir (Lynch et al.,
2010).
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Kan, plazma ve serum

Kan, plazma ve serum, klinik toksikolojide en sik kullanilan
biyolojik 6rneklerdir ve 6zellikle akut zehirlenme olgularinda ilag ve
toksin diizeylerinin degerlendirilmesinde temel ornek tiirleri
arasinda yer alir. LC-MS/MS, bu oOrneklerde ¢ok diislik
konsantrasyonlardaki ila¢ ve metabolitlerin yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliikkle Olgiilmesine olanak saglayarak terapotik ilag diizeyi
izleminde ve klinik toksikoloji uygulamalarinda giderek artan
sekilde kullanilan bir yontem haline gelmistir. Ozellikle kromoforu
olmayan veya immiinoassay ile giivenilir Ol¢lilemeyen ilaglarin
kantitatif analizinde LC-MS/MS ¢ogu zaman en uygun veya tek
giivenilir yontem olarak kabul edilmektedir (Adaway & Keevil,
2012).

Plazma ve serum Ornekleri terapotik ilag izlemi ve farmakokinetik
degerlendirmelerde standart referans matriksler olarak kabul edilir.
LC-MS/MS tabanli yontemler, bu Orneklerde genis analit
panellerinin eszamanli kantitatif analizine olanak taniyarak klinik
doz ayarlamasi, ilag uyumsuzlugunun saptanmasi ve metabolit
diizeylerinin degerlendirilmesinde yiiksek analitik giivenilirlik
saglar. Son yillarda yapilan c¢aligmalar, plazma ve serumun LC-
MS/MS analizleri i¢in yiiksek geri kazanim ve diisiik matriks etkisi
nedeniyle en giivenilir biyolojik matriksler arasinda oldugunu
gostermektedir (Bacila et al., 2025).

Kan o6rneklerinde antikoagiilan se¢imi, hemoliz, lipemi ve Ornek
saklama kosullar1 gibi preanalitik faktdrler LC-MS/MS sonuglarini
etkileyebilir. Ozellikle postmortem orneklerde goriilen dagilim
degisiklikleri ve postmortem redistribiisyon, Olgiilen ilag
konsantrasyonlarinin yorumlanmasini giiglestirebilir. Postmortem
interval boyunca bazi ilaglarin konsantrasyonlarinda anlamli artis
veya azaliglar goriilebilecegi ve bu durumun toksikolojik
yorumlamada  dikkate ~ alinmasi  gerektigi  gosterilmistir

(Gerostamoulos et al., 2012).
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Bu nedenle biyolojik 6rnek tiirli, 6rnekleme zamani ve preanalitik
kosullar hem klinik hem adli toksikolojik yorumlama siirecinde
kritik 6neme sahiptir ve dlciilen konsantrasyonlarin klinik veya adli
baglamda degerlendirilmesi bu degiskenler g6z Oniinde
bulundurularak yapilmalidir.

idrar 6rnekleri

Idrar, toksikolojik tarama ve madde suistimali degerlendirmesinde
en yaygmn kullanilan biyolojik orneklerden biridir. Ilag ve
metabolitlerin idrarda genellikle kana kiyasla daha yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmasi ve daha uzun siire saptanabilmesi,
genis kapsamli tarama testleri i¢cin Onemli avantaj saglar. LC-
MS/MS yontemleri ile idrar Orneklerinde ¢ok sayida ilacin ve
metabolitin es zamanli ve yiiksek duyarlilikla analiz edilebildigi
gosterilmis olup, bu yaklasim klinik ve adli toksikoloji
laboratuvarlarinda rutin uygulamalarin temel bilesenlerinden biri
haline gelmisti (Kahl et al., 2019).

Bununla birlikte idrar 6rneklerinin yorumlanmasi farmakokinetik
degiskenlik, uygulanan doz, Ornekleme zamani ve bireysel
hidrasyon durumu gibi faktorlerden etkilenebilir (Moeller et al.,
2017). Idrarm seyreltilebilmesi veya ¢esitli yontemlerle manipiile
edilebilmesi, 0zellikle madde suistimali taramalarinda onemli bir
siirlilik olusturmaktadir (Mahajan, 2017). Bu nedenle kreatinin
konsantrasyonu, 6zgiil agirlik ve pH gibi parametrelerin 6l¢iilmesi,
ornek biitiinliigiiniin ve olas1 diliisyonun degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Van Wijk et al., 2019).

Tiikiiriik, sac ve diger alternatif 6rnekler

Tiikiiriik, sag, ter ve kurutulmus kan lekesi (dried blood spot) gibi

alternatif biyolojik Ornekler, son yillarda toksikolojik analizlerde

giderek daha fazla kullanilmaktadir. Tiikiiriik 6rnekleri non-invaziv

olmalari, kolay toplanabilmeleri ve plazmadaki serbest ilag

fraksiyonunu yansitabilmeleri nedeniyle 6zellikle madde suistimali
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taramalarinda ve yol kenar1 testlerinde tercih edilmektedir (Bosker
& Huestis, 2009). MS/MS tabanli yontemler, oral sivida ¢ok sayida
ilacin ve yeni psikoaktif maddenin diisiik konsantrasyonlarda
giivenilir bicimde saptanmasina olanak tanimaktadir (Maurer, 2005).

Sa¢ oOrnekleri ise uzun donemli madde maruziyetinin
degerlendirilmesinde 6nemli avantaj saglar. Sacta ilag ve
metabolitlerin haftalar-aylar boyunca kalic1 olarak saptanabilmesi,
kronik kullanimin ve geriye doniik maruziyetin degerlendirilmesine
olanak tanir (Pragst & Balikova, 2006). LC-MS/MS yontemleri ile
sa¢ Orneklerinde ¢ok sayida ilag ve metabolitin es zamanli analizi
yapilabilmekte ve bu yaklagim Ozellikle adli toksikoloji, ¢ocuk
istismar1 siiphesi ve kronik madde kullanimi1 degerlendirmelerinde
klinik a¢idan deger tasimaktadir (Maurer, 2005).

Ornek alma, saklama ve tasima Kosullari

Biyolojik orneklerin dogru sekilde alinmasi ve uygun kosullarda
saklanmasi, LC-MS/MS analizlerinin dogrulugu agisindan kritik
oneme sahiptir. Uygun tiiplerin kullanilmasi, 6rneklerin 151k, sicaklik
ve mikrobiyal kontaminasyon gibi ¢evresel faktdrlerden korunmasi
ve analiz Oncesinde uygun sicakliklarda saklanmasi analit
stabilitesinin korunmas1 i¢in gereklidir. Bir¢ok ilag ve metabolitin
oda sicakliginda veya uygunsuz saklama kosullarinda degradasyona
ugrayabildigi ve bunun kantitatif sonuglar1 etkileyebilecegi
gosterilmistir (Dinis-Oliveira et al., 2010).

Tasima siirecinde sicaklik kontroliiniin  saglanmasi, uygun
etiketleme ve zincirleme teslim (chain-of-custody) uygulamalari,
ornek biitlinliigiinlin korunmasi agisindan 6nem tasir. Ayrica tekrar
eden dondurma-¢6zme dongiilerinin bazi ilag ve metabolitlerin
stabilitesini  etkileyebilecegi ve Olciilen konsantrasyonlarda
degisikliklere yol acabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle 6rneklerin
miimkiinse tek seferde analiz edilmesi veya analiz 6ncesinde uygun
sekilde aliquotlanmasi 6nerilmektedir (Ferrara et al., 1998).
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Matriks etkisi ve kontaminasyon

LC-MS/MS analizlerinde matriks etkisi, biyolojik oOrneklerde
bulunan endojen bilesiklerin iyonizasyon siirecini etkilemesi
sonucunda analitik sinyalde baskilanma veya artis meydana gelmesi
olarak tanimlanir. Elektrospray iyonizasyon (ESI) kullanilan LC-
MS/MS yontemlerinde matriks kaynakli iyon baskilanmasi veya
giiclenmesi, kantitatif analiz dogrulugunu etkileyebilecek 6nemli bir
analitik sorundur (King et al., 2000). Uygun Ornek hazirlama
yontemleri, kromatografik ayrimin optimize edilmesi ve izotop
isaretli i¢ standartlarin kullanimi1, matriks etkisinin degerlendirilmesi
ve azaltilmasinda temel stratejiler arasinda yer almaktadir (Ferrara
et al., 1998).

Kontaminasyon, 0Ozellikle c¢ok diisik konsantrasyonlardaki
analitlerin analizinde yanlis pozitif sonuglara yol acabilen 6nemli bir
preanalitik ve analitik sorundur. Laboratuvar ortaminda capraz
kontaminasyonun onlenmesi i¢in uygun temizlik prosediirlerinin
uygulanmasi, 6rnek hazirlama ve analiz asamalarinin ayrilmasi,
blank orneklerin ve kalite kontrol materyallerinin kullanilmasi
onerilmektedir (Chung & Choe, 2017; Ferrara et al., 1998).

Numune Hazirlama Teknikleri
Protein coktiirme

Protein ¢oktiirme, LC-MS/MS analizleri 6ncesinde plazma ve serum
gibi biyolojik o6rneklerden proteinlerin uzaklastirilmasi1 amaciyla
kullanilan en basit, hizli ve maliyet-etkin numune hazirlama
yontemlerinden biridir. Asetonitril veya metanol gibi organik
coziiciilerin  eklenmesiyle  proteinlerin  denatiire  edilerek
coktiiriilmesi saglanir ve iist fazda hedef analitlerin bulundugu
stipernatant elde edilir. Uygulama kolaylig1 ve kisa islem siiresi
nedeniyle, 6zellikle yiliksek 6rnek throughput’u gerektiren klinik ve
adli toksikoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak tercih edilmektedir
(Chambers et al., 2007; Jemal, 2000).
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Bununla birlikte, protein ¢oktiirme yontemi lipidler, fosfolipitler ve
diger endojen matriks bilesenlerini tamamen uzaklastiramayabilir.
Bu durum, LC-MS/MS analizlerinde iyon baskilanmasi veya iyon
artis1 seklinde ortaya c¢ikan matriks etkilerine yol agarak kantitatif
dogrulugu sinirlayabilir. Dolayisiyla protein ¢oktiirme, hiz ve
pratiklik acisindan avantajli olsa da, 6rnek temizligi bakimindan
stvi-s1vi ekstraksiyonu (LLE) veya kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) gibi
daha secici yontemlere kiyasla daha sinirli bir arindirma saglar ve
analit-spesifik validasyon gerektirir (Jemal, 2000).

S1vi-s1vi ekstraksiyon

Sivi-sivi ekstraksiyon (liquid-liquid extraction, LLE), analitlerin
birbiriyle karismayan iki faz (genellikle sulu ve organik faz)
arasindaki dagilimina dayanan klasik ve segici bir numune hazirlama
yontemidir. Bu teknik, 6zellikle lipofilik ilaclar, toksinler ve bazi
metabolitlerin zenginlestirilmesinde yiiksek geri kazanim saglayarak
biyolojik  matriks  bilesenlerinin ~ 6nemli  bir  kisminin
uzaklastirilmasina olanak tanir. Boylece LC-MS/MS analizleri i¢in
daha temiz ekstraktlar elde edilir ve matriks etkilerinin azaltilmasina
katki saglanir (Rygaard et al., 2023).

Bununla birlikte, LLE yonteminde organik ¢oziicii kullanimi, faz
ayrimi, buharlagtirma ve yeniden ¢6zme gibi ¢ok sayida manuel
islem basamagi bulunmasi; yontemin zaman alici olmasma ve
operatdre bagimli degiskenlikler icerebilmesine yol acgabilir. Bu
nedenle, yiliksek 6rnek hacmine sahip rutin klinik ve adli toksikoloji
laboratuvarlarinda  otomasyona  uyarlanabilirligi, kat1 faz
ekstraksiyonu (SPE) veya protein ¢Oktiirme gibi daha pratik
yontemlere kiyasla sinirli kalabilmektedir (Remane et al., 2016).

Kati faz ekstraksiyonu (SPE)

Kati faz ekstraksiyonu (solid-phase extraction, SPE), seg¢ici

adsorpsiyon ve kontrollii ellisyon prensibine dayanan, yiiksek

diizeyde temizlik ve zenginlestirme saglayan gelismis bir numune
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hazirlama yontemidir. SPE kartuslar1 veya 96 kuyucuklu plakalar
kullanilarak analitlerin biyolojik matriksten ayrilmasi, interferan
bilesenlerin biiyiikk Ol¢lide uzaklastirilmasina olanak tanir. Bu
durum, LC-MS/MS analizlerinde matriks etkisinin azaltilmasina,
sinyal-giiriiltii oraninin 1iyilestirilmesine ve analitik duyarliligin
artirilmasina katki saglar (Kataoka, 2015; Remane et al., 2016).

SPE yontemi; yiiksek secicilik, tekrarlanabilirlik ve otomasyona
uygunluk avantajlari nedeniyle hem klinik hem de adli toksikoloji
laboratuvarlarinda coklu ilag ve metabolit analizlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle diisiik konsantrasyonlardaki
analitlerin kantitatif tayininde, matriks bilesenlerinin etkin bi¢imde
uzaklagtirilmasi sayesinde daha giivenilir ve dogru sonuglar elde
edilmesini miimkiin kilar (Remane et al., 2016). Bununla birlikte,
kartus tipi secimi, pH optimizasyonu ve yikama/eliisyon
basamaklarinin dikkatle planlanmasi, yontemin performansini
belirleyen kritik parametrelerdir.

Otomasyon ve yiiksek verimli hazirlama yontemleri

Artan 0rnek hacmi ve genisleyen analit panelleri, modern LC-
MS/MS laboratuvarlarinda numune hazirlama siireglerinde
otomasyonun Onemini belirgin bigimde artirmistir. Otomatik sivi
isleme platformlari, robotik pipetleme sistemleri ve 96 kuyucuklu
plakalarla uyumlu ekstraksiyon yaklagimlari; yliksek ornek isleme
kapasitesi (high-throughput), tekrarlanabilirlik ve operatére bagl
degiskenligin azaltilmasi agisindan 6nemli avantajlar sunmaktadir
(Remane et al., 2016; Wille et al., 2017). Bu sistemler, 6zellikle
coklu ila¢g ve metabolit taramalarinda kisa siirede yiiksek sayida
Oornegin  islenmesine olanak tanirken, analitik siireclerin
standardizasyonunu ve laboratuvarlar arasi karsilastirilabilirligi de
artirmaktadir.

Yiiksek verimli numune hazirlama stratejileri, klinik ve adli
toksikoloji laboratuvarlarinda rutin analizlerin siirekliligini ve kalite
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kontroliinii  destekleyerek,  sonuglarin  gilivenilirligini  ve
izlenebilirligini giiclendirmektedir. Ayrica otomasyona uyumlu
protein ¢oktiirme, SPE ve hibrit ekstraksiyon tekniklerinin
entegrasyonu; matriks etkilerinin azaltilmasi, analiz siirelerinin
kisaltilmas1 ve is akislarinin optimize edilmesi agisindan 6nemli
katkilar saglamaktadir (Remane et al., 2016). Bu nedenle, modern
toksikoloji laboratuvarlarinda otomasyon temelli numune hazirlama
yaklasimlari, yiliksek 6rnek hacmi ile calisan merkezler i¢in temel bir
gereklilik haline gelmistir.

I¢ standart kullanim

LC-MS/MS analizlerinde i¢ standart kullanimi, kantitatif
dogrulugun ve 6l¢iim tekrarlanabilirliginin saglanmasinda temel bir
bilesendir. Ozellikle stabil izotopla isaretlenmis (6rn. deuterium, *C
veya '“N) i¢ standartlar, 6rnek hazirlama siirecinde olusabilecek
analit kayiplarii, matriks kaynakli iyon baskilanmasi veya iyon
artig1 gibi etkileri ve enstriimantal dalgalanmalar1 kompanse ederek
Ol¢iimlerin dogrulugunu artirir (Heudi et al., 2020). Bu yaklasim,
ekstraksiyon verimliligindeki farkliliklarin  ve iyonizasyon
etkinligindeki degiskenligin normalize edilmesini saglayarak,
biyolojik matrikslerde diisiik konsantrasyonlardaki analitlerin
giivenilir bigimde kantifiye edilmesine olanak tanir.

Klinik ve adli toksikoloji uygulamalarinda, c¢oklu analit iceren
panellerde her analit i¢in yapisal olarak benzer veya ideal olarak
izotop isaretli i¢ standart kullanilmasi analitik performansin
belirleyici unsurlarindan biridir. Uygun i¢ standart se¢imi; dogruluk
(accuracy), kesinlik (precision), geri kazanim (recovery) ve matriks
etkisinin kontrolii agisindan kritik olup, validasyon parametrelerinin
kabul edilebilir sinirlar iginde kalmasina katki saglar (Heudi et al.,
2020). Bu nedenle modern LC-MS/MS yontem gelistirme ve
validasyon siireclerinde i¢ standart stratejisinin dogru planlanmasi,
giivenilir ve karsilagtirilabilir  sonuglar elde edilmesi igin

vazgecilmez bir gereklilik olarak kabul edilmektedir.
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Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon
Kalibrasyon ve dogruluk

LC-MS/MS  yontemlerinde  kalibrasyon  egrileri,  analit
konsantrasyonu ile 6l¢iilen sinyal arasindaki iligkiyi tanimlayarak
kantitatif analizlerin temelini olusturur. Uygun kalibrasyon
araliginin  belirlenmesi  ve matriks uyumlu kalibratorlerin
kullanilmasi, Ol¢glim dogrulugunu artirir. Analitik  dogruluk
(accuracy), Olclilen degerlerin gergcek degere yakinliginmi ifade eder

ve validasyon siirecinde kalite kontrol ornekleri ile degerlendirilir
(Wille et al., 2017).

Duyarhhk ve ozgiilliik

Duyarlilik, yontemin diisiik konsantrasyonlardaki analitleri
saptayabilme kapasitesini ifade ederken; ozgiilliik, analitin diger
bilesenlerden ayirt edilebilmesini tanimlar. Tandem kiitle
spektrometrisi, secilmis reaksiyon izleme (SRM/MRM) modunda
yiiksek ozgiilliik saglayarak yanlis pozitif sonuglar1 azaltir ve
kompleks biyolojik matrikslerde giivenilir tanimlama yapilmasina
olanak tanir (Wille et al., 2017).

Alt tespit ve kantifikasyon sinirlari

Alt tespit siirt (limit of detection, LOD), bir analitin varliginin
giivenilir bicimde ayirt edilebildigi en diisiik konsantrasyonu; alt
kantifikasyon sinir1 (lower limit of quantification, LLOQ) ise
analitin kabul edilebilir dogruluk (accuracy) ve kesinlik (precision)
degerleri ile kantitatif olarak olgiilebildigi en diisiik diizeyi ifade
eder. LC-MS/MS yontemlerinde LOD ve LLOQ degerlerinin dogru
bicimde belirlenmesi, yontemin analitik duyarliligini ve klinik
uygulanabilirli§ini ortaya koyan temel validasyon parametreleri
arasinda yer alir. Ozellikle toksikolojik taramalar, terapdtik ilag
izlem programlarn1 ve diisik konsantrasyonlu biyobelirteg
Ol¢timlerinde, bu sinirlarin yeterince diisiik olmasi klinik karar
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verme siirecinin giivenilirligi a¢isindan kritik éneme sahiptir (Kaza
etal., 2019).

Yontem validasyonu sirasinda LOD ve LLOQ degerleri genellikle
sinyal-giiriiltii ~ orani,  kalibrasyon  egrisi  dogrulugu ve
tekrarlanabilirlik olciitleri dikkate alinarak belirlenir. Uluslararasi
kilavuzlar, LLOQ diizeyinde 6l¢timlerin belirli dogruluk ve kesinlik
kriterlerini karsilamasin1 ve matriks etkilerinin kontrol edilmesini
onermektedir. Bu nedenle, LC-MS/MS yontem gelistirme siirecinde
uygun numune hazirlama, i¢ standart kullanimi ve enstriimantal
optimizasyon ile diisik LOD ve LLOQ degerlerine ulagilmasi,
ozellikle klinik ve adli toksikoloji uygulamalarinda giivenilir ve
karsilastirilabilir sonuglar elde edilmesi i¢in vazgecilmezdir (Kaza et
al., 2019).

Tekrarlanabilirlik ve kesinlik

Tekrarlanabilirlik (intra-day precision) ve ara giin kesinligi (inter-
day precision), gelistirilen LC-MS/MS yonteminin ayni kosullar
altinda ve farkli giinlerde benzer sonuclar iiretme yetenegini
degerlendiren temel validasyon parametreleridir. Tekrarlanabilirlik,
ayni giin icerisinde ve ayni analitik kosullar altinda yapilan ¢oklu
Olctimlerin varyasyonunu yansitirken; ara giin kesinligi, farkli
giinlerde, farkli analistler veya farkli cihaz kosullar1 altinda elde
edilen ol¢timlerin tutarliligini gosterir. Bu parametreler genellikle
diistik, orta ve yiiksek konsantrasyon seviyelerini temsil eden kalite
kontrol (QC) drnekleri ile belirlenir ve sonuglar bagil standart sapma
(RSD, %) veya varyasyon katsayist (CV, %) olarak ifade edilir.
Uluslararas1 validasyon kilavuzlari, hem intra-day hem inter-day
kesinlik degerlerinin kabul edilebilir smirlar iginde olmasini
yontemin giivenilirli§i agisindan zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle
tekrarlanabilirlik ve kesinlik degerlendirmeleri, yontemin klinik ve
adli toksikoloji uygulamalarinda rutin kullanima uygunlugunu
gosteren temel gostergeler arasinda yer alir (Kaza et al., 2019).
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Matriks etkisi ve geri kazanim

Matriks etkisi, biyolojik drneklerde bulunan endojen bilesenlerin
iyonizasyon siirecini etkileyerek analitik sinyalde baskilanma veya
artisa yol acmasi olarak tanimlanir. Ozellikle LC-MS/MS
analizlerinde elektrospray iyonizasyon (ESI) kaynakli iyon
baskilanmasi, kantitatif sonuglarin dogrulugunu ve duyarliligini
etkileyebileceginden dikkatle degerlendirilmelidir. Matriks etkisinin
belirlenmesi genellikle post-ekstraksiyon ekleme yontemleri veya
farkli biyolojik matrikslerden elde edilen 6rneklerin karsilastiriimasi
ile yapilir.

Geri kazanim (recovery) ise analitin numune hazirlama siirecinde ne
kadarinin  kayipsiz sekilde elde edilebildigini gdsterir ve
ekstraksiyon verimliliginin bir gostergesidir. Yiiksek ve tutarli geri
kazanim oranlari, yontemin duyarlilig1 ve dogrulugu acisindan 6nem
tasir. Izotop isaretli i¢ standartlarin kullanimi, hem matriks
etkilerinin kompanse edilmesinde hem de 6rnek hazirlama sirasinda
olusabilecek kayiplarin diizeltilmesinde kritik rol oynar. Uygun
ekstraksiyon tekniklerinin (protein ¢oktiirme, LLE, SPE vb.) se¢imi
ve validasyonu, matriks etkisinin azaltilmasina ve geri kazanimin
optimize edilmesine katki saglayarak LC-MS/MS yonteminin
analitik performansini artirir (Heudi et al., 2020).

Uluslararasi validasyon kilavuzlar:

LC-MS/MS  yontem validasyonu, uluslararast diizenleyici
kurumlarin ve bilimsel kuruluslarin yayimladig: kilavuzlara uygun
olarak planlanmali ve yiiriitiilmelidir. ABD Gida ve Ilag Dairesi
(Food and Drug Administration, FDA) ve Avrupa Ilag Ajansi
(European Medicines Agency, EMA) tarafindan yayimlanan
biyoyontem validasyon rehberleri ile adli toksikoloji alaninda
calisan mesleki derneklerin Onerileri, biyolojik 6rneklerde kantitatif
analizlerin giivenilirligini saglamak i¢in gerekli temel parametreleri
tamimlamaktadir. Bu kilavuzlarda dogruluk (accuracy), kesinlik
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(precision), secicilik (selectivity), duyarlilik, kalibrasyon araligi ve
dogrusal yanit, stabilite, geri kazanim ve matriks etkisi gibi
parametrelerin - nasil  degerlendirilecegi  ayrintili  bicimde
aciklanmakta; ayrica kalite kontrol orneklerinin kullanimi, kabul
edilebilir sapma smirlar1  ve raporlama standartlar1  da
belirlenmektedir. Bu  standartlastirilmis  yaklasim,  farkh
laboratuvarlar arasinda sonuglarin karsilastirilabilirligini artirmakta
ve LC-MS/MS yontemlerinin klinik, farmakokinetik ve adli
toksikoloji uygulamalarinda giivenle kullanilmasina olanak
saglamaktadir (Kaza et al., 2019; Wille et al., 2017).

Tarama ve Dogrulama Stratejileri
Tarama testlerinin planlanmasi

Toksikolojik analizlerde tarama testleri, biyolojik Orneklerde
bilinmeyen ya da beklenen ilag ve toksik maddelerin hizli bicimde
saptanmas1 amactyla ilk basamak olarak uygulanir. Immiinoassay
tabanli yontemler, genis analit kapsami, kisa analiz siiresi ve yiiksek
ornek throughput’u saglamalar1 nedeniyle klinik ve adli toksikoloji
laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
capraz reaksiyonlar ve sinirli analit 6zgiilliigii gibi nedenlerle yalanci
pozitif veya yalanci negatif sonucglar olusabileceginden,
immiinoassay sonuglarinin dogrulayici yontemlerle desteklenmesi
gerekmektedir. Bu dogrulama asamasinda 6zellikle LC-MS/MS
tabanli yontemler altin standart olarak kabul edilmekte ve yiiksek
ozgiilliik ile duyarlilik saglamaktadir (Kale, 2019).

Son yillarda LC-MS/MS ve yiksek ¢oziiniirlikli kiitle
spektrometrisi  (HRMS) temelli genis spektrumlu tarama
yaklagimlari, ayni analizde ylizlerce ilacin, metabolitin ve yeni
psikoaktif maddelerin (NPS) saptanabilmesine olanak taniyarak
modern toksikoloji laboratuvarlarinda 6nemli bir yer edinmistir. Bu
teknikler, hedefe yonelik (targeted) ve hedef dis1 (untargeted) analiz
stratejilerinin birlikte kullanilmasina imkan saglayarak Ozellikle

--162--



bilinmeyen madde maruziyetlerinde ve karmasik zehirlenme
vakalarinda tanisal degeri artirmaktadir. Gelismis kiitle dogrulugu,
yiiksek ¢oziiniirliik ve genis veri tabanlari ile desteklenen HRMS
sistemleri, yeni ortaya ¢ikan maddelerin retrospektif veri analizi ile
yeniden taranabilmesine de olanak saglayarak toksikolojik tarama
stire¢lerinde 6nemli avantajlar sunmaktadir (Viette et al., 2012).

Pozitif sonuclarin dogrulanmasi

Tarama testlerinde elde edilen pozitif sonuglarin dogrulanmasi,
yalanct pozitifliklerin 6nlenmesi ve klinik/adli karar siireclerinin
giivenilirliginin  saglanmasi agisindan zorunlu bir asamadir.
Immiinoassay gibi tarama yontemleri yiiksek duyarhilik sunmakla
birlikte sinirli 6zgiilliikkleri nedeniyle capraz reaksiyonlara agik
olabilir; bu nedenle pozitif tarama sonuglarinin kiitle spektrometrisi
temelli dogrulama yontemleri ile teyit edilmesi gerekmektedir. LC-
MS/MS ve GC-MS sistemleri, yiiksek 6zgiilliik, secicilik ve diigiik
tespit smirlar1 saglamalart nedeniyle toksikolojik dogrulama
analizlerinde altin standart olarak kabul edilmektedir ve hem klinik
hem de adli toksikoloji laboratuvarlarinda rutin olarak
kullanilmaktadir (Wille et al., 2017).

Dogrulama asamasinda analitin 6zgiil iyon gegislerinin (6rnegin
MRM gegisleri) izlenmesi, uygun kalibrasyon egrilerinin
olusturulmasi ve kalite kontrol orneklerinin analiz siirecine dahil
edilmesi analitik dogruluk ve kesinligi artirir. Ayrica izotop isaretli
i¢ standartlarin kullanimi, O6rnek hazirlama ve cihaz kaynakl
varyasyonlar1 kompanse ederek kantitatif giivenilirligi giiclendirir.
Validasyon parametrelerine uygun olarak yiiriitiillen dogrulama
analizleri, sonuglarin tekrarlanabilirligini ve laboratuvarlar arasi
karsilastirilabilirligini  artirarak toksikolojik degerlendirmelerin
bilimsel gegerliligini destekler (Wille et al., 2017).

Yalana pozitif ve yalanci negatif sonuclar
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Tarama testlerinde yalanci pozitif sonuglar cogunlukla immiinoassay
temelli yontemlerde goriilen ¢apraz reaksiyonlar, matriks bilesenleri
ve yapisal olarak benzer bilesiklerin interferansi nedeniyle ortaya
cikarken; yalanci negatif sonuglar diisiik analit konsantrasyonlari,
hizli metabolizma, 6rnek alma zamanlamasi ve tarama panelinin
smirlt analit kapsami gibi faktorlere bagli olarak gelisebilir. Bu
durum, o6zellikle klinik ve adli toksikoloji uygulamalarinda tarama
sonuglariin tek basina yorumlanmasini kisitlamakta ve dogrulama
analizlerinin gerekliligini ortaya koymaktadir (Rygaard et al., 2023).
LC-MS/MS temelli dogrulama yontemleri ise coklu reaksiyon
izleme (MRM) yaklagimi, yiiksek segicilik ve diisiik tespit sinirlar
sayesinde capraz reaksiyon ve interferans kaynakli hatalar1 biiyiik
Ol¢iide azaltarak daha giivenilir ve 6zgiil sonuglar saglar. Bu nedenle
LC-MS/MS, toksikolojik analizlerde hem klinik hem adli baglamda
dogrulama asamasinin temelini olusturan yontemlerden biri olarak
kabul edilmektedir (Maurer, 2005).

Klinik yorumlama

Toksikolojik analiz sonuglariin  klinik veya adli acidan
yorumlanmasi; Olgiilen analit konsantrasyonunun tek basina
degerlendirilmesinden ziyade Ornek tiirii, 6rnekleme zamani, olasi
maruziyet yolu, hastanin klinik bulgular1 ve ilgili maddenin
farmakokinetik 6zellikleri birlikte ele almarak yapilmalidir. {lacin
dagilim hacmi, yar1 omrii, aktif metabolit olusumu ve bireysel
farkliliklar gibi faktorler, Olglilen konsantrasyon ile klinik etki
arasindaki iliskinin dogru kurulmasinda belirleyici rol oynar. Bu
nedenle toksikolojik sonuglarin yorumlanmasi, analitik verinin
klinik ve olay yeri bilgileriyle biitlinlestirilmesini gerektirir (Moeller
etal., 2017).

Ozellikle postmortem toksikolojide postmortem redistribiisyon,
olim sonrast metabolik degisiklikler, Ornekleme bdlgesi ve
zamanlamas1  gibi  degiskenler Olgiilen  konsantrasyonlarin
yorumlanmasini 6nemli 6l¢iide etkileyebilir. Santral ve periferik kan



ornekleri arasindaki konsantrasyon farkliliklari, dokular arasi
diflizyon ve dliimden sonra meydana gelen kimyasal degisimler,
yanlig yorumlamalara yol agabilecek potansiyel faktorlerdir. Bu
nedenle postmortem toksikolojik bulgularin degerlendirilmesinde
analitik sonuglarin olayin baglami, otopsi bulgular1 ve farmakolojik
verilerle birlikte ele alinmasi zorunludur (Wille et al., 2017).

Cut-off degerleri ve referans arahklar

Cut-off degerleri, tarama ve dogrulama testlerinde pozitif ve negatif
sonuclarin ayriminm belirleyen kritik esik degerlerdir. Bu degerler;
analitik yontemin duyarhilik ve Ozgilligii, 6rnek matriksinin
Ozellikleri, klinik karar sinirlar1 ve uluslararasi kilavuzlarin 6nerileri
dogrultusunda  belirlenir. ~ Ozellikle madde  kullaniminin
degerlendirilmesine yonelik tarama testlerinde cut-off degerlerinin
standardize edilmesi, farkli laboratuvarlar arasinda sonuglarin
karsilastirilabilirligini artirir ve yanlis pozitif ya da yanlis negatif
sonu¢ olasiligini azaltir (Kale, 2019; Moeller et al., 2017).

Referans araliklarin  dogru belirlenmesi ve wuygun cut-off
degerlerinin  kullanmilmasi,  klinkk ve adli  toksikoloji
laboratuvarlarinda sonuglarin dogru yorumlanmasi agisindan temel
bir gerekliliktir. Yetersiz belirlenmis esik degerler, 6zellikle diisiik
konsantrasyonlu ila¢g ve metabolitlerin degerlendirilmesinde tanisal
hatalara yol agabilirken, uygun validasyon ve kalite kontrol siire¢leri
ile desteklenen cut-off degerleri analitik giivenilirligi artirir ve klinik
karar verme siirecine katki saglar (Wille et al., 2017).

Kalite Kontrol ve Akreditasyon
I¢ kalite kontrol siirecleri

LC-MS/MS temelli toksikolojik analizlerde i¢ kalite kontrol (IQC),
analitik stirecin dogrulugunu, tekrarlanabilirligini ve uzun donemli
kararliligim1 saglamak i¢in vazgecilmez bir bilesendir. Farkh
konsantrasyon seviyelerinde hazirlanan kalite kontrol 6rneklerinin
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her analitik seriye dahil edilmesi; cihaz performansinin izlenmesine,
kalibrasyon egrilerinin dogrulanmasina ve yontem dogrulugunun
stirekliliginin degerlendirilmesine olanak tanir. Bu yaklagim,
ozellikle coklu analit iceren toksikolojik tarama ve dogrulama
yontemlerinde analitik sapmalarin erken donemde saptanmasini
saglayarak yanlis sonuglarin dnlenmesine katkida bulunur (Rygaard
et al., 2023; Wille et al., 2017).

I¢ kalite kontrol uygulamalar1 yalnizca kontrol &rneklerinin analizini
degil; aym1 zamanda i¢ standart yanitlarinin izlenmesi, iyon
oranlarinin  kabul  kriterleri  icinde kalip  kalmadiginin
degerlendirilmesi ve sistem uygunluk testlerinin diizenli olarak
gerceklestirilmesini  de  kapsar. LC-MS/MS  sistemlerinde
iyonizasyon verimindeki degisiklikler, matriks etkileri ve cihaz
kaynakli varyasyonlar, i¢ kalite kontrol verileri araciligiyla erken
donemde belirlenebilir. Bdylece kalibrasyon kaymalari, iyon
baskilanmasi veya cihaz performansindaki diisiisler gibi sorunlar
klinik veya adli raporlamaya yansimadan 6nce diizeltilebilir (Wille
etal., 2017).

Kalite kontrol verilerinin istatistiksel olarak izlenmesi, laboratuvarin
analitik performansinin siirdiiriilebilirligi agisindan kritik 6neme
sahiptir. Levey—Jennings grafikleri, Westgard kurallar1 ve trend
analizleri gibi kalite izleme araglar1 kullanilarak sistematik hatalar
ve rastgele varyasyonlar degerlendirilebilir. Bu yontemler, 6zellikle
diisiik konsantrasyonlarda 6l¢iim yapilan toksikolojik analizlerde
giivenilirligin artirllmasina ve yontem validasyon paramtrelerinin
rutin kullanim siirecinde korunmasina yardimci olur (Wille et al.,
2017).

Dis kalite degerlendirme programlari

Di1s kalite degerlendirme (external quality assessment, EQA)
programlari, toksikoloji laboratuvarlarinin analitik dogrulugunu ve
laboratuvarlar aras1 karsilagtirilabilirligini degerlendirmek amaciyla
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uygulanan temel kalite glivencesi araclarindan biridir. Bu
programlar kapsaminda laboratuvarlara gonderilen kor drneklerin
rutin yontemlerle analiz edilmesi ve elde edilen sonuglarin referans
veya hedef degerlerle karsilagtirilmasi, 6l¢iim dogrulugu ve yontem
performansi hakkinda objektif veri saglar. EQA sonuglarinin diizenli
olarak izlenmesi, sistematik hatalarin saptanmasina ve analitik
stireglerin uluslararas1 standartlarla uyumlu hale getirilmesine
katkida bulunur (Wille et al., 2017; Wilson et al., 2001).

Toksikoloji laboratuvarlarinda EQA katilimi, yalnizca analitik
dogrulugun degerlendirilmesiyle smirli olmayip ayni zamanda
yontemlerin duyarlilik, 6zgiillik ve raporlama dogrulugunun da
izlenmesini saglar. Ozellikle LC-MS/MS tabanli ¢oklu analit
analizlerinde farkli laboratuvarlar arasinda 6lglim farkliliklarinin
belirlenmesi, kalibrasyon stratejilerinin ve Ornek hazirlama
protokollerinin optimize edilmesine olanak tanir. Bu siireg,
laboratuvarlarin performanslarini uluslararasi referans merkezleriyle
karsilagtirarak standardizasyonun saglanmasina yardimeci olur ve
klinik ile adli toksikoloji raporlarinin giivenilirligini artirir (Wille et
al., 2017).

EQA programlarindan elde edilen geri bildirimler, laboratuvar kalite
yonetim sistemlerinin siirekli iyilestirilmesi agisindan 6nemli bir
veri kaynagidir. Performansin hedef degerlerin disinda kaldig:
durumlarda kok neden analizi yapilmasi, yontem validasyon
parametrelerinin gozden gecirilmesi ve gerekli diizeltici faaliyetlerin
uygulanmasi Onerilir. Bu yaklasim, akreditasyon siirecleri
kapsaminda laboratuvarin  kalite giivencesi  gerekliliklerini
karsiladigin1 gostermesi acisindan da 6nem tasir ve toksikolojik
analiz sonuglarmin wulusal ve uluslararas1 diizeyde kabul
edilebilirligini destekler (Wille et al., 2017).

Laboratuvar akreditasyonu (ISO standartlar)
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Toksikoloji laboratuvarlarinda kalite yonetim sistemlerinin etkin
bicimde uygulanmasi ve uluslararasi standartlara uyum, analitik
sonuclarin  dogrulugu ve giivenilirligi acisindan temel bir
gerekliliktir. ISO 15189 (tibbi laboratuvarlar igin kalite ve yeterlilik
gereklilikleri) ile ISO/IEC 17025 (deney ve kalibrasyon
laboratuvarlarinin yeterliligi) standartlari; yontem validasyonu,
kalite kontrol siirecleri, 6l¢lim belirsizligi, personel yetkinligi ve
dokiimantasyon yonetimi gibi kritik alanlara iliskin kapsamli
cerceve sunar. Bu standartlara uygun olarak yiiriitiilen akreditasyon
stirecleri, laboratuvarlarin analitik performansinin uluslararasi kabul
gormiis kriterlere gore degerlendirildigini ve stirdiiriilebilir kalite
giivencesi saglandigini gosterir (Wille et al., 2017).

ISO 15189 standardi, 6zellikle klinik toksikoloji laboratuvarlarinda
hasta giivenligi ve sonuglarin klinik yorumlanabilirli§i acisindan
onemli gereklilikler icerir. Preanalitik, analitik ve postanalitik
stireclerin tamaminin kalite yonetim sistemi kapsaminda izlenmesi;
numune kabul kriterleri, izlenebilirlik, raporlama standartlar1 ve hata
yOnetimi gibi unsurlarin sistematik olarak kontrol edilmesini saglar.
ISO/IEC 17025 ise 6l¢iim dogrulugu, metot validasyonu ve olglim
belirsizliginin  degerlendirilmesi  konularinda  daha  teknik
gereklilikler tanimlayarak, o6zellikle adli toksikoloji ve arastirma
laboratuvarlarinda  analitik  yeterliligin  uluslararas1  diizeyde
taninmasina katkida bulunur (Plebani et al., 2014).

Akreditasyon siireci; i¢ ve dig kalite kontrol uygulamalarmin
etkinliginin gosterilmesi, dokiimante edilmis standart c¢alisma
prosediirlerinin  (SOP)  olusturulmasi, personel egitim ve
yetkinliginin diizenli olarak degerlendirilmesi ve cihaz bakim-—
kalibrasyon kayitlarimin izlenmesini kapsar. Bu gerekliliklerin
sistematik bicimde uygulanmasi, laboratuvarlar arasi1 uyumu
artirarak raporlanan toksikolojik sonuglarin hem klinik hem de
hukuki agidan kabul edilebilirligini giiclendirir. Ozellikle adli
toksikoloji uygulamalarinda akredite laboratuvarlardan elde edilen
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verilerin mahkemeler ve resmi kurumlar tarafindan daha yiiksek
giivenilirlikle kabul edildigi bildirilmektedir (Wille et al., 2017).

Veri yonetimi ve raporlama

LC-MS/MS analizlerinde veri yonetimi ve raporlama siiregleri,
analitik sonuglarin izlenebilirligi, dogrulugu ve biitiinliigiiniin
saglanmas1  agisindan  kalite  yOnetim  sisteminin  temel
bilesenlerinden biridir. Modern toksikoloji laboratuvarlarinda
laboratuvar bilgi yonetim sistemleri (LIMS) ve {iretici yazilimlar
araciligryla ham verilerin saklanmasi, kromatogramlarin ve spektral
verilerin arsivlenmesi, kalite kontrol sonuglarinin izlenmesi ve
raporlarin  standart formatta olusturulmast miimkiindiir. Bu
sistemler, veri kaybi veya yetkisiz degisiklik riskini azaltarak
analitik silirecin geriye doniik olarak denetlenebilmesine olanak tanir
ve Ozellikle akreditasyon gerekliliklerinin karsilanmasina katki
saglar (Wille et al., 2017; Wu et al., 2012).

Veri yonetiminde izlenebilirlik, her analiz i¢in numune kabuliinden
raporlamaya kadar tiim agsamalarin kayit altina alinmasin1 gerektirir.
Kalibrasyon egrileri, i¢ kalite kontrol sonuglari, cihaz performans
parametreleri ve analitik ham veriler, gerektiginde yeniden
degerlendirilebilecek sekilde gilivenli bigimde saklanmalidir. Bu
yaklagim, oOzellikle adli toksikoloji uygulamalarinda sonuglarin
hukuki gecerliligi agisindan kritik olup, analizlerin bagimsiz olarak
dogrulanabilmesine olanak tanir. Ayrica veri biitiinliigiinii saglamak
amaciyla kullanici yetkilendirmesi, elektronik imza uygulamalari ve
denetim izleri gibi bilgi giivenligi Onlemlerinin uygulanmasi
onerilmektedir (Wille et al., 2017).

Toksikolojik  sonuglarin  raporlanmasi,  yalnizca  Olglilen
konsantrasyonlarin verilmesinden ibaret olmayip sonuglarin klinik
veya adli baglamda yorumlanabilir sekilde sunulmasini da kapsar.
Raporda kullanilan yontem, dl¢tim araligi, cut-off degerleri, 6l¢iim
belirsizligi ve analitik sinirlamalar gibi bilgilerin acik¢a belirtilmesi,
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sonuclarin dogru yorumlanmasia yardimci olur. Ozellikle diisiik
konsantrasyonlu maddelerin saptandigit durumlarda analitik
duyarlilik ve 6zgiillik smirlarinin rapora eklenmesi, klinik karar
verme slirecini destekler ve yanlis yorumlamalarin 6nlenmesine
katkida bulunur (Wu et al., 2012).

Klinik ve Adli Yorumlama
Farmakokinetik ve metabolizma

Toksikolojik  analiz  sonuglarmin  klinik ve adli acidan
yorumlanmasinda farmakokinetik  parametreler; absorpsiyon,
dagilim, metabolizma ve eliminasyon siiregleri  temel
belirleyicilerdir. ~ Olgiillen  kan  veya  biyolojik  &rnek
konsantrasyonlarinin klinik etki ile iligkilendirilmesi, yalnizca
sayisal degerin degerlendirilmesiyle degil, ilacin uygulama yolu,
allm zamanmi1 ve bireysel metabolik farkliliklarin g6z Oniinde
bulundurulmasiyla miimkiindiir. Karaciger enzim aktivitesindeki
genetik polimorfizmler, es zamanlh ilag kullanimi ve organ
fonksiyon bozukluklar1 gibi faktorler, ilag ve metabolit diizeylerini
onemli Olgiide etkileyebilir ve klinik tablo ile analitik sonuglar
arasindaki iligkinin dogru kurulmasmi gerektirir (Moeller et al.,
2017; Viette et al., 2012; Wu et al., 2012).

Birgok toksik ajan icin aktif veya toksik metabolitlerin varligi,
oOlgiilen ana bilesik konsantrasyonunun tek basina yorumlanmasini
yetersiz kilabilir. Bazi ilaglarda farmakolojik etkinin biiylik kismi
metabolitler araciligiyla ortaya c¢ikarken, bazi durumlarda
metabolit/ana bilesik oran1 alim zaman1 hakkinda bilgi saglayabilir.
Bu nedenle toksikolojik degerlendirmede metabolit profili ve
metabolik donilisim hizinin  dikkate alinmasi, o6zellikle akut
zehirlenme ve madde suistimali vakalarinda klinik yorumun
dogrulugunu artirir (Moeller et al., 2017).

LC-MS/MS teknolojisi, yiliksek duyarlilik ve secicilik 6zellikleri
sayesinde ana bilesiklerin ve metabolitlerin es zamanli olarak
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Ol¢iilmesine olanak tanir. Bu durum, farmakokinetik profilin daha
kapsamli bicimde degerlendirilmesini saglayarak maruziyet
zamaninin tahmini, metabolik yolaklarin anlasilmasi ve toksik
etkilerin 6ngoriilmesi agisindan dnemli avantajlar sunar. Ozellikle
coklu analit Ol¢iim kapasitesi, klinik ve adli toksikoloji
uygulamalarinda  farmakokinetik  verilerin ~ yorumlanmasini
giiclendirir ve analitik sonuclarin baglamsal degerlendirilmesine
katkida bulunur (Viette et al., 2012; Wu et al., 2012).

Toksik ve terapotik diizeyler

Bir ilacin terapdtik, toksik ve letal konsantrasyon araliklarinin
belirlenmesi, klinik ve adli toksikolojik yorumlamanin temelini
olusturur. Terapétik ilag izleminde belirlenen hedef konsantrasyon
araliklari, ilacin etkinliginin saglanmasi ve advers etkilerin
onlenmesi acisindan yol gosterici olmakla birlikte, bu sinirlar her
hasta icin mutlak bir esik degeri temsil etmez. Olgiilen
konsantrasyonun klinik etki ile iligkisi; alinan doz, uygulama yolu,
ornekleme zamanmi ve bireysel farmakokinetik ozellikler gibi
degiskenlerden etkilenir. Ayrica tolerans gelisimi, kronik kullanim
ve eslik eden hastaliklar da aymi konsantrasyonun farkli klinik
sonuglara yol agmasina neden olabilir (Viette et al., 2012; Wu et al.,
2012).

Toksik ve letal diizeylerin yorumlanmasinda, referans
konsantrasyon araliklarinin baglamsal olarak degerlendirilmesi
onemlidir. Akut zehirlenmelerde yiiksek konsantrasyonlar belirgin
klinik bulgularla iligkili olabilirken, kronik kullanim durumlarinda
daha yiiksek konsantrasyonlar tolere edilebilir. Benzer sekilde,
ornekleme zamaninin ilacin emilim ve eliminasyon fazlarina denk
gelmesi oOlgiilen degeri dogrudan etkileyebilir. Bu nedenle tek bir
Olciim sonucuna dayanarak klinik karar verilmesi yerine, seri
Olciimler, klinik tablo ve farmakokinetik veriler birlikte
degerlendirilmelidir (Moeller et al., 2017).
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LC-MS/MS tabanli analizler, diisiik konsantrasyon araliklarinda bile
yiiksek dogruluk ve 6zgiilliikle 6l¢iim yapilmasina olanak tantyarak
terapotik ve toksik diizeylerin giivenilir sekilde belirlenmesini
saglar. Ozellikle ¢oklu ilag kullanimmnin sdéz konusu oldugu
hastalarda veya karmasik zehirlenme vakalarinda birden fazla
analitin es zamanli Olgiilmesi, klinik ve adli yorumlamanin
dogrulugunu artirir. Bununla birlikte, raporlanan konsantrasyonlarin
klinik baglam icinde degerlendirilmesi ve referans araliklarin
yontem ve matriks ozelliklerine gore degisebileceginin géz oniinde
bulundurulmasi gereklidir (Viette et al., 2012; Wu et al., 2012).

Tlac etkilesimleri

Coklu ilag kullanimi (polifarmasi), klinik ve adli toksikolojik
yorumlamada sonuglarin dogru degerlendirilmesini giiclestiren
onemli bir degiskendir. Birden fazla ilacin es zamanlh kullanima,
analitlerin biyolojik Orneklerde Olciilen konsantrasyonlarin1 ve
ortaya ¢ikan klinik etkileri 6énemli 6lciide degistirebilir. Ilag—ilag
etkilesimleri farmakokinetik mekanizmalar (absorpsiyon, dagilim,
metabolizma ve eliminasyon) veya farmakodinamik mekanizmalar
yoluyla gerceklesebilir ve toksikolojik sonuglarin klinik tablo ile
iliskilendirilmesini dogrudan etkiler (Blinder, 2010).

Farmakokinetik etkilesimler, 6zellikle sitokrom P450 (CYP) enzim
sistemi iizerinden gerceklestiginde klinik agidan belirgin sonuglar
dogurabilir. CYP enzimlerinin inhibisyonu, bazi ilaglarin veya
metabolitlerinin plazma konsantrasyonlarinin artmasina ve toksik
diizeylere ulagsmasina yol agarken; enzim indiiksiyonu ise terapotik
etkinin azalmasina veya yalanci diisiik 6l¢timlere neden olabilir. Bu
durum, LC-MS/MS analizlerinde Olciilen konsantrasyonlarin tek
basima degerlendirilmesinin yetersiz kalabilecegini ve etkilesim
potansiyelinin mutlaka g6z onilinde bulundurulmasi gerektigini
gostermektedir (Viette et al., 2012; Wu et al., 2012).
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Farmakodinamik etkilesimlerde ise ilaclarin benzer veya zit etki
mekanizmalari {izerinden sinerjistik ya da antagonistik etkiler ortaya
cikabilir. Ozellikle santral sinir sistemi depresanlarinin birlikte
kullanimu, 6lgiilen konsantrasyonlar terapotik aralikta olsa dahi ciddi
klinik tablolara yol acabilir. Bu nedenle toksikolojik analiz
sonuglariin yorumlanmasinda, hastanin kullandig1 tiim ilaglarin,
olast etkilesimlerin ve klinik bulgularin birlikte degerlendirilmesi
gereklidir. LC-MS/MS tabanli ¢oklu analit analizleri, polifarmasi
durumlarinda es zamanli ilag ve metabolit saptamasina olanak
tantyarak  ilag  etkilesimlerinin daha  kapsamli  bi¢imde
degerlendirilmesini destekler (Viette et al., 2012; Wu et al., 2012).

Postmortem toksikoloji

Postmortem toksikolojide Olgiilen 1ilag ve toksik madde
konsantrasyonlarinin yorumlanmasi, 6liim sonrast meydana gelen
biyokimyasal ve fiziksel degisiklikler nedeniyle klinik toksikolojiye
kiyasla daha karmagiktir. Postmortem redistriblisyon, Ornekleme
yeri (santral veya periferik kan), 6liim ile 6rnekleme arasindaki siire
ve cevresel kosullar gibi faktorler 6lglilen konsantrasyonlar1 6nemli
ol¢iide etkileyebilir. Oliimden sonra bazi ilaglarin kan ve dokular
arasinda pasif diflizyon gostermesi veya hiicresel yikim sonucu
dolasima gec¢mesi, 6zellikle santral kan 6rneklerinde konsantrasyon
artisina yol acabilir ve bu durum analitik sonuclarin klinik anlamini
degistirebilir (Drummer & Gerostamoulos, 2002).

Postmortem redistribiisyonun derecesi, ilacin lipofilisitesi, dagilim
hacmi ve dokulara baglanma ozellikleri ile yakindan iliskilidir.
Yiiksek dagilim hacmine sahip ve lipofilik ilaclar 6lim sonrasi
dokulardan kana gecis goOsterebilirken, bazi maddelerde ise
metabolik yikim ve ¢evresel kosullar nedeniyle konsantrasyon
azalmasi gorilebilir. Bu degiskenlik, ayni bireyden farkli 6rnekleme
bolgelerinden alinan kan 6rnekleri arasinda anlamli konsantrasyon
farklarina neden olabilir. Bu nedenle postmortem toksikolojik

degerlendirmede Ornekleme yerinin belirtilmesi ve miimkiinse
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periferik kan drneklerinin tercih edilmesi 6nerilmektedir (Drummer
& Gerostamoulos, 2002).

Postmortem Orneklerde elde edilen konsantrasyonlarin dogrudan
terapOtik veya toksik araliklarla karsilastirilmasi ¢ogu zaman
yaniltict olabilir. Oliim 6ncesi maruziyetin zamani, resiisitasyon
girisimleri, metabolik durum ve 6lim mekanizmasi gibi faktorler
analitik sonuglarin yorumlanmasini etkiler. Bu nedenle postmortem
toksikolojik bulgularin, otopsi verileri, olay yeri bilgileri ve klinik
oykii ile birlikte baglamsal olarak degerlendirilmesi gereklidir. Bu
biitiinciil yaklasim, toksikolojik sonuglarin 6liim nedeni ve katkida
bulunan faktorler acgisindan daha dogru yorumlanmasint saglar
(Wille et al., 2017).

Sonuclarin klinik karar siireclerine entegrasyonu

Toksikolojik analiz  sonug¢larmin  klinik karar siireglerine
entegrasyonu, yalnizca Olcililen konsantrasyon degerlerinin
degerlendirilmesine degil; hastanin klinik durumu, semptomlari,
tedavi Oykiisii ve maruziyet zamanina iligkin bilgilerin birlikte
yorumlanmasina dayanmalidir. Analitik veriler, Ozellikle akut
zehirlenme, terapotik ilag izlem ve yogun bakim hastalarinda tedavi
stratejisinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Bununla birlikte ayni
konsantrasyon diizeylerinin farkl: klinik tablolarla iliskili olabilecegi
gdz oOniinde bulundurulmali ve laboratuvar sonuglar1 klinik
baglamdan bagimsiz degerlendirilmemelidir (Viette et al., 2012; Wu
& French, 2013; Wu et al., 2012).

LC-MS/MS teknolojisi ile elde edilen yiiksek dogruluk ve 6zgiilliige
sahip kantitatif veriler; doz ayarlamasi, tedavi yanitinin izlenmesi,
ilag toksisitesinin erken saptanmasi ve antidot tedavisinin
yoOnlendirilmesi gibi klinik karar siireclerinde 6nemli katkilar saglar.
Ozellikle dar terapétik araliga sahip ilaglarm izlenmesinde ve ¢oklu
ila¢ kullaniminin s6z konusu oldugu durumlarda, ayni anda birden
fazla analitin Olgiilebilmesi klinik degerlendirmeyi giiclendirir ve
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tedavi planlamasinin bireysellestirilmesine olanak tanir (Viette et al.,
2012; Wu & French, 2013; Wu et al., 2012).

Adli toksikoloji baglaminda ise analitik sonuglarin yorumlanmast,
olay yeri bulgulari, otopsi verileri ve tibbi 6ykii ile birlikte
yapilmalidir. Olgiilen konsantrasyonlarmn 6liim nedeni ile iliskisi,
postmortem degisiklikler ve maruziyet kosullar1 dikkate alinarak
degerlendirilmelidir. Bu biitlinciil yaklasim, toksikolojik verilerin
hukuki siireclerde dogru ve giivenilir bi¢imde kullanilmasini saglar
ve laboratuvar sonuclarinin bilimsel gecerliligini destekler (Wille et
al., 2017).

LC-MS/MS Teknolojisinin Avantajlar1 ve Sinirhiliklar
Yiiksek duyarhlik ve ozgiillilk

LC-MS/MS teknolojisi, analitlerin hem kromatografik ayrim hem de
tandem kiitle spektrometrik pargalanma paternleri {izerinden
tanimlanmasina olanak saglayarak klinik ve adli toksikolojide
yiiksek analitik 6zgiilliik sunar. Ozellikle segilmis reaksiyon izleme
(SRM/MRM) modunda calisildiginda  hedef  bilesiklerin
karakteristik Onciil-liriin 1yon gecislerinin izlenmesi, kompleks
biyolojik matrikslerde interferanslarin azaltilmasina ve diisiik
konsantrasyonlardaki analitlerin giivenilir sekilde saptanmasina
olanak verir. Bu 6zellik, immiinoassay yontemlerinde sik goriilen
capraz reaksiyon ve yalanci pozitif sonuclarin oniine gecilmesini
saglayarak dogruluk ve analitik giivenilirligi artirir (Visconti et al.,
2023). LC-MS/MS’in pikogram/mL diizeyine kadar inebilen tespit
sinirlar, ozellikle terapotik ilag izlemi, doping kontrolii ve
postmortem toksikoloji gibi alanlarda diisiik konsantrasyonlarin
saptanmasini miimkiin kilar ve klinik karar siireclerinde kritik rol
oynar (Viette et al., 2012).

Bununla birlikte yiiksek duyarlilik, kontaminasyon ve carry-over

gibi preanalitik ve analitik sorunlara kars1 hassasiyetin artmasina da

yol agabilir. Cok diisiik konsantrasyonlarin saptanabilmesi, ¢evresel
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kontaminasyon veya ornek hazirlama hatalarinin klinik agidan
anlamli olmayan sonuglar iiretmesine neden olabilir. Bu nedenle LC-
MS/MS yontemlerinin validasyonu sirasinda analitik 6zgtilliik,
secicilik ve interferans degerlendirmeleri titizlikle yapilmalidir
(Chace, 2001).

Coklu analit analizi

LC-MS/MS’in en 6nemli avantajlarindan biri, tek bir analizde ¢ok
sayida analitin es zamanli olarak Ol¢iilebilmesidir. Multi-analit
paneller, 6zellikle acil toksikoloji, terapdtik ilag izlem programlari
ve adli toksikolojik taramalarda zaman ve 6rnek hacmi agisindan
onemli avantajlar saglar. Ayni enjeksiyon iginde farkli kimyasal
Ozelliklere sahip ilaglarin ve metabolitlerin analiz edilebilmesi,
laboratuvar verimliligini artirirken klinik agidan daha kapsamli bir
degerlendirme yapilmasina olanak tanir (Viette et al., 2012).

Coklu analit analizinin bir diger avantaji, farmakokinetik caligmalar
ve ilag etkilesimlerinin degerlendirilmesinde ayn1 anda birden fazla
bilesigin kantitatif olarak izlenebilmesidir. Ozellikle yogun bakim ve
transplant hastalarinda ¢oklu ila¢ kullaniminin yaygin olmasi, bu
yaklagimi klinik agidan degerli kilar. Ancak ¢ok sayida analitin ayni
yontem i¢inde analiz edilmesi, matriks etkisi, iyon baskilanmasi ve
kromatografik ayrim sorunlarimi artirabilir. Bu nedenle yontem
gelistirme asamasinda her analit i¢in uygun i¢ standart se¢imi ve
kapsaml1 validasyon caligmalar1 yapilmalidir (Marquet & Lachatre,
1999).

Maliyet ve altyapi gereksinimleri

LC-MS/MS sistemleri yiiksek baslangic maliyetine sahip olup cihaz
temini, bakim ve sarf malzemeleri acisindan 6nemli finansal kaynak
gerektirir. Kiitle spektrometresi, sivi kromatografi sistemi, vakum
pompasi ve veri isleme yazilimlar1 gibi bilesenlerin diizenli bakim
ve kalibrasyonu zorunludur. Bu durum 6zellikle kiiglik 6lgekli
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laboratuvarlar i¢in ekonomik sinirlilik olusturabilir (Matuszewski et
al., 1998).

Altyap1 gereksinimleri yalnizca cihaz maliyetiyle sinirli degildir.
Uygun laboratuvar ortami, stabil elektrik ve gaz sistemleri, sicaklik
kontrolii ve kalite yonetim siiregleri LC-MS/MS laboratuvarlarinin
stirdiiriilebilir ¢alismasi igin gereklidir. Ayrica validasyon, kalite
kontrol ve akreditasyon siirecleri de ek maliyet ve is giicii gerektirir.
Bu nedenle LC-MS/MS teknolojisinin klinik laboratuvarlara
entegrasyonu planlanirken maliyet-etkinlik analizlerinin yapilmasi
onemlidir (Kintz, 2019).

Uzmanlik ve egitim gereksinimi

LC-MS/MS yontemlerinin gelistirilmesi, validasyonu ve rutin
kullanim1 yiiksek diizeyde teknik bilgi ve deneyim gerektirir.
Kromatografik ayrim optimizasyonu, iyonizasyon parametrelerinin
ayarlanmasi, matriks etkisinin degerlendirilmesi ve veri yorumlama
stirecleri uzmanlik gerektiren agamalardir. Bu nedenle LC-MS/MS
laboratuvarlarinda ¢alisan personelin analitik kimya, farmakoloji ve
laboratuvar kalite yonetimi konularinda egitimli olmas1 dnemlidir
(Langman, 2007).

Ayrica elde edilen sonuglarin klinikk veya adli baglamda
yorumlanmasi da ileri diizey bilgi gerektirir. Metabolit paternlerinin
degerlendirilmesi, farmakokinetik 6zelliklerin dikkate alinmasi ve
postmortem redistribiisyon gibi faktorlerin analiz edilmesi, yalnizca
teknik degil ayn1 zamanda klinik ve toksikolojik uzmanlik gerektirir.
Bu nedenle LC-MS/MS teknolojisinin etkin kullanim1 igin
multidisipliner ekip ¢aligmas1 ve siirekli egitim programlart kritik
oneme sahiptir (Kang, 2012).

Sonuc¢

LC-MS/MS, son yillarda klinik ve adli toksikoloji alaninda analitik
performansi belirgin bigimde artiran en 6nemli teknolojilerden biri
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haline gelmigstir. Yiiksek duyarlilik ve 0Ozgiilliik, genis analit
yelpazesinin es zamanli analizine olanak tanimasi ve diisiik
konsantrasyonlardaki ila¢ ve toksinlerin giivenilir bi¢imde
saptanabilmesi, bu yoOntemi hem tarama hem de dogrulama
asamalarinda temel bir referans yontem konumuna getirmistir.
Immiinoassay tabanli 6n tarama testlerinin ardindan LC-MS/MS ile
yapilan dogrulama analizleri, yalanci pozitif ve yalanci negatif
sonuglarin azaltilmasina katki saglamakta ve klinik ya da adli karar
stireglerinde giivenilir veri sunmaktadir. Bu 6zellikler, 6zellikle akut
zehirlenmelerin  degerlendirilmesi, terapotik ilag diizeyi izlem
programlari, madde suistimali arastirmalari ve postmortem
toksikolojik incelemelerde yontemin vazgecilmezligini
pekistirmektedir.

Bununla birlikte LC-MS/MS analizlerinin dogrulugu yalnizca cihaz
performansina degil; uygun Ornek sec¢imi, preanalitik siireclerin
standardizasyonu ve dogru numune hazirlama tekniklerinin
uygulanmasina da baglhidir. Kan, plazma, serum ve idrar gibi klasik
biyolojik drneklerin yani sira tiikiiriik, sa¢ ve kurutulmus kan lekesi
gibi alternatif 6rneklerin kullanimi, toksikolojik degerlendirmelerin
kapsamini genisletmektedir. Ancak matriks etkisi, kontaminasyon,
postmortem redistriblisyon ve farmakokinetik degiskenlik gibi
faktorler sonuglarin yorumlanmasinda dikkatle ele alinmalidir. Bu
nedenle analitik validasyon, i¢ ve dis kalite kontrol siirecleri ile
uluslararas1 kilavuzlara uygun yontem gelistirme yaklasimlari,
giivenilir ve karsilagtirilabilir sonuglar elde edilmesi agisindan kritik
oneme sahiptir.

Teknolojik gelismeler, yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometrisi,

otomasyon ve yiiksek verimli numune hazirlama sistemlerinin

entegrasyonu ile LC-MS/MS tabanli analizlerin daha hizli, hassas ve

kapsamli hale gelmesini saglamaktadir. Bununla birlikte cihaz

maliyeti, altyapt gereksinimleri ve uzman personel ihtiyaci,

yontemin yaygin kullaniminda g6z 6niinde bulundurulmasi gereken
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siirliliklar arasinda yer almaktadir. Gelecekte standardizasyonun
artirilmasi, veri paylagiminin giiclendirilmesi ve ¢ok merkezli kalite
giivence programlarinin yayginlastirilmasi ile LC-MS/MS’nin klinik
ve adli toksikoloji uygulamalarindaki roliiniin daha da giiclenecegi
ongoriilmektedir.

Sonug olarak LC-MS/MS, modern toksikoloji laboratuvarlarinin
analitik temelini olusturan, giivenilirlik ve dogruluk agisindan altin
standart yontemlerden biri haline gelmistir. Uygun 6rnek yonetimi,
validasyon ve kalite giivencesi ile desteklendiginde bu teknoloji;
tanisal dogrulugun artirilmasi, adli siireglerin gilivenilir sekilde
yuriitilmesi ve hasta yonetiminin iyilestirilmesi agisindan
vazgecilmez bir arag olarak dnemini slirdiirmeye devam edecektir.

Kaynaklar

Adaway, J. E., & Keevil, B. G. (2012). Therapeutic drug
monitoring and LC-MS/MS. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed
Life Sci, 883-884, 33-49.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2011.09.041

Al-Asmari, A. [ (2019). Method for Postmortem
Quantification of Delta9-Tetrahydrocannabinol and Metabolites
Using LC-MS-MS. J A4nal Toxicol, 43(9), 703-719.
https://doi.org/10.1093/jat/bkz065

Alomari, N., Kurdi, A., Alghamdi, M., Alhussaini, W.,
Ezzeldeen, G., Alharbi, E.,...Essa, M. (2025). Therapeutic drug
monitoring of busulfan in pediatric patients: a 5-year observational
study. BMC Pharmacol Toxicol, 26(1), 175.
https://doi.org/10.1186/s40360-025-01015-w

Apostol, C. R., Bernard, K., Tanguturi, P., Molnar, G.,
Bartlett, M. J., Szabo, L.,...Polt, R. (2022). Design and Synthesis of
Brain Penetrant Glycopeptide Analogues of PACAP With
Neuroprotective Potential for Traumatic Brain Injury and
Parkinsonism. Front  Drug  Discov (Lausanne), 1.

https://doi.org/10.3389/fddsv.2021.818003
--179--



https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2011.09.041
https://doi.org/10.1093/jat/bkz065
https://doi.org/10.1186/s40360-025-01015-w
https://doi.org/10.3389/fddsv.2021.818003

Bacila, C. 1., Macavei, B. M., Cornea, M., Vintila, B. 1.,
Lomnasan, A., Anghel, C. E.,...Cioca, G. (2025). UHPLC-MS/MS
for Antipsychotic Drug Monitoring: A Systematic Review of
Clinical and Analytical Performance. J Clin Med, 14(21).
https://doi.org/10.3390/jcm14217544

Blinder, M. A. (2010). Commentary. Clin Chem, 56(1), 19-
20. https://doi.org/10.1373/clinchem.2009.137091

Bosker, W. M., & Huestis, M. A. (2009). Oral fluid testing
for drugs of abuse. Clin Chem, 55(11), 1910-1931.
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.108670

Chace, D. H. (2001). Mass spectrometry in the clinical
laboratory. Chemical reviews, 101(2), 445-478.

Chambers, E., Wagrowski-Diehl, D. M., Lu, Z., & Mazzeo,
J. R. (2007). Systematic and comprehensive strategy for reducing
matrix effects in LC/MS/MS analyses. J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci, 852(1-2), 22-34.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2006.12.030

Chiurchiu, V., Lanuti, M., De Bardi, M., Battistini, L., &
Maccarrone, M. (2015). The differential characterization of GPR55
receptor in human peripheral blood reveals a distinctive expression
in monocytes and NK cells and a proinflammatory role in these
innate cells. Int Immunol, 27(3), 153-160.
https://doi.org/10.1093/intimm/dxu097

Chung, H., & Choe, S. (2017). Overview of Forensic
Toxicology, Yesterday, Today and in the Future. Curr Pharm Des,
23(36), 5429-5436.
https://doi.org/10.2174/1381612823666170622101633

Dinis-Oliveira, R. J., Carvalho, F., Duarte, J. A., Remiao, F.,
Marques, A., Santos, A., & Magalhaes, T. (2010). Collection of
biological samples in forensic toxicology. Toxicol Mech Methods,
20(7), 363-414. https://doi.org/10.3109/15376516.2010.497976

Drummer, O. H., & Gerostamoulos, J. (2002). Postmortem

drug analysis: analytical and toxicological aspects. Ther Drug Monit,
--180--



https://doi.org/10.3390/jcm14217544
https://doi.org/10.1373/clinchem.2009.137091
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.108670
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2006.12.030
https://doi.org/10.1093/intimm/dxu097
https://doi.org/10.2174/1381612823666170622101633
https://doi.org/10.3109/15376516.2010.497976

24(2), 199-209. https://doi.org/10.1097/00007691-200204000-
00002

Ferrara, D. S., Tedeschi, L., Frison, G., & Brusini, G. (1998).
Quality control in toxicological analysis. J Chromatogr B Biomed
Sci Appl, 713(1), 227-243. https://doi.org/10.1016/s0378-
4347(98)00010-3

Florou, D., Di Rago, M., Orfanidis, A., Gerostamoulos, D.,
& Boumba, V. A. (2024). A broad-spectrum LC-MS/MS method for
screening and quantification of 100 analytes in clinical and autopsy
blood samples. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci,
1247, 124323, https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2024.124323

Gerostamoulos, D., Beyer, J., Staikos, V., Tayler, P.,
Woodford, N., & Drummer, O. H. (2012). The effect of the
postmortem interval on the redistribution of drugs: a comparison of
mortuary admission and autopsy blood specimens. Forensic Sci Med
Pathol, 8(4), 373-379. https://doi.org/10.1007/s12024-012-9341-2

Ggamana, P. P, & Zhang, Y. V. (2024). High-Throughput
Comprehensive Quantitative LC-MS/MS Analysis of Common
Drugs and Metabolites (62 Compounds) in Human Urine. Methods
Mol Biol, 2737, 215-227. https://doi.org/10.1007/978-1-0716-3541-
420

Heudi, O., Winter, S., & Picard, F. (2020). Matrix matching
in quantitative bioanalysis by LC-MS/MS a dream or a reality?
Bioanalysis, 12(2), 67-69. https://doi.org/10.4155/bio-2019-0273

Jemal, M. (2000). High-throughput quantitative bioanalysis
by LC/MS/MS. Biomed  Chromatogr, 14(6), 422-429.
https://doi.org/10.1002/1099-0801(200010)14:6<422:: AID-
BMC25>3.0.CO;2-1

Jensen, T. L., Wu, F., & McMillin, G. A. (2019). Detection of
in utero Exposure to Cannabis in Paired Umbilical Cord Tissue and
Meconium by Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry.
Clin Mass Spectrom, 14 Pt B, 115-123.

https://doi.org/10.1016/j.clinms.2019.01.002
--181--



https://doi.org/10.1097/00007691-200204000-00002
https://doi.org/10.1097/00007691-200204000-00002
https://doi.org/10.1016/s0378-4347(98)00010-3
https://doi.org/10.1016/s0378-4347(98)00010-3
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2024.124323
https://doi.org/10.1007/s12024-012-9341-2
https://doi.org/10.1007/978-1-0716-3541-4_20
https://doi.org/10.1007/978-1-0716-3541-4_20
https://doi.org/10.4155/bio-2019-0273
https://doi.org/10.1002/1099-0801(200010)14:6
https://doi.org/10.1016/j.clinms.2019.01.002

Kahl, K. W, Seither, J. Z., & Reidy, L. J. (2019). LC-MS-MS
vs ELISA: Validation of a Comprehensive Urine Toxicology Screen
by LC-MS-MS and a Comparison of 100 Forensic Specimens. J Anal
Toxicol, 43(9), 734-745. https://doi.org/10.1093/jat/bkz066

Kale, N. (2019). Urine Drug Tests: Ordering and Interpreting
Results. Am Fam Physician, 99(1), 33-39.

Kang, J.-S. (2012). Principles and applications of LC-
MS/MS for the quantitative bioanalysis of analytes in various
biological samples. Tandem Mass Spectrometry—Applications
Principles, 29, 441-492.

Kataoka, H. (2015). SPME techniques for biomedical
analysis. Bioanalysis, 7(17), 2135-2144.
https://doi.org/10.4155/bio.15.145

Kaza, M., Karazniewicz-Lada, M., Kosicka, K.,
Siemiatkowska, A., & Rudzki, P. J. (2019). Bioanalytical method
validation: new FDA guidance vs. EMA guideline. Better or worse?
J Pharm Biomed Anal, 165, 381-385.
https://doi.org/10.1016/].jpba.2018.12.030

King, R., Bonfiglio, R., Fernandez-Metzler, C., Miller-Stein,
C., & Olah, T. (2000). Mechanistic investigation of ionization
suppression in electrospray ionization. J Am Soc Mass Spectrom,
11(11), 942-950. https://doi.org/10.1016/S1044-0305(00)00163-X

Kintz, P. (2019). Hair analysis in forensic toxicology. Wiley

Interdisciplinary Reviews: Forensic Science, 1(1), e1196.

Langman, L. J. (2007). The use of oral fluid for therapeutic
drug management: clinical and forensic toxicology. Annals of the
New York Academy of Sciences, 1098(1), 145-166.

Lynch, K. L., Breaud, A. R., Vandenberghe, H., Wu, A. H., &
Clarke, W. (2010). Performance evaluation of three liquid
chromatography mass spectrometry methods for broad spectrum
drug screening. Clin Chim Acta, 411(19-20), 1474-1481.
https://doi.org/10.1016/j.cca.2010.05.046

--182--


https://doi.org/10.1093/jat/bkz066
https://doi.org/10.4155/bio.15.145
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2018.12.030
https://doi.org/10.1016/S1044-0305(00)00163-X
https://doi.org/10.1016/j.cca.2010.05.046

Mahajan, G. (2017). Role of Urine Drug Testing in the
Current Opioid Epidemic. Anesth Analg, 125(6), 2094-2104.
https://doi.org/10.1213/ANE.0000000000002565

Marandiuc, I. M., Docea, A. O., Hirjau, A. C., Avram, O. R.,
Matei, C. S., Tsatsakis, A., & Arsene, A. L. (2025). New
psychoactive substances: a multidisciplinary review of challenges
and their diverse character. Daru, 33(2), 29.
https://doi.org/10.1007/s40199-025-00572-z

Marquet, P., & Lachatre, G. (1999). Liquid chromatography-
mass spectrometry: potential in forensic and clinical toxicology. J
Chromatogr B Biomed Sci  Appl, 733(1-2), 93-118.
https://doi.org/10.1016/s0378-4347(99)00147-4

Matuszewski, B., Constanzer, M., & Chavez-Eng, C. (1998).
Matrix effect in quantitative LC/MS/MS analyses of biological
fluids: a method for determination of finasteride in human plasma at
picogram per milliliter concentrations. Analytical chemistry, 70(5),
882-889.

Maurer, H. H. (1998). Liquid chromatography-mass
spectrometry in forensic and clinical toxicology. J Chromatogr B
Biomed Sci Appl, 713(1), 3-25. https://doi.org/10.1016/s0378-
4347(97)00514-8

Maurer, H. H. (2005). Multi-analyte procedures for screening
for and quantification of drugs in blood, plasma, or serum by liquid
chromatography-single stage or tandem mass spectrometry (LC-MS
or LC-MS/MS) relevant to clinical and forensic toxicology. Clin
Biochem, 38(4), 310-318.
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2005.01.014

Moeller, K. E., Kissack, J. C., Atayee, R. S., & Lee, K. C.
(2017). Clinical Interpretation of Urine Drug Tests: What Clinicians
Need to Know About Urine Drug Screens. Mayo Clin Proc, 92(5),
774-796. https://doi.org/10.1016/;.mayocp.2016.12.007

Moncef, B., Imane, K., Lyna, R., Ettaieb Errahmani, S., &

Salma, K. (2026). In Utero Exposure to Pregabalin: Interest of
--183--



https://doi.org/10.1213/ANE.0000000000002565
https://doi.org/10.1007/s40199-025-00572-z
https://doi.org/10.1016/s0378-4347(99)00147-4
https://doi.org/10.1016/s0378-4347(97)00514-8
https://doi.org/10.1016/s0378-4347(97)00514-8
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2005.01.014
https://doi.org/10.1016/j.mayocp.2016.12.007

Meconium Analysis - A Case Report. Fetal Pediatr Pathol, 45(1),
28-37. https://doi.org/10.1080/15513815.2025.2610269

Plebani, M., Astion, M. L., Barth, J. H., Chen, W., de Oliveira
Galoro, C. A., Escuer, M. L.,...Sumarac, Z. (2014). Harmonization
of quality indicators in laboratory medicine. A preliminary
consensus. Clin Chem  Lab  Med, 52(7), 951-958.
https://doi.org/10.1515/cclm-2014-0142

Pragst, F., & Balikova, M. A. (2006). State of the art in hair
analysis for detection of drug and alcohol abuse. Clin Chim Acta,
370(1-2), 17-49. https://doi.org/10.1016/j.cca.2006.02.019

Remane, D., Wissenbach, D. K., & Peters, F. T. (2016).
Recent advances of liquid chromatography-(tandem) mass
spectrometry in clinical and forensic toxicology - An update. Clin
Biochem, 49(13-14), 1051-1071.
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2016.07.010

Rygaard, K., Pan, M., Nielsen, M. K. K., Dalsgaard, P. W,
Rasmussen, B. S., & Linnet, K. (2023). Overview of systematic
toxicological analysis strategies and their coverage of substances in
forensic  toxicology. Amal Sci Adv, 4(3-4), 96-103.
https://doi.org/10.1002/ansa.202200062

Swanson, D. M., Pearson, J. M., & Evans-Nguyen, T. (2022).
Comparing ELISA and LC-MS-MS: A Simple, Targeted Postmortem
Blood  Screen. J  Anal  Toxicol,  46(7), 797-802.
https://doi.org/10.1093/jat/bkab104

Van Wijk, X. M. R., Goodnough, R., & Colby, J. M. (2019).
Mass spectrometry in emergency toxicology: Current state and
future applications. Crit Rev Clin Lab Sci, 56(4), 225-238.
https://doi.org/10.1080/10408363.2019.1585415

Viette, V., Hochstrasser, D., & Fathi, M. (2012). LC-MS
(/MS) in clinical toxicology screening methods. Chimia (Aarau),
66(5), 339-342. https://doi.org/10.2533/chimia.2012.339

Visconti, G., de Figueiredo, M., Salamin, O., Boccard, J.,

Vuilleumier, N., Nicoli, R.,...Rudaz, S. (2023). Straightforward
--184--



https://doi.org/10.1080/15513815.2025.2610269
https://doi.org/10.1515/cclm-2014-0142
https://doi.org/10.1016/j.cca.2006.02.019
https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2016.07.010
https://doi.org/10.1002/ansa.202200062
https://doi.org/10.1093/jat/bkab104
https://doi.org/10.1080/10408363.2019.1585415
https://doi.org/10.2533/chimia.2012.339

quantification of endogenous steroids with liquid chromatography-
tandem mass spectrometry: Comparing calibration approaches. J
Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, 1226, 123778.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2023.123778

Wille, S. M. R., Coucke, W., De Baere, T., & Peters, F. T.
(2017). Update of Standard Practices for New Method Validation in
Forensic Toxicology. Curr Pharm Des, 23(36), 5442-5454.
https://doi.org/10.2174/1381612823666170714154444

Wilson, J. F., Toseland, P. A., Capps, N. E., Sandle, L. N.,
Smith, B. L., Sweeney, G.,...Williams, J. (2001). External quality
assessment of laboratory performance in analysis of toxicological
cases. Forensic Sci Int, 121(1-2), 27-32.
https://doi.org/10.1016/s0379-0738(01)00449-2

Wu, A. H., & French, D. (2013). Implementation of liquid
chromatography/mass spectrometry into the clinical laboratory. Clin
Chim Acta, 420, 4-10. https://doi.org/10.1016/j.cca.2012.10.026

Wu, A. H., Gerona, R., Armenian, P., French, D., Petrie, M.,
& Lynch, K. L. (2012). Role of liquid chromatography-high-
resolution mass spectrometry (LC-HR/MS) in clinical toxicology.
Clin Toxicol (Phila), 50(8), 733-742.
https://doi.org/10.3109/15563650.2012.713108

Yamagishi, Y., Inokuchi, G., Hoshioka, Y., Nagasawa, S.,
Iwase, H., & Ogra, Y. (2023). Identification of postmortem
paliperidone metabolite in human blood by LC-Q-Orbitrap-MS. J
Anal Toxicol, 47(6), 517-522. https://doi.org/10.1093/jat/bkad033

Yu, S., Zou, Y., Ma, X., Wang, D., Luo, W., Tang, Y.,...Qiu,
L. (2024). Evolution of LC-MS/MS in clinical laboratories. Clin
Chim Acta, 555, 117797. https://doi.org/10.1016/j.cca.2024.117797

Zhang, Y. Y., Xia, Y., Guo, H. L., Hu, Y. H., Wen, X. Y., Chen,
J.,...Chen, F. (2022). An LC-ESI-MS/MS assay for the therapeutic
drug monitoring of 15 antiseizure medications in plasma of children
with  epilepsy.  Biomed  Chromatogr, 36(12), e5484.

https://doi.org/10.1002/bmc.5484
--185--



https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2023.123778
https://doi.org/10.2174/1381612823666170714154444
https://doi.org/10.1016/s0379-0738(01)00449-2
https://doi.org/10.1016/j.cca.2012.10.026
https://doi.org/10.3109/15563650.2012.713108
https://doi.org/10.1093/jat/bkad033
https://doi.org/10.1016/j.cca.2024.117797
https://doi.org/10.1002/bmc.5484

--186--






