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ABSTRACT

Objective: This study determines the positivity rates and gender 
distribution of antinuclear and liver-specific autoantibodies that 
are considered important in the diagnosis and follow-up of auto-
immune diseases. 

Material and Method: We retrospectively screened autoanti-
bodies, including antinuclear antibodies (ANA), antineutrophil 
cytoplasmic antibody (ANCA), anti-smooth muscle antibodies 
(ASMA), anti-liver kidney microsomal-1 antibodies (anti-LKM-1), 
anti-gastric parietal cell antibodies (anti-GPCA), and antimitochon-
drial antibodies (AMA) in serum samples of patients applied to our 
laboratory during 2015-2016 by immunofluorescence methodolo-
gy. We used the Hep2 cell line for ANA, rat liver–kidney–stomach 
combined tissues for LKM-1, ASMA, GPCA and AMA, and ethanol 
fixed human granulocytes preparations for ANCA. Dilutions ≥1/80 
for ANA, ≥1/40 for ASMA, AMA, LKM-1, GPCA, and ≥1/20 for ANCA 
were positive. Positive samples were also evaluated for their stain-
ing patterns and dilutions.

Results: Autoantibody test results studied with immunofluo-
rescence were screened in 8433 (5378 females and 3055 males) 
samples. The highest staining pattern observed for ANA was ho-
mogenous, followed by speckled, granular, centromere, nucleolar, 
peripheral, and nuclear speckled. Females exhibited a higher pos-
itivity rate than males. 

Conclusion: The number and positivity rate of female patients 
were found to be two to three times higher than those of male 
patients.

Keywords: Antinuclear antibody, ANA, non–organ-specific auto-
antibody, immunofluorescence assay, IFA

ÖZ

Amaç: Otoimmün hastalıkların tanısında ve takibinde kullanılan 
otoantikorlardan olan anti-nükleer antikorların ve organ spesifik 
olmayan antikorların pozitiflik oranları, kadın/erkek hastalardaki 
dağılımını saptamaktır.

Gereç ve Yöntemler: Çalışmamızda retrospektif  olarak 2016-2017 
yılları arasında laboratuvarımıza başvuran hastaların serum örnek-
lerinde immunfloresans (İFA) yöntemi ile çalışılan anti-nükleer an-
tikor (ANA), anti-nötrofil sitoplazmik antikor (ANCA), anti-düz kas 
antikorları (ASMA), anti-karaciğer böbrek mikrozomal antikorları 
(anti-LKM1), anti-gastrik pariyetal hücre antikorları (anti-GPCA) 
ve anti-mitokondriyal antikorlar (AMA) gibi otoantikor değerleri 
taranmıştır. ANA, HEp-2 hücre soyu ile ASMA, AMA LKM-1 ve GP-
CA’ları sıçan karaciğer, böbrek, mide dokusunu içeren kombine 
preparatlar kullanılarak; ANCA ise etanol ile fikse edilmiş insan nöt-
rofil preparatları substrat olarak kullanılmıştır. ANA için 1/80, ASMA, 
AMA, LKM-1, GPCA için serum sulandırımı 1/40; ANCA için ise 1/20 
ve üzeri pozitif olarak kabul edilmiştir. Ek olarak, pozitif örneklerde 
patern özellikleri ve dilüsyon miktarları da değerlendirilmiştir.

Bulgular: İFA yöntemi ile çalışılmış 5378’si kadın, 3055’ü erkek 
(toplam 8433) hastanın serumlarında otoantikor test sonuçları in-
celenmiştir. ANA patern özelliği en yoğun olarak homojen tip başta 
olmak üzere benekli (speckled), granüler, sentromer, nükleolar, pe-
riferik ve nükleer tanecikler şeklindedir. Kadın hastaların pozitiflik 
değerleri erkek hastalara göre yüksek saptanmıştır.

Sonuç: Değerlendirmemiz sonucunda, kadın hasta sayısının fazla 
olduğu ve kadınlardaki pozitiflik oranlarının da erkek hastaların iki 
veya üç katı oranında olduğu gözlenmiştir.

Anahtar Kelimeler: Antinükleer antikor, ANA, organ spesifik olma-
yan otoantikorlar, immunfloresans, İFA
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GİRİŞ

Sistemik otoimmün hastalıklar bir veya birden çok sayıda oto-
antikor oluşumuyla ortaya çıkmaktadır. Hücre yüzeyi, nukleusu 
ya da sitoplazmada bulunan çeşitli bileşenlere karşı gelişen bu 
antikorlar, otoimmün hastalıkların (OİH) tanı ve izlenme sürecin-
de önemli rol oynamaktadır (1). Hücre nukleusuna karşı oluşan 
otoantikorlara anti-nükleer antikorlar (ANA) adı verilmektedir 
(2). ANA’ların serolojik olarak tanımlanması romatolojik hasta-
lıklarda (3) olduğu kadar, viral (4,5), malign (6) ve organ-spesi-
fik hastalıklar (7) gibi birçok durumda da önem kazanmaktadır. 
Otoantikorların tanımlanması ve gösterilmesi, klinik tıp ve klinik 
immünolojinin önemli bir bölümünü oluşturmaktadır. Sistemik 
ve organ-spesifik otoimmün hastalıkların tanısında otoantikor 
tayini için immünfloresans (İFA) metodu kullanılmaktadır. Günü-
müzde doku kesitleri ve HEp-2 hücreleri 100’den fazla otoanti-
korun tanımlanmasına olanak sağlamaktadır. İFA testi; zahmetli 
ve değerlendirilmesinin subjektif olması, hücre komponentle-
rinin boyanma kalıpları (patern) ile antijen tiplerinin kesin ayrı-
mının yapılamaması gibi dezavantajlara sahip olmakla birlikte, 
maliyet açısından avantajlı konumdadır (8).

Anti-mitokondriyal (AMA) ve anti-karaciğer/böbrek/mikrozom 
antikorları (anti-LKM-1) ise otoimmün hepatit; anti-düz kas 
antikoru (ASMA-DKA) hepatit ve otoimmün hepatit seroloji-
sinde önemli otoantikorlardır (9). Otoimmün anemi tanısında 
ise anti-gastrik pariyetal hücre antikorunun (anti-GPCA) önemi 
büyüktür (9).

Anti-nötrofil sitoplazmik antikorlar (ANCA), vaskülit ve Wege-
ner granülomatoz hastalığının tanısında önemli rol oynayan 
antikorlardır. İnsan nötrofillerinin etanol ile fiksasyonu sonucu 
hazırlanan preparatlarda sitoplazmada bulunan enzimlere karşı 
oluşan otoantikorlar tespit edilmektedir. Boyanma özelliklerine 
göre periferik ANCA (p-ANCA) ve sitoplazmik ANCA (c-ANCA) 
olmak üzere iki tipi bulunmaktadır (10).

GEREÇ VE YÖNTEM

Bu çalışmada 2016 nisan - 2017 nisan aylarında İstanbul Üniver-
sitesi, İstanbul Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji Anabilim Dalı, 
Viroloji ve Temel İmmünoloji Bilim Dalı, İmmünoloji Laboratu-
varına farklı klinik ve polikliniklerden başvuran, 18-75 yaşları 
arasındaki 8433 hastanın (5378 kadın, 3055 erkek) serum so-
nuçları retrospektif olarak taranmıştır. Kadın erkek oranı yaklaşık 
2:1 dir. Otoantikorlardan ANA, HEp-2 hücre soyu (Euroimmün, 
Lübeck-Almanya) ile ASMA, AMA, LKM-1 ve GPCA’ları sıçan ka-
raciğer, böbrek, mide dokusunu içeren kombine preparatlar 
(Euroimmün, Lübeck-Almanya) kullanılarak; ANCA ise etanol 
ile fikse edilmiş insan nötrofil (Euroimmun, Lübeck-Almanya) 
preparatlarının (Euroimmün, Lübeck-Almanya) substrat olarak 
kullanıldığı İFA yöntemi ile değerlendirilmiştir. ANA için 1/80, 
ASMA, AMA, LKM-1, GPCA için serum sulandırımı 1/40; ANCA 
için ise 1/20 ve üzeri pozitif olarak kabul edilmiştir. İFA yöntemi 
ile çalışılan testlerde serum örnekleri, fosfat tamponlu izotonik 
solüsyon (PBS) ile sulandırılmış ve lam üzerindeki kuyucuklara 
50-70 μl konulup, oda ısısında nemli ortamda 30 dakika inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrasında lamlar 5 dakika PBS içinde 
bekletilerek yıkanmıştır. Floresan işaretli anti-insan immünog-
lobülin G (IgG; Euroimmün, Lübeck-Almanya) ile tekrar inkübe 
edilmiştir. Lamlar yıkama işlemi tekrarlandıktan sonra kapatma 
solüsyonu (Gliserol içeren PBS) damlatılarak lamel ile kapatıl-
mıştır. Hazırlanan örnekler floresan mikroskobunda (EuroStar II, 
Almanya) önce X20 sonra X40 objektifler ile değerlendirilerek 
boyanma kalıp  özellikleri belirlenmiştir. Pozitif bulunan örnek-
lerin ileri sulandırımları hazırlanarak titreleri saptanmıştır. 

ANA pozitif örneklerin ileri seri dilüsyonları (1:160, 1:320, 1:640, 
1:1280, 1:2560, 1:5120) yapılarak pozitiflik derecesi belirlenmiş; 
nükleer antijenlere karşı yeşil floresan ışıma veren otoantikorla-
rın farklı boyanma özelliği homojen, speckled (benekli), sentro-
mer, nükleolar olarak ayrıca tanımlanmıştır. 

ANCA, nukleus membranında görülen bant boyanması ile 
pANCA, sitoplazmadaki tanecikler şeklinde görülen boyanma 
ile cANCA olarak tanımlanmıştır. pANCA pozitifliğinin kesinliği 
formalin fikse nötrofiller ile hazırlanan preparatlarla tekrarlana-
rak boyanma özelliği takip edilmiştir.

Kombine preparatlarda böbrek, karaciğer ve midede bulunan 
hücrelerin mitokondrilerinin boyanması ile gözlenen pozitiflik 
AMA değerlendirilmesinde kullanılmıştır. LKM-1 antikoru aynı 
preparatın karaciğer ve böbrek dokusundaki mikrozomların; 
ASMA midede bulunan kas lifleri muskularis mukosa ve kan da-
marlarının kas tabakasının verdiği floresans ile tanımlanmıştır. 
GPCA ise mide bez hücrelerinin boyanması ile değerlendirilmiştir. 

BULGULAR

Viroloji ve Temel İmmünoloji Bilim Dalı, İmmünoloji Laboratu-
varı’na fakültemizin ve çevre hastanelerin çeşitli klinik ve polik-
liniklerinden gönderilen hasta serumlarında otoantikor düzey-
leri retrospektif olarak taranmıştır. Çalışma kapsamında 5378 
(%64) kadın ve 3055 (%36) erkek olmak üzere toplam 8433 has-
ta sonucu incelenmiştir. İncelenen antikorlar tek tek değerlen-
dirildiğinde; ANA için 5600 (%66), ANCA için 428 (%5), AMA için 
842 (%10), ASMA için 1004 (%12), GPCA için 215 (%2,5) ve LKM-
1 için ise 344 (%4) örnek değerlendirilmiştir (Şekil 1, Şekil 2).

Şekil 1. Otoantikor analizlerinde saptanan pozitifliklerin 
cinsiyete göre dağılımları. ANA (Anti-nükleer antikor); ASMA 
(Anti-düz kas antikoru); AMA (Anti-mitokondriyal antikor); 
LKM-1 (Karaciğer böbrek mikrozom-1); ANCA (Anti-nötrofil 
sitoplazmik antikor); GPCA (Gastrik pariyetal hücre antikoru).
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Çalışmamızda tüm örneklerde %84 negatif, %16 pozitif sonuç 
elde edilmiştir. Taranan testler içinde negatiflik oranı erkekler-
de %38 iken, pozitiflik oranı %29’dur. Kadınlarda %62 olan ne-
gatiflik değerine karşılık, %71 pozitif değer saptanmıştır. ANA 
incelemesinde 3837'si (%68,5) kadın, 1763’ü ise (%31,4) erkek 

olgulardan oluşan toplam 5600 örnek incelenmiştir. Pozitif 
saptanma oranı kadınlarda %50,3 olarak saptanmıştır; bu oran 
erkeklerdeki pozitiflik oranının yaklaşık 3 katıdır. Pozitif örnek-
lerde saptanan ANA patern özelliği de çeşitlilik göstermektedir. 
En yoğun görülen özellik homojen tipte olup, 417 kadın (%77) 
olguda gözlenmiştir. Bu oranı kadın olgularda 103 (%73,5) ör-
nekle benekli ve sırasıyla; granüler (%58,1), sentromer (%78,8), 
nukleolar (%74,5), nükleer tanecikler (%63) ve periferik (%85,1) 
paternlerin izlediği saptanmıştır. Erkek hastalarımızda 238 olgu-
da elde edilen pozitiflik oranı %17,1 olarak bulunmuştur. Pozitif 
ANA patern özelliğinde homojen tip (%22,9) örnekler arasında 
ilk sırada saptanmıştır. Bunu benekli (%26,4), granüler (%41,8), 
nükleer tanecikler (%36,9), nükleolar (%25,4), sentromer (%21,1) 
ve periferik (%14,8) tipin izlediği gözlenmiştir (Tablo 1, Tablo 2).

ANCA testi 219 kadın ve 209 erkek olmak üzere toplam 428 
olguda taranmıştır. ANCA pozitifliğinin toplam pozitif örnekler 
içindeki değeri %11,6'dır; bu pozitifliğin %2,1’i kadın, %0,1'i ise 
erkek örnekler ile elde edilmiştir, cinsiyet olarak kadınlardaki 
pozitiflik erkeklerde elde edilen oranın yirmi katıdır.

Otoimmün anemide önemli rol oynayan anti-GPCA toplam 
pozitiflik içinde kadınlarda %3,1 iken, erkeklerde %1 olarak 
saptanmıştır ve kadınlar erkeklere göre üç katı fazla pozitiflik 
göstermektedir.

Tablo 1. Otoantikor analiz sonuçları. 

%
ANA
(%)

ASMA
(%)

AMA
(%)

LKM-1
(%)

ANCA
(%)

GPCA
(%)

Negatif
7048
(84)

Kadın
3140

(56,07)
429

(42,72)
498

(59,14)
48

(13,9)
189

(44,5)
92

(42,79)

Erkek
1525

(27,23)
290

(28,88)
311

(36,93)
271

(78,7)
189

(44,5)
66

(30,69)

Pozitif
1385
(16)

Kadın
697

(12,44)
164

(16,33)
25

(2,96)
23

(6,6)
30
(7)

43
(20)

Erkek
238

(4,25)
121

(12,05)
8

(0,95)
2

(0,58)
20

(4,67)
14

(6,51)

Toplam 5600 1004 842 344  428 215

ANA: Anti-nükleer antikor; ASMA: Anti-düz kas antikoru; AMA: Anti-mitokondiriyal antikor; LKM-1: Karaciğer böbrek mikrozom -1; ANCA: Anti-nötrofil sitoplazmik 

antikor; GPCA: Gastrik pariyetal hücre antikoru

Tablo 2. Anti-nükleer antikorun boyanma özelliklerinin cinsiyete göre dağılımı.

Homojen
 (%)

Benekli
 (%)

Sentromer
 (%)

Nükleolar
 (%)

Periferik
 (%)

Granüler
 (%)

 Nükleer 
Tanecikler (%)

Kadın
 417
 (77)

 103
 (73,5)

 41
 (78,8)

 41
 (74,5)

 23
 (85,1)

 43
 (58,1)

 29
 (63)

Erkek
 124

 (22,9)
 37

 (26,4)
 11

 (21,1)
 14

 (25,4)
 4

 (14,8)
 31

 (41,8)
 17

 (36,9)

Şekil 2. Tüm otoantikor analiz sonuçlarında pozitiflik 
dağılımları. ANA (Anti-nükleer antikor); ASMA (Anti-düz kas 
antikoru); AMA (Anti-mitokondiriyal antikor); LKM-1 (Karaciğer 
böbrek mikrozom -1); ANCA (Anti-nötrofil sitoplazmik antikor); 
GPCA (Gastrik pariyetal hücre antikoru).
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Otoimmün hepatit (OİH) panelinde önemli rol oynayan ASMA 
pozitifliği, toplam pozitiflik içinde kadınlarda %11,8 iken erkek-
lerde %8,7 olup, anti-LKM-1antikorlarında ise kadınlarda (%1,6) 
erkeklerin (%0,1) 4 katı oranında daha yüksek gözlenmiştir. 
Aynı oran AMA için kadınlarda yaklaşık 4 kat daha yüksektir (ka-
dınlarda %1,8, erkeklerde ise %0,5).

Çalışılan tüm otoantikorların kadınlarda pozitiflik ve negatiflik 
oranları erkeklere göre yüksek bulunmuştur. Bu bulgunun elde 
edilmesindeki ana nedenin otoimmün hastalıkların kadınlarda 
daha yüksek oranda görülmesi olduğu açıktır.

TARTIŞMA

ANA terimi DNA, ribonükleik asit (RNA) ve çeşitli proteinler 
ile RNP içeren hücre nukleuslarının bileşenleri ile reaksiyona 
giren antikorların çeşitliliğini ifade etmekte ve tarama testi 
olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır. Bu antikorlar, konnek-
tif doku ve romatizmal hastalığı olan, özellikle sistemik lupus 
eritematozus (SLE) hastalarında yüksek sıklıkta görülmekte-
dir (11). Genellikle bütün SLE hastalarında (12); ve romatoid 
artrit, skleroderma ve dermatomyositis gibi diğer konnektif 
doku hastalığına (KDH) sahip hastalarda sıklıkla ANA pozitifli-
ği bildirilmiştir (7). ANA, çeşitli yanıklar veya viral infeksiyonlar 
(4,5) sonrasında görülebildiği gibi, bazı sağlıklı kişilerde özel-
likle yaşlı bireylerde de bulunabilmektedir. Sağlıklı kişilerin 
1/3’ünde 1/40 dilüsyonda, 1/20’sinde ise 1/160 dilüsyonda 
(13); otoimmün veya inflamatuvar hastalığı olmayan 108 ço-
cukta 1/20 serum dilüsyonuyla yapılan bir başka çalışmada 
ise %22 oranında (14) ANA pozitifliği bildirilmiş, ancak ANA ile 
birlikte dsDNA ve ENA pozitifliği gözlenmemiştir. Deane ve ar-
kadaşlarına (15) ait 15 yıllık retrospektif çalışmada tüm siste-
mik romatoid hastalıklarda ANA düzeyi yüksek bulunmuştur, 
bazen de özel ANA spesifisitesi ve özel romatoid hastalık ara-
sındaki ilişki kaybedilmiştir. Bundan dolayı ANA’un ayırımı ve 
tanımı klinisyenler için teşhisin onayı ve tedavinin takibinde 
destek bilgi açısından yardımcı olmaktadır (1). OİH genellikle 
kadınlarda daha sık görülmektedir (7,16). Yaptığımız çalışma-
da toplam olarak saptanan 933 ANA pozitif olgu 697 (%50,3) 
kadın hastalar ile 236 (%17,1) erkek hastadan elde edilmiştir. 
ANA çalışmasına alınan toplam 5600 olguda cinsiyete göre 
pozitiflik oranları kadınlarda %50,3 ile erkeklerin (%17,1) yak-
laşık 3 katıdır. Bu oranın yakın değerler incelenen diğer otoan-
tikorlarda gözlenmektedir (Tablo 1). 

KDH’nın tanısında ANA pozitifliği yeterli olmayıp bu pozitifliğin 
paterninin ve titrasyonunun belirlenmesi gerekmektedir. Sağ-
lıklı insanlarda bile ANA pozitifliği gözlenmesi nedeniyle, titras-
yonun 1/160’dan büyük olması klinik açısından önemli kabul 
edilmektedir (17). Pozitif patern özelliği SLE’de en çok homojen, 
KDH hastalarında ise benekli şeklindedir. Ayrıca SLE’de dsDNA 
antikorları da çok önemlidir ve spesifik bir test olup kesin tanı 
kriteridir (9,12). Tip 1 ve kriptojenik OİH’de yüksek oranda ANA 
otoantikoru pozitif görülmekte, bunu ASMA ve pANCA pozitif-
liği izlemektedir. Ancak dsDNA ve organ-spesifik otoantikor-
lardan anti-tiroid, anti-over ve anti-adrenal antikorları negatif 
bulunmuştur (18).

ANA’ların nükleer ve sitoplazmik floresan boyanma özelliklerin-
deki çeşitlilik örneklerde varolan otoantikorların relatif mikta-
rı ve tiplerine bağlı olarak görülmektedir. Floresans boyanma 
özelliklerine göre ANA pozitif analizi homojen, benekli, sentro-
mer, nükleolar, periferik, granüler ve nükleer tanecikler şeklin-
de karakteristikler göstermektedir (1,19). Tablo 2’de floresans 
boyanma karakteristik değerleri görülmektedir. 

AMA sıklıkla primer bilier siroz ile ilişkili olarak tanımlanır. 
AMA’nın düşük titrasyonu kronik aktif hepatit ve kriptojenik si-
roz gibi diğer karaciğer hastalıklarında tanımlanmıştır. ASMA, 
kronik aktif hepatitli hastaların %70’inin serumlarında yüksek 
titrasyonlarda bulunur. Düşük ASMA titrasyonu viral infeksi-
yonlar, maligniteler ve sağlıklı kişilerde bulunabilmektedir. 
GPCA ise pernisiyöz anemili hasta serumlarında %90 oranında 
gözlenmektedir. Diğer klinik ve laboratuvar bilgileri ile pozitif 
GPCA sonucu diğer megaloblastik anemilerden otoimmün 
pernisiyöz anemi ayırımında yardımcı olur. Yirmi yaşın altındaki 
normal popülasyonun %2’sinden daha azında tanımlanmasına 
rağmen GPCA’un insidansı 40 yaşın üzerindeki kadınlarda ar-
tış göstermekte ve 60 yaşın üstündeki normal popülasyonun 
%16 değerlerine kadar yükselmektedir (7). Wegener granülo-
matozu, mikroskobik polianjitis, Churg-Strauss sendromu gibi 
nekrotizan vaskülitlerin, primer sklerozan kolanjit ve primer bi-
lier sirozun teşhisinde ANCA testi kullanılmaktadır (20).

Tip1 otoimmün hepatit, ANA veya ASMA veya her ikisinin bir-
likte pozitifliği ile karakterizedir. Hasta popülasyonu %70 kadın-
lardan oluşmaktadır. Tip 2 otoimmün hepatit ise hasta serum 
örneklerinde karaciğer/böbrek mikrozomal tip 1 (LKM-1) anti-
korunun varlığı ile karakterizedir. Tip 2 otoimmün hepatit has-
taları tip 1 hastalardan farklılıklar göstermektedir, bu hastalarda 
yüksek oranda örneğin tiroid, pariyetal hücre veya Langerhans 
adacıklarına karşı oluşan antikorlar gibi organ-spesifik otoanti-
korlar mevcuttur (21).

Hepatit C virüsü ile infekte olan kişilerde romatoid faktör, ANA, 
kardiyolipin, tiroid ve LKM-1 otoantikorları da gözlenmiştir 
(5,22). Antikora bağlı otoimmün karaciğer hastalıklarından biri 
olan primer bilier sirozda (PBC) AMA, primer sklerozan kolanjit-
de ise PANCA testleri önemlidir, PBC olgularında İFA incelemesi 
ile ANA nükleer tanecikler olarak tanımlanır (23). 

Kamalı ve arkadaşları, 10 yıl süresince kliniklerine başvuran 
hastalara ait serolojik inceleme sonucunda %94 oranında ANA 
pozitifliğini göstermişler, ancak tüm hastalarda dsDNA otoanti-
korunun negatif olduğunu belirtmişlerdir (24).

KDH olgularıyla yapılan çalışmada ANA, dsDNA antikorlarının 
pozitiflik oranı sırasıyla %96,5 ve %7,95 bulunmuştur (25). Ya-
pılan bir başka retrospektif çalışmada ise ANA pozitifliği %28,2; 
ANA pozitif serumlardaki anti-ENA pozitifliği ise %60,5 olarak 
saptanmıştır (26). 

Sonuç olarak, taramamız sonucunda ANA testinin oran olarak 
yüksek sayıda olduğu saptandı. ANA patern özelliğinin homo-
jen tip başta olmak üzere diğer boyanma özelliklerinin izlediği-
ni ve kadın hastalarda erkek hastalara göre oranlarının yüksek 
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olduğunu gözlemlendi. Çalıştığımız tüm otoantikorlarda bu 
oranın kadın hastalarda daha büyük oranda olduğunu literatü-
re paralel olarak gösterildi.
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ABSTRACT

The detection of cell-free fetal DNA (cffDNA) from maternal plas-
ma has enabled the development of essential prenatal diagnostic 
techniques supporting the non-invasive screening and diagnostic 
tests in recent years.

We performed a non-invasive real-time polymerase chain reac-
tion (PCR) using cell-free DNA isolated from the peripheral blood 
of pregnant women to determine fetal Rhesus D (RhD) and sex. 
Consistent with the findings of similar studies, our results revealed 
high accuracy rates of PCR in determining fetal RhD, making it 
suitable for diagnostic use, thereby indicating its effectiveness as 
a guide in treating and especially in minimizing the procedures ap-
plied to pregnant women who are RhD negative.

This study compared the cost incurred between follow-up testing 
and treatment of RhD (-) pregnant women and the fetal RHD geno-
typing based on Health Implementation Notification (SUT) data of 
the Social Security Administration of the Republic of Turkey. Addi-
tionally, the role of PCR to the diagnostic process was evaluated.

Our results showed that fetal RHD genotyping costs 523.19 TL (3.5 
times) less for each RhD (-) pregnant women compared with the 
current additional tests and treatments. PCR with cffDNA is an 
innovative method that minimizes workload, hospital costs, and 
unnecessary tests and treatment. In addition, this method allows 
an early initiation of treatment and avoidance of unnecessary in-
tervention and cost.

Keywords: Fetal cell-free DNA, RHD, genotyping, cost analysis

ÖZ

Maternal plazmadan hücre-dışı fetal DNA'nın (hdfDNA) tespitinde 
son yıllarda elde edilen başarılar, hamilelik süresince uygulanabilir, 
invazif olmayan tarama ve tanı testlerini destekleyen temel teknik-
lerin gelişmesine olanak sağlamıştır. Yakın zamanda yaptığımız bir 
çalışmada, invazif işlem gerektirmeden gebelerden alınan periferik 
kandan hücre-dışı DNA izole edilerek, gerçek zamanlı polimeraz 
zincir reaksiyonu (PZR) yöntemiyle fetal Rhesus D (RhD) ve cinsi-
yet belirlenmesi gerçekleştirilmiştir. Bu ve benzeri çalışmalar neti-
cesinde, kullanılan tekniğin fetal RhD tayininde yüksek doğruluk 
oranlarına sahip olduğu ve tanı amaçlı kullanıma uygun olduğu 
gösterilmiştir. Tanıda elde edilen bu başarı, özellikle RhD negatif (-) 
gebelere uygulanan işlemleri en aza indirilerek tedavide yol gös-
tericidir. Bu bağlamda, sunduğumuz bu çalışmada Türkiye Cum-
huriyeti, Sosyal Güvenlik Kurumu, Sağlık Uygulama Tebliği (SUT) 
verileri referans alınarak, günümüzde RhD (-) gebelere uygulanan 
ek izlem testlerin ve tedavinin oluşturduğu maliyet ile fetal RHD ge-
notiplemesi sonucu ortaya çıkan maliyetin kıyaslaması gerçekleşti-
rilmiştir. Ayrıca, böyle bir yaklaşımın hastalık tanı sürecine yapmış 
olduğu destek değerlendirilmiştir.

Sonuç olarak, her RhD (-) gebe için, gerçek zamanlı PZR uygula-
narak fetal RHD genotiplesi ile hali hazırda kullanılan ek tetkik ve 
tedaviler kıyaslandığında, 523,19 TL (3,5 kat) daha az maliyetli ol-
duğu gösterilmiştir. Bu testin, iş yoğunluğu, hastane maliyetleri ve 
hastaya uygulanan gereksiz tedavilerin azalması yönünde yenilikçi 
bir yöntem olduğu görülmektedir. Ayrıca, bu ve benzeri yaklaşım-
lar, erken tedavinin başlatılması ve gereksiz müdahale ve maliyet-
ten kaçınılmasına olanak sağlayacaktır.

Anahtar Kelimeler: Hücre dışı fetal DNA, RHD, genotipleme, ma-
liyet analizi
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GİRİŞ

Eritroblastosis Fetalis, gebelerde annenin Rhesus (Rh) faktör ne-
gatif (-), fetüsün ise Rh pozitif (+) olduğu durumlarda gerçekle-
şir. Fetal eritrositler anne dolaşımında belli bir oranın üzerinde 
bulunduğunda, RhD antijenine karşı oluşan maternal IgG an-
tikorlar, fetüse geçerek Rhesus hemolitik hastalığınına neden 
olur. Bu durum, fetüs için yüksek morbidite ve mortalite oluş-
turur (1). Fetal hemolizin önlenmesi için, anti-RhD immünoglo-
bulin ile prenatal ve postnatal profilaksinin rutin kullanımı, RhD 
(-) kadınların alloimmünizasyonunu önemli ölçüde azaltmak-
tadır (2-4). RhD genotipinin prenatal dönemde tespiti, Rhesus 
hemolitik hastalığının erken dönemde belirlenmesinde önemli 
bir yer tutmaktadır (5). Son on yıllık dönemde doğum öncesi 
RhD (+) fetüsün belirlenmesi amacıyla oluşturulmuş olan farklı 
stratejilerde önemli ilerlemeler görülmüştür. Lo ve arkadaşları 
tarafından 1997’de gebe plazmasında keşfedilen hücre-dışı fe-
tal DNA (hdfDNA) ile RhD’nin prenatal dönemde belirlenmesi 
anti-D profilaksisine ihtiyaç duyulmayan fetüslerin invaziv ol-
mayan yöntemle tespiti için kullanılmıştır (6,7). 2016’da yapılan 
geniş çapta bir metaanaliz çalışmasında, RHD genotiplemesinin 
tanısal doğruluğu ve klinik etkililiği gösterilmiştir. Bu çalışma so-
nucu RHD genotiplemesi için %0,34 yanlış negatif oran ve %3,86 
yanlış pozitif oran tespit edilmiştir. Bu ve benzeri sonuçlar ne-
ticesinde artık birçok ülkede, maternal plazma veya serumdan, 
dolaşımdaki hdfDNA’yı kullanarak fetal RhD durum tespiti rutin 
olarak kullanılmaktadır (8,9). Ayrıca erken tanı anti-D kullanılma-
sında hassas davranılmasını da sağlayacaktır (10). 

Yakın zamanda yaptığımız bir çalışmada invaziv olmayan yön-
tem ile maternal kandan elde edilen hdfDNA ve hatta eksozom 
ile gerçek-zamanlı PZR yöntemi kullanarak fetal RHD ve SRY 
genotiplemesinin başarılı olduğu gösterildi. Bu yöntemin her 
hasta için uygulanabilir ve güvenilir olduğu tarafımızdan tes-
pit edildi (11). Ülkemizde, prenatal tanıda kullanılan yöntemler 
sırasında karşılaşılan tanı zorluğu ve bu kaotik süreçte hastaya 
yansıyan maddi ve manevi zorluklar dikkati çekmektedir. 

Bu çalışmada, fetüsün RhD (+) olma şüphesiyle hemen hemen 
her RhD (-) gebeye uygulanan ek testler ve tedavinin hastaya 
yansıyan maddi yönü ile gerçek zamanlı PZR tekniği ile fetal 
RHD genotiplemesi yapılmasının maliyet analizini gerçekleşti-
rildi. Uygulanılan bu yöntem, yaklaşık 3,5 kat daha az bir ma-
liyet ile RhD uyuşmazlığının tanıdaki başarısını arttırmakta ve 
gereksiz proflaksi uygulanmasının önüne geçilebilmektedir.

GEREÇ VE YÖNTEM

Örneklerin Toplanması ve Hücre Dışı Fetal DNA İzolasyonu 
Gerçek Zamanlı PZR Analizi ve Değerlendirmesi
Bu çalışma İstanbul Üniversitesi, Aziz Sancar Deneysel Tıp Araş-
tırma Enstitüsü, Genetik Anabilim Dalı'nda gerçekleştirilmiştir. 
Yapılan çalışma İstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi Klinik Araştır-
malar Etik Kurulu’ndan 08.12.2017 tarihli 20 no’lu toplantısında-
ki onay ile başlamıştır ve İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma 
Projeleri 29083 nolu proje ile desteklenmiştir. Bu retrospektif 
çalışmaya, Sağlık Bilimleri Üniversitesi Okmeydanı Eğitim ve 

Araştırma Hastanesi’nin Kadın Hastalıkları ve Doğum Kliniğine 
başvuran, RhD uyuşmazlığı bulunup gebelik haftası 9 ila 40 haf-
ta arası olan RhD (-) gönüllü gebeler, onam formu alınarak dâhil 
edilmiştir. Gerçekleştirilen hücre-dışı DNA izolasyon ve gerçek 
zamanlı PZR protokolleri önceki çalışmamızda açıklanmıştır (11).

Maaliyet Analizi
Türkiye Cumhuriyeti, Sosyal Güvenlik Kurumunun, devlet has-
taneleri için kullandığı ücretlendirme sistemi Sağlık Uygulama 
Tebliği (SUT 2020) verileri referans alınarak maaliyet ve ekono-
mik değerlendirme yapılmıştır. SUT verilerine göre RhD (-) ge-
belere yapılan ek test kodlarının ücretleri ile RHD genotiplemesi 
için girilen SUT kodlarının ücretlerinin kıyaslanması yapılmıştır. 
RhD (-) gebeye uygulanan maaliyet kalemleri; jinekolojik mua-
yene, yabancı antikor taraması (indirect Coombs), 1 flakon an-
ti-D uygulaması, fetal ultrasonografi (USG) ve fetal orta serebral 
arter doppler ultrasonografi, (MCA Doppler) uygulamaları ol-
duğu belirlenmiştir (Tablo 1). Ücretlendirmesi belirtilen kodlara 
göre yapılıp gebe başına maaliyet hesaplanmıştır. 

SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Her yıl çok sayıda gebeyi etkileyerek fetal ve neonatal sonuçları 
olabilen kan uyuşmazlığının, erken teşhis ve tanı ile ortaya çıka-
bilecek komplikasyonların engellenmesi ve risk altındaki fetü-
sün invazif olmayan takibine imkân sağlayan yeni yaklaşımların 
geliştirilmesi, bu alandaki araştırmaların temelini oluşturmak-
tadır. Günümüzde RhD (-) bir gebenin izlenmesinde uygulanan 
yaklaşım şu şekildedir. Gebelere 12-16 hafta arası gebe takip 
sisteminde uygulanan rutin testlere ek olarak serolojik temel-
li test olan indirekt Coombs testi yapılmaktadır. Uygulanan bu 
test sonucuna göre tedaviye yön verilmektedir. İndirekt Co-
ombs testi negatif ise, gebeye 28. haftada anti-D proflaksisi uy-
gulanmaktadır (12). Eğer indirekt Coombs testi pozitif ise, test-
ten elde edilen titreye göre tedaviye yön verilmektedir. Eğer 
titre, 1/32’den yüksek ise, bebeğin ultrasonografik bulguları de-
ğerlendirilmeye alınır. Ultrasonografi sonucuna göre fetal MCA 
doppler ile bebeğin sistolik basınç değeri fetüsün anemiden 
etkilenip etkilenilmediğini belirlemede yardımcı olur. Yüksek 
etkilenme sonucu fetüsün durumuna göre kordosentez öneri-
lir. Ancak, anneye önceki gebeliğinde yapılan anti-D kaynaklı 
yalancı indirekt Coombs pozitifliğine sebebiyet verebilir. Yalan-
cı pozitiflik durumunda yapılacak olan tüm bu işlemler anne ve 
fetüs için yıpratıcı olmaktadır. İnvaziv olmayan yöntem ile ma-
ternal kandan elde edilen hdfDNA ile gerçek-zamanlı PZR yön-
temi kullanarak fetal RHD genotipleme başarısı tarafımızdan ve 
farklı gruplar tarafından tespit edilmiştir (11,13-15). 

Çalışmamızda, maliyet analizi gerçekleştirilmiştir. Halen kulla-
nılan yaklaşım ile yenilikçi bir yaklaşım olan fetal RHD geno-
tipleme sonucu hastaya yansıyan ücretler kıyaslanmıştır. Tablo 
1’de RhD (-) gebelere uygulanan ek işlemler ve bunların maliyet 
analizi gösterilmiştir. Maliyet analizinde SGK’nın Devlet hasta-
neleri için kullandığı ücretlendirme sistemi olan Sağlık Uygu-
lama Tebliği (SUT 2020) temel alınmıştır. Bu sisteme göre RhD 
(-) gebeye uygulanılan girişimlerin toplam maliyeti 733,19 TL 
olarak hesaplanmıştır. RhD (-) gebede fetal RHD durumunun 
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belirlenmesi için uygulanan bu yönteminin karşılığı olan 1-5 
çift gen analiz işlemin maliyeti ise 210 TL olarak belirlenmiştir.

İki farklı yaklaşım arasındaki ücret farkı her bir hasta için 523,19 
TL olduğu gösterilmiştir.

Maliyet avantajı açısından öne çıkan gerçek zamanlı PZR yönte-
mi aynı zamandan uygulanabilirlik olarak da en kolay ve ucuz 
yöntemlerden bir tanesidir. Son dönemlerde daha hassas olma-
sı bakımından tanı alanında kendine hızlı yer edinen yeni nesil 
dizileme tekniğine göre pratikliği, sarf malzeme alanında ki 
çeşitliliği, teknik eleman yeterliliği ve uygulanabilirliği yönüyle 
kısa sürede etkinliğini gösterecektir. Çeşitli ülkelerde, RHD ge-
notiplemesinin maaliyet açısından yapılan değerlendirmelerin-
de de uygulanılan bu tekniğin maliyetinin çok daha düşük ol-
duğu gösterilmiştir (16,17). Tüm bunlara ek olarak, hastanelerin 
gereksiz hasta iş yükünü ve invaziv bir girişim olan kordosentez 
uygulamasıyla oluşabilecek komplikasyon riskini (18) ortadan 
kaldırmaktadır. İnvazif olmayan fetal RhD genotipleme metodu 
kullanılarak fetüsün RhD durumunun erken belirlenmesi, RhD 
(-) gebelerde izlenecek gözlem ve müdahale yönetimini önemli 
ölçüde değiştirilmesine neden olacaktır (16,19). Uygun anti-D 
profilaksi sağlamak için testin tüm RhD (-) gebeler için sistema-
tik bir şekilde kullanılması, gereksiz uygulanacak işlemle topla-
mında kişi başına 523,19 TL bir kazanç sağlayacaktır. Maliyetler 
farklı stratejilerle azaltılabilse de, elde ettiğimiz sonuç bu ve 
benzeri güncel tanı yaklaşımlarının etkin bir maliyet düşürme 
stratejisi olduğunu göstermektedir. Yapmış olduğumuz önce-
ki çalışmada, Türkiye’de RhD (-) gebeden doğan RhD (-) bebek 
oranının %10 olduğu tespit edildi (11). Bu gebelerin gereksiz 
anti-D gibi kan ürünü almalarının önüne geçilmesi ve yanlış 
kullanımın önüne geçilmesini sağlayacaktır. 

Sonuç olarak, invazif olmayan fetal RHD genotiplemesi için uy-
gulanan bu yöntem ile tedavi seyri ve başarıyı kolaylaştırma ya-
nında, gebeye gereksiz tedavi uygulama yapılmasını ve oluşan 
ek maliyeti azaltacağı öngörülmektedir.
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ABSTRACT

In recent years, interest in naturally occurring compounds in plants 
has been increasing. Due to the benefits of these compounds, 
various studies have been carried out for their therapeutic use in 
cancer treatment as well as in daily use. These studies have aimed 
to develop chemotherapeutics that are natural and can stimulate 
apoptosis due to the side effects of chemotherapeutics used in 
current cancer treatments. One of these compounds, betulinic 
acid, is lupane-type pentacyclic triterpenoid, a secondary metab-
olite found in the bark of various trees. Betulinic acid has strong 
anticancer properties as well as antiviral and anti-inflammatory 
effects. It performs its anticancer functions by promoting the mi-
tochondrial apoptosis, regulating cell cycle and angiogenesis, and 
activating or deactivating many pathways which are important for 
cancer development. Molecules that directly affect mitochondria 
such as betulinic acid, hold great promise in preventing drug re-
sistance that may occur in the treatment process. In addition, the 
fact that betulinic acid directly affects cancer cells and has no toxic 
effect on healthy cells makes it a potential anticancer molecule in 
developing chemotherapy strategies.

This review aims to discuss the structural and biological properties 
of betulinic acid and the anticancer effects in various cancer types.

Keywords: Betulinic acid, cancer, apoptosis

ÖZ

Son yıllarda, bitkilerin yapısında doğal olarak bulunan bileşiklere 
duyulan ilgi giderek artmaktadır. Bu bileşiklerin sağladıkları fay-
dalar nedeniyle günlük kullanımın yanı sıra kanser tedavisinde 
terapötik olarak kullanılmasına yönelik çeşitli çalışmalar yapılmak-
tadır. Bu çalışmalar, güncel kanser tedavilerinde kullanılan kemo-
terapötiklerin ortaya çıkardığı yan etkiler nedeniyle doğal kaynaklı 
ve apoptozu uyarabilen kemoterapötiklerin geliştirilmesini amaç-
lamaktadır. Bu bileşiklerden biri olan betülinik asit, lupan tipi pen-
tasiklik triterpenoid olup çeşitli ağaçların kabuklarında bulunan bir 
sekonder metabolittir. Betülinik asit, antiviral ve antiinflamatuvar 
etkiler gibi biyolojik aktivitelerin yanı sıra güçlü bir antikanser ak-
tiviteye sahiptir. Bu antikanser aktivitesini, mitokondriyal apopto-
zu teşvik ederek, hücre siklusunu ve anjiyogenezi düzenleyerek 
ve kanser gelişimi için önemli birçok yolağı aktive veya inaktive 
ederek gerçekleştirir. Betülinik asit gibi doğrudan mitokondriyi et-
kileyen moleküller, tedavi sürecinde oluşabilecek ilaç direncini en-
gellemek için büyük umut vaad etmektedir. Ayrıca betülinik asidin 
kanser hücrelerini doğrudan etkileyip sağlıklı hücrelere karşı toksik 
etkisinin olmaması geliştirilmekte olan kemoterapi stratejilerinde 
onu potansiyel antikanser molekül haline getirmektedir. 

Bu derlemede, betülinik asidin yapısal ve biyolojik özellikleri ile 
çeşitli kanser türlerindeki antikanser etkilerinin tartışılması amaç-
lanmaktadır.

Anahtar Kelimeler: Betülinik asit, kanser, apoptoz 

Sorumlu Yazar/Corresponding Author: Arzu Ergen E-posta: aergen@istanbul.edu.tr 
Başvuru/Submitted: 27.08.2020 Kabul/Accepted: 28.09.2020

Content of this journal is licensed under a Creative Commons 
Attribution-NonCommercial 4.0 International License.

128

GİRİŞ

Kanser, onkogenlerin aktivasyonu, tümör baskılayıcıların 
inaktivasyonu, epigenetik modifikasyonlar, kontrolsüz hüc-
re büyümesi ve metastaz ile karakterize, dünya üzerinde 
insidansı ve mortalitesi giderek artmakta olan genetik bir 
hastalıktır (1,2). Kanseri etkileyen bu faktörlerin çoğu, kan-
ser araştırmalarındaki tanı, prognostik ve tümöral belirteç 
ile, tedavi yaklaşımlarının oluşturulması için yol gösterici 
olmuştur.

Uzun yıllar boyunca geliştirilen tedaviler tümör ilerlemesi-
nin, nüksünün ve mortalitenin azaltılması amacı ile geliş-
tirilmiş sitotoksik kemoterapiye dayanmaktadır. Bu kemo-
terapiler, tüm mitotik hücreleri hedef aldığından kanser 
hücrelerinin yanında bazı normal doku hücrelerine de zarar 
verebilmektedir (3). Son yıllarda kanser vakalarındaki artış 
ve mevcut kemoterapilerin yan etkileri, normal hücreler 
üzerinde zararlı etkisi olmayan, sadece kanser hücrelerinde 
toksik etki gösteren yeni ilaçların araştırılmasına yol açmış-
tır (4). 
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Etkili antikanser ajanlar geliştirmek için önemli bir strateji, bit-
kilerin, biyolojik olarak uyumlu ve daha az toksik etkileri olan ve 
bu nedenle potansiyel antikanser ajan haline gelen sekonder 
metabolitleri olmuştur. Sekonder metabolitler, çoğunlukla bir 
organizma tarafından üretilen ve büyümesi ve gelişmesi için 
gerekli olmayan, stres ve savunma yanıtı olarak üretildiği dü-
şünülen küçük organik moleküllerdir (5). Bitkilerin yapısında 
bulunan sekonder metabolitler başlıca; fenolikler, alkaloidler, 
flavonoidler ve terpenoidlerdir (6). 

Bitkiler tarafından üretilen sekonder metabolitler arasında yak-
laşık 40.000 üyesi ile en büyük ve en çeşitli kimyasal sınıfı temsil 
eden terpenoidler, polimerik izopren türevleridir ve mevalonik 
asit yolağı ile asetattan sentezlenir (7). Bu bileşikler yapısındaki 
karbon ve izopren birimlerinin sayısına bağlı olarak monoter-
penoidler, diterpenoidler ve triterpenoidler olarak sınıflandırıl-
maktadır. 

Triterpenoid grubunun bir üyesi olan betülinik asit, yapısında pen-
tasiklik izopren birimleri bulunan lupan alt tipi bir bileşiktir. Başlı-
ca Betula sp., Betulaceae  bitkilerinin kabuklarından elde edilirken, 
Platanus acerifolia, , Euphorbiacea Vochysia divergen, Ficus pandu-
rata, Pterospermum heterophyllum ve Vitex negundo gibi bitkilerin 
kabukları ve yaprakları da betülinik asit için kaynak oluşturur (8).  
Betülinik asidin antiinflamatuvar, antianjiyogenik, antiviral ve 
immünmodülatör etkilerinin yanında güçlü antikanser aktivitesi 
bulunur (9). Betülinik asidin antikanser aktivitesini, çeşitli kanser 
türlerinde yapılan çalışmalarda apoptozu tetikleyerek gerçekleş-
tirdiği belirlenmiştir. Apoptozun mitokondri yolağını hedeflemek 
kanser hücrelerinin yaşam stratejilerinden biridir. Betülinik asit ve 
türevlerinin, pro-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin ve kaspazların ak-
tivasyonları ile apoptozun mitokondriyal yolunu aktive etmenin 
yanında, hücre siklusunu ve anjiyogenezi düzenleyerek potansi-
yel antikanser etki sergilediği bilinmektedir (10,11).

Bu derlemede, betülinik asidin biyokimyasal özellikleri, anti-
kanser aktivitesi, hücreler üzerindeki etki mekanizması, mev-

cut durumda ve gelecekteki kanser tedavi seçeneklerine olası 
katkıları çeşitli kanser türlerinde yapılan güncel çalışmalar ile 
birlikte tartışılmıştır. 

Betülinik Asidin Yapısı ve Sentezi
Sahip oldukları çeşitli biyolojik aktiviteler nedeniyle önem-
li bir terpenoid grubu olan triterpenoidler, 30 karbonlu, altı 
izopren birimine sahip bileşiklerdir ve yapılarındaki izopren 
birimleri asiklik (mono) veya polisiklik (mono, bi, tri, tetra, 
penta) yapıda bulunabilir. Bu bileşikler karmaşıklıklarına göre 
sentezlendikleri bitkilerin farklı bölgelerinde, farklı formlarda 
bulunabilirler (12). 

Betülinik asit (3β-hidroksi-lup-20(29)-en-28-oik asit), temel ola-
rak geleneksel tıpta yüzyılardır kullanılan huş ağacından (Betu-
la sp) ve Ziziphus, Syzygium, Paeonia cinslerinin çeşitli türlerin-
den izole edilebilen lupan tipi pentasiklik triterpenoid sınıfının 
bir üyesidir (Şekil 1) (13). 

Şekil 1. Betülinik asidin kimyasal yapısı (13. kaynaktan 
uyarlanmıştır).

Şekil 2. Betülinik asidin sentez yolları (50. kaynaktan uyarlanmıştır).
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Bitkiler, triterpenoid sentezinde gerekli olan öncül bileşenleri 
üretmek için mevalonik asit (MVA) yolağını tercih ederler. Be-
tülinik asidin biyosentezi, tüm terpenoidlerin öncülleri olan ve 
mevalonik asit yolağından sentez edilen izopentenil difosfat 
(IPP) ve dimetil allil difosfat (DMAPP) moleküllleri ile başlar. Bu 
biyosentezde iki önemli basamak bulunur: 1. Bitkilerde triterpe-
niodlerin ve steroidlerin ortak oncusu olan 2,3-oksidoskualen 
molekulunun oksidoskualen siklazlar tarafından halkasal forma 
donuşmesi ile lupeol sentezi; 2. Lupeol sentezlendikten sonra 
sitokrom P450 enzimleri ile C28 pozisyonundan oksidasyonu ile 
betulinik asit bileşiğinin oluşturulmasıdır (14,15) (Şekil 2).

Betülinik asit çok sayıda bitkinin içeriğinde bulunmasına rağ-
men ekstraksiyonda elde edilen betülinik asit oranı düşüktür 
(%3-4). Bu nedenle ekstraksiyon verimliliğini arttırmak için ya-
rı-sentetik bir üretim şekli olarak, yine pentasiklik triterpenoid 
bir bileşik olan ve bitki kabuklarında betülinik aside kıyasla 
daha yüksek miktarda bulunan (%22-30) betülin’den oksidas-
yon yoluyla betülinik asit üretimi sağlanabilmektedir. Diğer bir 
üretim şekli olarak mayalardan mikrobiyal fermentasyon yolu 
kullanılmaktadır (8). 

Betülinik Asidin Etki Mekanizması
Uzun yıllar bitkilerden elde edilen bileşikler, antikanser terapi-
lerinin önemli bir kaynağı olarak ön plana çıkmışlardır ve kemo-
terapiye kıyasla düşük toksisite nedeniyle kanserin önlenmesi 
ve tedavisinde hayati bir rol oynamıştır. Bitki kaynaklı potan-
siyel antikanser ilaçların kanser hücreleri üzerinde çeşitli etki 
mekanizmaları bulunur. Bu mekanizmalar, çoğunlukla intrinsik, 
ekstrinsik, kaspaz ve / veya p53’e bağımlı veya bağımsız apop-
totik hücre ölümü olmakla birlikte apoptotik olmayan hücre 
ölümü mekanizmalarını da içermektedir (16). 

İntrinsik apoptoz yolağı, mitokondriyal yolak olarak bilinir ve 
hücre içerisinde meydana gelen DNA hasarı veya hücresel 
strese cevap olarak aktive olur. Bu yolağın aktivasyonu, dış 
mitokondri membranının permeabilizasyonu (MOMP) ile mi-
tokondri membran potansiyelinin kaybolması ile başlar, mi-
tokondriden sitokrom c ve apoptotik proteinlerin salınımı ve 
kazpazların aktivasyonu ile sonuçlanır. Hücrelerde, mitokondri 
membranlarının geçirgenliği, ölüm ve sağkalım arasındaki sını-
rı belirleyen faktördür (17). Diğer yandan mitokondri, hücrede 
biyoenerjetik metabolizmasının düzenlendiği ana merkezdir. 
Kanser hücrelerinin çeşitli stres koşulları altında metabolizma-
larını modüle etmelerini sağlayarak, metastaz kapasitesinin 
elde edilmesi ve  kemoterapötik ilaçlara direnç geliştirilmesi de 
dahil olmak  üzere kanser gelişimi ve ilerlemesinin önemli be-
lirleyicileri olarak ortaya çıkan hücre içi sinyal merkezinin kilit 
noktası mitokondridir. Bu nedenle, kanser hücrelerinin mevcut 
kemoterapilere karşı geliştirdiği direnç mekanizmalarının önü-
ne geçilmesi ve mitokondri membran geçirgenliğini doğrudan 
etkileyerek hücre ölümünü tetikleyen ajanlar geliştirilmesi ke-
moterapi stratejilerinin nihai hedefidir (18). 

Apoptozun indüksiyonu yolu ile kanser hücrelerinin hedeflen-
mesi, tedavi seçenekleri açısından etkili bir yöntemdir. Mevcut 
kemoterapiler çoğunlukla, hücresel stresin veya p53’ün aktif-

leştirilmesi  yolu ile intrinsik apoptoz yolağının indüklenmesi 
veya ölüm reseptörleri ile ekstrinsik apoptoz yolağının indük-
lenmesini hedefler. Betülinik asit, mevcut kemoterapi ajanla-
rından farklı olarak kanser hücrelerinde doğrudan mitokondri 
membran potansiyelini etkileyebilen potansiyel antikanser 
bileşiklerden biridir (10). Mitokondri membran geçirgenliği-
ni etkileyerek sitokrom C, Smac ve apoptoz indükleyici faktör 
(AIF) proteinlerinin sitozole salınmasına neden olur. Salınan 
bu proteinler sırasıyla kaspaz-9, kaspaz-3 ve kaspaz-7’nin ak-
tivasyonuna yol açarak DNA fragmantasyonuna ve sonunda 
hücrenin apoptozuna neden olur (11).  Bununla birlikte çeşitli 
çalışmalarla betülinik asidin farklı kanser türlerinde reaktif ok-
sijen türlerinin (ROS) oluşumunu ve pro-apoptotik Bcl-2 pro-
teinlerinin ekspresyonlarını arttırarak mitokondriyal apoptozu 
desteklediği görülmüştür (19,20). Ayrıca betülinik asit, ana etki 
mekanizması mitokondriyi etkilemek olsa da  tümör nekroz 
faktörü-ilişkili apoptoz indükleyici ligand (TRAIL) ile birlikte 
FADD seviyelerinin ve p53 aktivitesinin artışına neden olarak 
ekstrinsik apoptoz yolağını da uyarabilmektedir (21).  

Apoptotik hücre ölüm mekanizmalarını doğrudan uyarabilme-
sinin yanında betülinik asit, kanser gelişiminde etkili ve dolaylı 
olarak apoptoza neden olabilen hücresel yolaklar üzerinde dü-
zenleyici etki göstermektedir (Şekil 3). Bu bağlamda, NF-κB’nin 
nukleusa transloke olmasını sağlayan proteinin aktivasyonunu 
baskılayarak (22) ve STAT3 proteininin negatif regülatörü olan 
proteinin ekspresyonunu arttırarak bu iki yolağın inhibisyonu-
na sebep olduğu görülmüştür (23). Bununla birlikte siklin D1 ve 
vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) (24) ekspresyonla-
rını baskılayarak hücre siklusunu ve anjiyogenezi düzenlediği 
ve metastatik süreçleri yönlendiren moleküller olan  matriks 
metalloproteinazların (25) ekspresyonlarını azaltarak kanser 
metastazını baskıladığı bildirilmiştir.

Betülinik Asidin Antikanser Etkileri 
Bitkilerden elde edilen doğal bileşikler sağladıkları yararlar 
nedeniyle yüzyıllardır kullanılmaktadır. İyileştirici özellikleri 
nedeniyle bu bileşiklerin potansiyel terapötik özellikleri üze-
rine yapılan kapsamlı çalışmalar, bu bileşiklerden birçoğunun 

Şekil 2: Betülik asidin antikanser etkisi (8. kaynaktan 
uyarlanmıştır).



131

Experimed 2020; 10(3): 128-34
Ataş ve Ergen
Betülinik Asit ve Antikanser Etkileri

kanser tedavisinde kullanılabilecek güçlü antikanser etkilere 
sahip olduğu ortaya koymuştur. Benzer şekilde, betülinik asit 
ve türevlerinin antikanser etkileri, çeşitli kanser türlerindeki 
hücre soylarında, primer tümör kültürlerinde ve tümör ksenog-
raft modellerinde in vivo ve in vitro olarak kapsamlı bir şekilde 
incelenmiştir. 

Birçok çalışma, betülinik asidin kanser hücrelerine etki ettiğini 
ancak sağlıklı hücreler üzerinde toksik etki göstermediğini bil-
dirmiştir. Betülinik asidin bu seçici toksisite özelliği ilk olarak Pis-
ha ve ark. tarafından 1995 yılında melanoma hücre soylarında 
yapılan bir çalışmada gösterilmiştir. Çalışmada, betülinik asidin 
melanoma hücrelerinin canlılığını ve melanoma fare modelle-
rinde tümör büyümesini azalttığı gözlemlenmiştir (26). Betüli-
nik asidin hücrelerdeki apoptotik etki mekanizmalarına yönelik 
Fulda S. ve ark. yaptıkları çalışmalar ile birlikte, betülinik asidin 
nöroblastoma hücrelerinde aşırı ROS üretimine, mitokondriyal 
membran potansiyelinin kaybına neden olduğunu ve bunu 
takiben mitokondriden sitokrom C ve AIF salınımını uyararak 
mitokondrial apoptozu tetiklediği belirlenmiştir (27,28). Bu ça-
lışmalardan yola çıkılarak sonraki yıllarda betülinik asidin kolon, 
prostat, serviks, renal kanser, akciğer ve lösemi gibi diğer pek 
çok kanser türlerindeki hücresel toksisitesi ve kanser gelişimin-
de etkili yolaklar ve süreçler üzerindeki olası etkilerinin incelen-
diği birçok çalışma yapılmış ve bu çalışmalar günümüzde de 
devam etmektedir. 

Geleneksel etnofarmakolojide sıkça kullanılan Alstonia schola-
ris bitkisinin yapraklarından izole edilen 13 farklı triterpenoid 
ve sterollerin arasından betülinik asidin, A549 akciğer adeno-
karsinoma hücrelerinin canlılığını azaltarak anti-proliferatif 
aktiviteye sahip majör bileşenlerden biri olduğu bulunmuştur 
(29).  Akciğer adenokarsinoma hücre soylarında yapılan diğer 
bir çalışmada, akciğer kanserinde sıklıkla mutasyonu gözlenen 
endoteliyal büyüme faktörü reseptörünün (EGFR) tirozin kinaz 
inhibitörleri (TKI) Gefitinib ve Erlotinib’e dirençli H1975 ve EGFR 
mutant TKI duyarlı HCC827 hücre soylarında betülinik asidin, 
EGFR-TKI ile kombine tedavisi sonucu H1975 hücrelerinin can-
lılığını azalttığı, apoptotik hücre oranını arttırdığı ve hücre dön-
güsü ilişkili proteinlerin ekspresyonunu azalttığı gözlemlenmiş-
tir. Ek olarak, otofaji ilişkili proteinlerin ekspresyonlarını arttırıp 
mitokondri membran potansiyelinin kaybına yol açmıştır (30). 
Son yıllarda ilaç etkinliğinin iyileştirilmesinde nanopartükül 
teknolojisi sıklıkla kullanılmaktadır. Zhao ve ark. bir çalışmasın-
da akciğer kanseri hücre soylarında betülinik asit nanopartikü-
lü uygulanması sonrası, hücrelerde kolesterol homeostazında 
görevli, bazı tümör hücrelerinde yüksek seviyelerde bulunan 
ve hücresel sağkalım ile ilişkili olduğu gösterilen ATP bağlayıcı 
kaset taşıyıcı G1 (ABCG1) seviyelerinin önemli ölçüde azaldığı 
görülmüştür. Aynı zamanda betülinik asit nanopartikülünün 
hücrelerde migrasyonu ve invazyonu inhibe ettiği ve p21, p53 
ve c-Myc seviyelerini azalttığı gözlemlenmiştir (31). Nanoparti-
kül teknolojisine yönelik yapılan diğer bir çalışmada, betülinik 
asit içeren poli laktik ko-glikolitik asit (PLGA) nanopartikülü he-
patosellüler karsinoma rat modelinde tek başına betülinik asit 
uygulamasına kıyasla, kaspaz-3 ve kaspaz-9, pro-apoptotik Bcl-
2 proteinlerinin ve i-NOS ve e-NOS seviyelerinde daha fazla ar-

tışa neden olmuştur. Ayrıca, sıçanlarda karsinojenik koşullarda 
ortaya çıkan karaciğer hasarı nedeniyle artmış trigliserit, total 
kolesterol, düşük dansiteli lipoprotein (LDL), çok düşük dansi-
teli lipoprotein (VLDL) ve azalmış yüksek dansiteli lipoprotein 
(HDL) seviyeleri betülülinik asit PLGA nanopartikülü tedavisi ile 
normal düzeylere gelmiştir (32). 

Kanser hücrelerinin geliştirdiği ilaç dirençlerine yönelik olarak 
betülinik asidin, androjen reseptörü antagonisti direnci sıklıkla 
gözlenen prostat kanserinde androjen reseptör proteini sevi-
yelerini azaltmış ve multiple deubikuitinaz aktivitesini baskıla-
yarak prostat kanseri hücrelerini seçici olarak hücre canlılığını 
azalttığı belirlenmiştir (33). Bununla birlikte betülinik asit, hi-
poksik koşullara maruz bırakılmış PC-3 prostat kanseri hücrele-
rinde artmış HIF-1α ekspresyonunu ve hücrelerde HIF-1α artışı-
na bağlı olarak artış gösteren STAT3 ekspresyonunu azaltmıştır. 
Ayrıca HIF-1α ve STAT3’ün hipoksik koşullarda cevap olarak 
aktive olan VEGF’nin promotor bölgesine bağlanmasını engel-
leyerek anti-anjiyogenik etki gösterdiği belirlenmiştir (34). 

Mesua ferrea bitkisinin kabuğundan elde edilen ve aralarında 
betülinik asidin bulunduğu biyoaktif alt fraksiyonu, HCT116 ko-
lorektal karsinoma hücrelerinde kaspaz-9, 3 ve 7 seviyelerinin 
artışına, hücrelerin invasyon ve migrasyonunu azaltarak metas-
tatik kapasitelerinin baskılanmasına neden olmuştur. Ek olarak, 
kanser gelişiminde etkili yolaklar ve moleküller olan Wnt, HIF-
1α ve MAPK/ERK yolağının aşağı regülasyonuna neden olurken, 
p53 ve TGF-β’yı yukarı regüle etmiştir (35). Benzer şekilde, yine 
kolorektal adenokarsinoma HT-29 hücrelerinin dahil olduğu bir 
çalışmada betülinik asit, bu hücrelerde Bcl-2 ve siklin D1 eks-
presyonlarını azaltıp Bax ekspresyonlarını arttırarak antikanser 
etki göstermiştir (36).  

Melanoma hücrelerinde yapılan bir çalışmada betülinik asit, 
hücrelerde apoptotik hücre ölümünü tetiklemiş, mitokondrial 
membran potansiyelinin depolarizasyonunu sağlamıştır. Ayrı-
ca, betülinik asit ROS üretimi ile bağlantılı olarak pro-apoptotik 
mitojen aktive protein kinaz (MAPK) proteinleri p38 ve JNK’nın 
fosforilasyonunu uyarmıştır (37). 

Zeng ve ark. meme kanseri hücrelerinde betülinik asidin an-
ti-metastatik etkileri üzerine yaptıkları bir çalışmada, metas-
tatik sürecin majör molekülleri olan matriks metalloprotei-
nazların (MMP-2, MMP-9) ekspresyonlarını azaltırken MMP-2 
inhibitörü olan TIMP-2 eskpresyonlarını arttırmıştır. Bu veriler, 
farklı dozlarda betülinik asit uygulaması sonrası hücrelerin aza-
lan migrasyon ve invazyon seviyeleri ile paralellik göstermiştir. 
Ek olarak, tümör taşıyan fare modelinde betülinik asit tümör 
büyümesini ve tümörün akciğer metastazını azaltmıştır. Yapılan 
immünohistokimyasal analizlerde matriks metalloproteinaz-
lar, Ki67 ve STAT3 seviyelerinde azalma görülmüştür. Betülinik 
asidin fare modellerinde toksik etki gösterip göstermediğini 
belirlemek amacıyla yapılan hematolojik ve serum biyokimya 
analizlerinde ise patolojik bir değişime rastlanmamıştır (38). 

Kanser hücrelerinin değiştirilmiş metabolizmalarının hedef-
lenmesinin tümör büyümesi ve metastazının baskılanması için 
faydalı bir strateji olduğu düşünülmektedir. Bununla bağlantılı 
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olarak, meme kanseri hücrelerinde betülinik asit, endoplazmik 
retikulumda hücresel stresin sensörü olan glikoz ilişkili protein 
78 (GRP78) aracılığı ile laktat dehidrogenaz (LDH) ve pirüvat de-
hidrogenaz kinaz 1 (PDK1) gibi glikolitik proteinlerin seviyelerini 
azaltmıştır. Ayrıca betülinik asit tedavisine yanıt olarak, kanser 
hücrelerindeki birikimi metastatik ve metabolik değişimlere 
yol açan β-katenin ve c-Myc protein seviyelerinde azalma göz-
lemlenmiştir (39). Farklı bir çalışmada betülinik asit, triple nega-
tif meme kanseri hücreleri, mikrovasküler endotel hücreler ile 
birlikte kültürlendiğinde VEGF ve temel fibroblast büyüme fak-
törü (bFGF) ekspresyonlarını azaltmış, farklı dozlarda uygulan-
dığında TNF-α, TLR4, NF-κB1, IL-6, , HIF-1α, STAT3 ve i-NOS gibi 
inflamatuvar faktörlerin ve p21, p27, siklinD1, CDK-2 ve CDK-6 
gibi hücre döngüsü ilişkili genlerin ekspresyonlarını azaltarak 
anti-inflamatuvar ve anti-anjiyogenik etki göstermiştir (40).

Betülinik asit, antikanser etkilerini hücresel sağkalım ile ilişkili 
farklı yolaklar üzerinden de gösterebilmektedir. Bu doğrultuda, 
Xu ve ark. servikal kanseri (HeLa) hücrelerinde yaptıkları bir ça-
lışmaya göre, betülinik asit, doz ve zamana bağlı olarak fosfoti-
dil inozitol 3 kinaz (PI3K) alt birimleri p110α ve p85 seviyelerini 
ve PI3K’ın akış aşağısında bulunan Akt’nin Ser473 ve Thr308 
kalıntılarından fosforilasyonunu baskılayarak PI3K/Akt yolağı 
üzerinde inhibitör etki göstermiştir. Betülinik asit etkisi ile ar-
tan ROS üretiminin PI3K/Akt inhibisyonu üzerindeki doğrudan 
etkisini belirlemek amacı ile bir ROS antagonisti olan glutatyon 
ile birlikte uygulandığında, betülinik asidin yolak üzerindeki 
inhibitor etkisinin ve kaspaz-9 ve Bad üzerindeki stimülatör et-
kisinin ortadan kalktığı görülmüştür. Bu sonuçlar, ROS üretimi-
nin betülinik asidin aracılık ettiği apoptoz sürecinde önemli bir 
faktör olduğunu desteklemiştir (41). Hepatosellüler karsinoma 
hücrelerinde yapılan bir çalışmada ise, betülinik asit pro-apop-
totik proteinlerin ekspresyonlarını arttırmasının yanında, Bec-
lin-1, LC3B-II ekspresyonlarını arttırarak diğer bir hücre ölüm 
şekli olan otofajiyi aktive etmiştir. Diğer yandan otofajik pro-
teinler ile eş zamanlı olarak PI3K, Akt ve mTOR proteinlerinin 
fosforilasyonunda azalma gözlenmesi, betülinik asidin PI3K/
Akt/mTOR yolağını baskılayarak otofaji ve apoptotik hücre ölü-
münü uyardığını göstermektedir (42). 

Diğer bir çalışmada, hipoksik koşullar altında inkübe edilen 
HeLa hücrelerinde gözlenen HIF-1α birikimi, artan dozlarda 
betülinik asit uygulaması sonrası hücrelerde proteozom aktivi-
tesinin artışını takiben azalma göstermiştir. Bu azalma ile bir-
likte, hipoksik koşullarda HIF-1α’nın hedef genleri olan VEGF, 
GLUT1, Hekzokinaz (HK) ve PDK1 ekspresyonlarında da azalma 
gözlenmiştir (43). Bununla birlikte farklı bir çalışmada, betülinik 
asit, akut miyeloid lösemi hücrelerinde aril hidrokarbon resep-
törünün (AHR), promotorunun demetilasyonu yoluyla AHR gen 
ekspresyonunu önemli ölçüde arttırmıştır. Bu artış, AHR’nin aril 
hidrokarbon reseptörü nüklear translokatörünün (ARNT) HIF-
1α ile etkileşimini rekabetçi bir şekilde inhibisyonuna ve bu 
sayede HIF-1α yolağının ve VEGF üretiminin baskılanmasına 
neden olmuştur (44).  

Over kanseri hücrelerinde son yıllarda yapılan bir çalışmada, 
betülinik asidin tümör hücrelerinde metastazın başlangıcı ola-

rak kabul edilen, epitelyal karakterdeki hücrelerinin epitel özel-
liklerini kaybedip hareketli mezenkimal karakter kazandığı bir 
süreç olan epitelyal-mezenkimal geçiş (EMT) ile ilişkili protein-
lerin seviyeleri üzerindeki etkisi incelenmiştir. Buna göre betü-
linik asit, mezenkimal protein N-kaderin ekspresyonunu azaltıp 
epitelyal protein olan E-kaderin ekspresyonunu arttırarak an-
ti-metastatik etki göstermiştir (45).  Benzer şekilde renal hücreli 
karsinoma hücre soylarında betülinik asit, MMP-2, MMP-9 ve 
mezenkimal protein Vimentin seviyelerini azaltırken E-kaderin 
ve TIMP-2 seviyelerinde artışa neden olmuştur (46). 

Bir BCR-ABL tirozin kinaz inhibitörü olarak kullanılan imatinib 
Kronik miyeloid lösemi tedavisinde kullanılmaktadır. Histon de-
asetilazlar (HDAC) hücre proliferasyonu, farklılaşma ve apoptoz 
gibi hücresel fonksiyonlarda rol oynar ve İmatinib dirençli lö-
semilerde aşırı ekspresyonları görülür. Kronik miyeloid lösemi 
hücreleri K562 ve imatinib dirençli K562R hücrelerinin kullanıl-
dığı ve imatinib ve betülinik asidin birlikte uygulandığı bir ça-
lışmada betülinik asit, imatinib dirençli hücrelerdeki HDAC eks-
presyonunu posttranskripsiyonel seviyede azaltarak hücrelerin 
imatinibe duyarlılığını arttırmıştır (47). 

Oral skuamöz hücreli karsinoma (OSCC) için etkili tedavilerden 
biri de hücre döngüsünü baskılayan, apoptotik hücre ölümünü 
arttıran ve tümör büyümesini azaltan radyoterapilerdir. Ancak 
OSCC vakalarında radyoterapi direnci yaygın olarak gözlenir. 
NF-κB ve STAT3 yolaklarının yanında spesifik protein 1 (Sp1)’in; 
PTEN tümör baskılayıcı proteinin ekspresyonunu bastırarak 
radyoterapi direncinde etkili olduğu bilinmektedir. Bu bilgi-
lerden yola çıkılarak radyoterapi direnci gösteren OSCC hücre-
lerinde yapılan bir çalışmaya göre betülinik asit, Sp1 ekspres-
yonunu azalıp ve dolayısıyla PTEN ekspresyonunun artmasına 
sebep olarak hücrelerdeki radyoterapi direncini ortadan kaldır-
mıştır (48).

Betülinik asit ve türevlerinin kanser de dahil birçok hastalığın 
tedavisinde ve önlenmesindeki yüksek potansiyeli bir çok çalış-
ma ile aydınlatılmış olmasına rağmen bu konu ile ilgili yapılmış 
sınırlı sayıda klinik çalışma bulunmaktadır. Bu nedenle betüli-
nik asidin uygulanabilecek tedavilerdeki gerçek etkinliği, tolere 
edilebilirliği ve güvenliği yeterince açık değildir (49). 

SONUÇ 

Kanser, tüm dünyada görülme sıklığı ve mortalitesi hızla artan, 
yaşam tarzı ve genetik faktörlerin etkili olduğu bir hastalıktır. 
Kanser oluşumunda ve gelişiminde, çevresel faktörler mu-
tasyonlar ve farklı hücresel yolakların etkileşimleri gibi çeşitli 
patolojik faktörler etkilidir. Bu faktörlerin çeşitliliği, kanser te-
davisini standart olmaktan uzaklaştırmakta ve dahası hastalık 
sürecinde dinamikleşen faktörler mevcut tedavileri de etkisiz 
hale getirmektedir. Bu nedenle kanser tedavilerinde yeni yakla-
şımlar oluşturmaya yönelik çalışmalara duyulan ihtiyaç sürekli 
hale gelmiştir. Bu çalışmalar neticesinde geliştiren yeni tedavi 
ajanları, hedefe yönelik tedavi stratejileri ve ilaç kombinas-
yonları, gelişen klinik teknolojiler ile birlikte önemli bir başarı 
göstermiştir. Bununla birlikte, kimyasal ve sentetik ilaçların et-
kisizliği veya yan etkileri son yıllarda terapötik yaklaşımlar için 
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doğal bileşiklerin kullanılmasını gündeme getirmiştir. Bitkiler-
den elde edilen bileşiklerin kansere karşı terapötik etkilerinin 
incelenmesine yönelik çeşitli araştırmalar yapılmaktadır. Bu 
bağlamda, betülinik asit ve türevlerinin birçok kanser türünde 
seçici toksisite göstermesi, farklı yolak ve moleküller üzerinde 
etki göstermesi ve doğrudan mitokondriyi hedeflemesi, özel-
likle tedaviye dirençli ve agresif kanser türlerinde yararlı olabi-
lecek sonuçlardır. 

Bu derlemede özetlenen çalışmalar dikkate alındığında, betüli-
nik asidin kanser tedavilerinde daha etkili kullanılabilmesi için 
moleküler mekanizmalarının daha iyi aydınlatılması, etkili ilaç 
iletim sistemlerinin geliştirilmesi ve biyoyararlanımın arttırılma-
sına yönelik yeni çalışmalara ihtiyaç duyulduğu görülmektedir.
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ABSTRACT

Saliva is a body fluid, which is secreted from 3 major salivary 
glands (parotid, submandibular and sublingual) and many minor 
salivary glands. It contains organic and inorganic substances with 
99% water, and has several functions such as contribution to ar-
ticulation, digestion, cleansing and protection of the oral mucosa, 
and antimicrobial effects. The concentration of saliva’s substances 
vary according to the responses to physiological processes in the 
human body. Containing genetic materials such as DNA and RNA 
also highlights saliva as a potential diagnostic tool. Saliva analysis 
has advantages such as being cheaper, non-invasive, easier pa-
tient cooperation, and low technical sensitivity compared to blood 
tests; it can be used in the diagnosis of many diseases or routine 
risk assessments. It is also promising for its advantages in collec-
tion and storage of the samples. Advances in molecular biology, 
genomics, and proteomics have revealed the importance of saliva 
in the detection of many diseases, coining the term salivaomics. 
The early diagnosis of the diseases in which symptoms can be seen 
in late stages, may provide an easier treatment and improve the 
prognosis. In this review, the biomarkers of saliva in the presence 
of different diseases and the advantages of their use in diagnosis 
were examined.

Keywords: Saliva, oral diseases, diagnosis

ÖZ

Tükürük; başlıca üç majör tükürük bezi (parotid, submandibular 
ve sublingual) ve birçok minör tükürük bezinden salgılanan bir 
vücut sıvısıdır. İçerisinde %99 suyla birlikte organik ve inorganik 
maddeler bulunduran tükürüğün; artikülasyon, sindirim, ağız mu-
kozasının temizlenmesi ve korunması ile antimikrobiyal etkiler gibi 
birçok işlevi vardır. Tükürüğün içerisindeki maddelerin konsantras-
yonları vücuttaki fizyolojik süreçlere verilen yanıtlara göre değişik-
lik gösterir. DNA ve RNA gibi genetik materyalleri barındırması da 
tükürüğü potansiyel bir teşhis aracı olarak öne çıkarmaktadır. Kan 
tahlillerine göre hasta kooperasyonunun daha kolay olması, daha 
ucuz, non-invaziv ve teknik hassasiyetin az olması gibi avantajları 
olan tükürük testleri; birçok hastalığın teşhisinde kullanılabileceği 
gibi rutin risk değerlendirmelerinde de kullanılabilir. Örnek toplan-
ması ve saklanmasındaki avantajlarından dolayı da gelecek vaad 
etmektedir. Moleküler biyoloji, genomik ve proteomik alanlarında-
ki gelişmeler sayesinde salivaomik terimi ortaya çıkmış ve birçok 
hastalığın saptanmasında tükürüğün önemi belirtilmiştir. Özellikle 
semptomların geç görülmeye başladığı hastalıkların tükürük test-
leri sayesinde erken teşhis edilmesi, tedaviyi büyük oranda kolay-
laştırabilir ve prognozu iyileştirebilir. Bu derlemede, farklı hasta-
lıkların varlığında tükürükte bulunan biyobelirteçler ve teşhiste 
kullanımının avantajları incelenmiştir.

Anahtar Kelimeler: Tükürük, ağız hastalıkları, teşhis 
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INTRODUCTION

Saliva is a body fluid, which is secreted from 3 major sal-
ivary glands, which are parotid, submandibular and sub-
lingual, and nearly 1000 minor salivary glands. It helps to 
maintain the health and hygiene of the oral cavity and has 
many functions such as contribution to articulation, swal-
lowing, and maturation of erupted teeth (1). Thanks to its 
antimicrobial properties, it is beneficial for the protection 
of microbial balance and the prevention of infections (2).

Saliva, secreted between 0.75 and 1.5 liters per day, is odor-
less, colorless and has a pH range of 6.5-7.5. It contains 99% 
water, organic and inorganic substances, and many micro-
organisms that play roles in different diseases (3). Organic 
substances are composed of urea, uric acid, glucose, fatty 
acids, glycerides, creatinine, peroxidase, amylase, and hor-
mones. As for the inorganic molecules; Na+, K+, Ca2+, Cl−, 
Mg2+, F−, I−, HCO3- and H2PO4

- are some of the ions found in 
saliva (4,5). These substances in the structure of saliva have 
different functions (6). For instance, amylase and lipase 
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catalyze the digestion of carbohydrates and fats, while thiocy-
anate ions play a bactericidal role. Calcium in saliva contributes 
to the process of remineralization of tissues (7). Also, antioxi-
dant enzymes in saliva protect the oral cavity from the negative 
effects of free radicals, reactive oxygen, and different forms of 
nitrogen (8,9). Some of the agents in saliva pass through tran-
scellular and paracellular pathways from blood and their con-
centrations vary according to physiological processes, which 
makes saliva a potentially good diagnostic tool (10). Develop-
ments in molecular biology, genomics, and proteomics led to 
coining the term “salivaomics”, which reveals the importance of 
salivary biomarkers in diagnosis of oral and systemic diseases 
and current stages of them (10).

The most important step for the treatment is to make an accu-
rate diagnosis. When the clinical, radiological, and histological 
features of the disease are known, it will be easier to eliminate 
the disease factors (11). Caries, periodontal diseases, and oral 
malignant lesions are some of the examples of oral diseases 
that can be diagnosed with saliva tests (12). In addition to oral 
diseases, saliva can be used for the diagnosis of systemic dis-
eases such as diabetes mellitus, cardiovascular diseases, and 
other infections. Also, it can be used for detection of drugs, and 
identification in forensics (13,14).

DENTAL CARIES

Dental caries is a common multifactorial oral disease that can 
progress to the loss of teeth with symptoms of pain by demin-
eralization of mineralized tissues in enamel, dentin and cement 
(6). Dental caries are not reversible especially in the later stages, 
therefore it’s essential to prevent it with good oral hygiene or 
to diagnose in early stages. Saliva can be easily used to detect 
risk factors because it contains structures such as molecules 
that cause remineralization and bacteria. There are many stud-
ies analyzing biomarkers by taking different saliva samples. 
Among the most important caries markers in saliva are micro-
organisms.  Lactobacilli  and  Streptococcus mutans  are the pri-
mary bacteria that cause caries. Other bacteria such as Strep-
tococcus sobrinus, Streptococcus cricetus, Streptococcus rattus, 
Streptococcus macacae, Streptococcus downei, and Prevotella ge-
nus differ between healthy individuals and patients (8,15). Pro-
teins like statherin, cystatin, histatins, and proline-rich proteins 
(PRP) contribute to maintenance of enamel’s structural integri-
ty, so they are important biomarkers in caries diagnosis. It has 
been shown that these proteins are found in larger amounts 
in individuals without previous caries history (16). It is thought 
that there is a difference in immunoglobulin (Ig) levels in the 
presence of caries. Although studies on this subject are limit-
ed, it has been revealed that IgA levels are higher in individuals 
with caries (17). Oxidative stress in saliva also causes the cari-
ous lesions, restricting the movement of dentin fluids, so the 
inflammatory response of dentin is affected. As a result, dentin 
becomes more sensitive to bacterial acids and the destruction 
of hard dentin tissues is observed. A study that examines the 
relation of salivary glutathione and dental health also showed 
that there may be a relation between caries and antioxidants 

found in saliva (18). Matrix metalloproteinases (MMP) such as 
collagenase in extracellular fluids, are enzymes that show cell 
death. Dentin contains collagen Type I and a small amount of 
collagen Type V, so the presence of collagenase in saliva caus-
es destruction of dentin and indicates pulp or periodontal tis-
sue destruction due to severe dental caries (19). Studies have 
shown that mucins may be another potential biomarker of 
caries. Mucins help to enhance the agglutination of bacteria, 
therefore they contribute to the protection of teeth from car-
ies. So the decrease in mucins may accelerate demineralization 
(20). The amount, flow rate, and viscosity of saliva are import-
ant as well as the content for the prevention of dental caries 
(21). In the patients whose salivary flow rate is insufficient, sa-
liva may not be able to clear the acids of the food consumed 
and eventually, the pH balance will deteriorate thorough acidic 
direction, which will increase the risk of caries (20). In a study 
in which erosion was examined by taking unstimulated saliva 
in children, the rate of saliva flow in children with erosion was 
noticeably lower than the control group. In the same study, the 
amount of chloride was higher in children with erosion (22). 

PERIODONTAL DISEASES AND PERI-IMPLANTITIS

Periodontal diseases develop with inflammation of the gingi-
va, the periodontal ligament and alveolar bone around teeth 
and it is one of the reasons for tooth loss (23). Peri-implantitis, 
on the other hand, is a disease that develops in tissues around 
the implant and includes bone loss (24). Although their etiolo-
gies are similar, resorption in peri-implantitis progresses much 
faster. Many studies were carried out to provide early diagno-
sis of these diseases by detecting biomarkers in gingival fluid 
and saliva. The most important biomarkers are gram (-) bacte-
ria such as Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyro-
monas gingivalis, Tannerella forsythensis, Treponema denticola, 
Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Fusobacterium 
nucleatum and Eikinella corrodens (4,16). Studies revealed that 
an increase in the amount of salivary IgA, IgG, and IgM could 
contribute to the immunological response against these bacte-
ria. The most commonly used methods for the detection of Igs 
in saliva are radial immunodiffusion and nephelometer. Also, 
an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) can be used 
in detection of many biomarkers found in saliva in addition to 
Igs. Likewise, it has been observed that these glycoproteins de-
crease after treatment (25). Interleukins (IL) such as IL-1 and IL-6 
are also involved in the inflammatory process in periodontitis 
and they have been proved to trigger osteoclastic activity and 
cause bone and tissue destruction. Interleukins may be prod-
ucts of epithelial cells, fibroblasts, osteoblasts, polymorphonu-
clear neutrophils, and endothelial cells and play a role in the ac-
tivity of MMPs and their inhibitors (26). MMP-8 and MMP-9 are 
very important biomarkers in periodontal and implant-related 
diseases. PerioSafe and ImplantSafe, which are developed as 
applicable chair-side, are used in detecting active MMP-8, 
especially in oral fluids. While active MMP-8 was positive in 
patients with periodontitis or peri-implantitis, the response 
turned negative after the treatments (27). Other important fac-
tors determining periodontal health are oxidative stress mark-
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ers. Studies that evaluated the total antioxidant capacity levels 
showed a decrease in antioxidants in non-smoking individuals 
with periodontal disease. The level of antioxidants rises again 
after the treatment (28,29). In another study, it was observed 
that the level of nitric oxide in saliva increased in patients with 
gingivitis, chronic and aggressive periodontitis as compared to 
healthy individuals, while adrenomedullin may be an import-
ant marker only in patients with aggressive periodontitis (8).

SJÖGREN’S SYNDROME

Sjogren’s syndrome (SS) is an autoimmune disease that affects 
the secretory glands. Although the cause of this disease is not 
yet fully known, it may be accompanied by some inflammato-
ry rheumatic diseases (30). Today, the diagnosis of SS is made 
by evaluation of the symptoms and the biopsy of the salivary 
glands. But it is possible to distinguish primary and secondary 
SS from each other or other autoimmune diseases such as sys-
tematic lupus erythematosus by conducting proteomic and 
transcriptomic examinations of saliva. Rheumatoid factor, An-
ti-Ro/SS-A and Anti-La/SS-B are conventional biomarkers used 
in the diagnosis of SS (31). Other than that, studies showed a 
relation between SS and 19 different genes, which were in-
volved in the presentation of antigens and osmosis of lym-
phocytes (32). When patients and healthy individuals are com-
pared; higher levels of IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, clusterin, cathepsin-d, 
α-enolase, and β2-microglobulin are observed (10,26). It is also 
mentioned that there is oxidative stress in the presence of a 
disease. Markers such as increased oxidative DNA damage can 
play an important role in controlling the disease (4). A recent 
study evaluating lymphocytes in patients with SS concluded 
that lymphocytes are found in parotid saliva in both primary 
and secondary SS while there are no findings in healthy indi-
viduals (33).

ORAL PREMALIGNANT LESIONS AND ORAL 
CANCERS

Oral premalignant lesions are among the abnormalities that 
dentists frequently encounter after caries and periodontal dis-
eases in their clinical applications. These lesions can turn into 
cancer if they are not treated or controlled with follow-up ex-
aminations. Lichen planus (LP) especially when it shows an ero-
sive-atrophic pattern, leukoplakia, erythroplakia, precancerous 
melanosis and oral submucous fibrosis are some of the prema-
lignant lesions that could be seen in the oral cavity (34).

Lichen planus: Chronic inflammation in epithelial cells can be 
seen as a white lesion with reticular structure and erythem-
atous borders. Amalgam, non-steroidal anti-inflammatory 
drugs, and hepatitis C virus are thought to cause antigenic 
change as etiological factors (35). Currently, the most studied 
biomarkers in the diagnosis of lichen planus are cortisol, Igs, 
cytokines, and oxidative stress-related molecules. In a study, an 
increase was observed in salivary cortisol levels due to anxiety 
in patients with lichen planus when compared to healthy indi-
viduals (36). An analysis of Ig by ELISA showed an increase in 
IgA and IgG levels (25).

Leukoplakia: It is one of the frequently encountered precancer-
ous lesions. There is a 10% risk of developing cancer in leuko-
plakia (37). Studies are carried out on cytokines as biomarkers. 
There are studies showing the increase in IL-1β, IL-6, cystatin, 
and apolipoprotein A-1 on unstimulated whole saliva in pa-
tients with leukoplakia (38,39). 

Oral cancers: Carcinomas seen in the oral cavity are among the 
most common cancers in the head and neck region (34). The 
most common is oral squamous cell carcinoma (OSCC). It has a 
high mortality rate in many countries. The initial diagnostic tool 
of carcinomas today is biopsies which are mostly invasive pro-
cedures (3). So the need for non-invasive diagnostic tools is in-
creasing. More than 100 biomarkers are known for the diagno-
sis of oral cancers, primarily salivary proteins, RNA and DNA (4). 
While unstimulated whole saliva is generally used in detecting 
these biomarkers, there are studies showing that stimulated 
saliva gives the same valuable results. MicroRNAs (miRNA) ob-
tained from saliva may have an important role in the diagnosis 
of head and neck cancers (10). It has been observed that miR-
NA-9 and miRNA-191 obtained from small amounts of saliva 
using the miRNA isolation kit and QIAzol methods together 
can be important biomarkers while there was a decrease in 
miRNA-125a and miRNA-200a levels in samples taken from 
patients with OSCC (16,40). In addition to miRNA, the tumor 
suppressor p53 gene and anti-p53 proteins that are produced 
in the presence of multiple DNA damages, CA15-3 and CA125 
can be used as biomarkers for cancers in other regions (breast, 
ovarian, and lung cancers, etc.) as well as head and neck can-
cers (41). Moreover, MMPs are thought to play a role in differ-
ent stages of the progression of tumors. In the cell proliferation 
phase, proteolytic MMPs may cause the activation of growth 
factors or intercellular destruction (19). In angiogenesis, they 
can change the activities of the endothelial and epithelial 
growth factor, control the inflammatory response, and affect 
invasion in the pathological process of new blood vessels. At 
the stage of invasion and metastasis, tumors need MMPs to in-
teract with the membrane and extracellular matrix. Therefore, 
some MMPs can be produced by tumors or growth factors, 
chemokines, and cytokines. This way, tumors may grow locally 
and metastasize. Studies evaluating MMPs found in higher lev-
els of MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-10, and MMP-12 in patients 
as compared to healthy people (12,19).

SYSTEMIC DISEASES

Cardiovascular Diseases
They are among the leading causes of death in the world, in-
clude diseases such as hypertension, atherosclerosis, and myo-
cardial infarction. In the presence of these diseases, changes in 
the levels of some biomarkers can be detected in saliva (42). In 
addition to the classical diagnostic methods (clinical findings 
and electrocardiogram, etc.) used today, studies on saliva anal-
ysis as a supportive tool are continuing. The level of C-reactive 
protein (CRP) in saliva can be determined by using a system 
based on nano-biochips, that can be applied chair-side (5). In 
a study of acute myocardial infarction patients who experi-
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enced chest pain in the previous 48 hours, CRP, MMP-9, IL-1β, 
adiponectin, gro-α, E-selectin, and IL-18 increased in saliva 
more than serum (42). In addition, there are studies showing 
that the amount of MMP-8 and lysozyme in saliva increases in 
the presence of hypertension (42). The level of vitamin C and 
antioxidants in serum and saliva can also affect the nitric oxide 
level, indicating carotid endothelial damage in atherosclerosis 
patients (43). In a study in individuals with ischemic heart dis-
ease and periodontitis, it was found that patients with ischemic 
heart disease have lower levels of lutein, lycopene, α-tocopher-
ol and β-carotene levels in saliva (43). 

Diabetes Mellitus
Today, the control of diabetes is done with blood tests, which is 
an invasive method. In saliva, glucose and urea levels are found 
to be in direct relation with blood levels (44). In diabetic pa-
tients, there was also an increase found in the levels of amylase, 
total protein, and electrolytes such as potassium, calcium and 
chloride (44,45).

Infections
It is common to use viral DNA and RNA biomarkers in saliva for 
the diagnosis of infections. Saliva is used in the diagnosis of many 
viruses such as Human Immunodeficiency Virus, Hepatitis A, B 
and C viruses, and rubella (8). Many studies are conducted on 
the use of saliva as a non-invasive tool to detect the COVID-19, 
which appeared in 2019 and the number of cases is increasing 
rapidly. The results of studies comparing the saliva and nasopha-
ryngeal samples are promising (46). In a study conducted with 
200 patients, who have symptoms of COVID-19, with an average 
age of 36, viral DNA was obtained from the samples taken and 
19 patients were found to carry the virus according to the naso-
pharyngeal samples. When the saliva samples of these patients 
are examined, it has been shown that saliva can be used in virus 
detection by determining the compatibility of two samples with 
84.2% sensitivity and 98.9% specificity (47).

Renal Diseases
Saliva can also be used in the diagnosis of renal diseases. Sal-
ivary creatinine levels show an increase in patients with renal 
diseases (48). Studies also have shown that selenium in saliva 
decreases in the presence of renal stones so it can be used as 
a biomarker (49). In addition, dialysis patients’ salivary pH in-
creases because of high urea concentrations (48).

CONCLUSION

Saliva is an important tool that contains biomarkers that are 
used in the diagnosis and treatment of many oral and systemic 
diseases. Saliva analysis has advantages such as being non-in-
vasive, cheaper compared to blood tests, having good patient 
cooperation and low technical sensitivity. It is also promising 
for its advantages in collecting and storing samples. Saliva is 
actively used for some diseases today and with the advances 
in salivaomics, it can help as an alternative to serum or can be 
used in addition to some conventional diagnostic methods. 
However, studies need to be more comprehensive and stan-
dardized so that saliva tests will become more widespread and 

gain more importance in early diagnosis by using routine con-
trols in the coming years.
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ABSTRACT

Despite the widespread changes induced by general anesthetic 
agents, their exact effect sites are not clearly defined in the central 
nervous system (CNS). Recent molecular studies have pointed out 
specific sites in CNS on which anesthetic drugs show their effects. 
Hypnosis, amnesia, sedation are mediated by different receptors, 
neurotransmitters and neuronal pathways in the CNS. Protein base 
theory of anesthesia, which focuses on ion channels, took the 
place of lipid-based theory in the 1980’s. There are two types of 
receptors, which are known to be responsible for the general anes-
thetic action: neurotransmitter receptors and ion channels. Back-
ground channels are also described as targets for anesthetic ac-
tion. Enhancement and block of TWIK Related K+ channels (TREK), 
TWIK related arachidonic acid activated K+ channel (TRAAK), and 
TWIK related acid-sensitive K+ channels (TASK)  channels have 
been reported at low concentrations of volatile anesthetic agents. 
Two-pore-domain potassium channels are protein complexes em-
bedded in cell membranes. They selectively allow potassium ions 
to pass through the cellular membrane. These channels are also ca-
pable of changing the membrane potential by means of neuronal 
excitability, neurotransmitters and hormone secretion. Of those 
channels, TASK-1 and TREK-1 are activated by volatile anesthetic 
agents. In this article, receptors responsible for anesthesia in CNS 
and their mechanism of action will be reviewed.

Keywords: General anesthesia, molecular pharmacology, con-
sciousness

ÖZ

Genel anestezik ajanlar, nörotransmitterleri modüle ederek santral 
sinir sisteminde yaygın nöronal değişime neden olmaktadır. Yeni 
yapılan moleküler araştırmalarda anestezik ajanların etki ettiği 
spesifik alanlar üzerinde durulmaktadır. Hipnoz, amnezi, sedasyon 
santral sinir sisteminde farklı reseptör, nörotransmitter ve nöronal 
yolaklar aracılığıyla sağlanır. 1980'lerin başında yapılan çalışmalar 
sonrasında, iyon kanallarına odaklanan protein temelli anestezi te-
orisi, lipid temelli anestezi teorisinin yerini almıştır. Protein temelli 
teoriye göre, genel anestezik etkiden sorumlu iki tip reseptör mev-
cuttur; nörotransmitter reseptörler ve iyon kanalları. “Background” 
iyon kanalları da anestezik etki için yeni tanımlanmış hedef resep-
törlerdir. İki porlu (two-pore-domain) potasyum kanallarından 
TWIK ilişkili K+ kanalı (TREK), TWIK ilişkili araşidonik asitle aktive K+ 
kanalı (TRAAK), TWIK ilişkili asit duyarlı K+ kanalları (TASK) tipteki 
kanalların volatil ajanların düşük konsantrasyonunda güçlendiği ya 
da bloke olduğu bildirilmiştir. İki porlu potasyum kanalları, biyolo-
jik membranlarda bulunan protein kompleksleridir. İki porlu potas-
yum kanalları, potasyum iyonları için özeldir ve potasyumun hücre 
membranından geçmesine izin verirler. İki porlu potasyum kanal-
ları, nöronal uyarılma, nörotransmitter ve hormon salınımı yoluyla, 
membran potansiyelindeki değişikliklerden de sorumludurlar. İki 
porlu potasyum kanalların TASK-1 ve TREK-1 alt tipleri volatil anes-
tezik ajanlarla (örneğin, izofluran, kloroform, dietil eter) uyarılır. Bu 
makalede santral sinir sisteminde bulunan ve genel anesteziklerin 
etkisinden sorumlu reseptörler ve bunların etki mekanizmaları 
gözden geçirilecektir.

Anahtar Kelimeler: Genel anestezi, moleküler farmakoloji, bilinç 
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INTRODUCTION

Our understanding of mechanisms involving the conduct of 
general anesthesia has improved in recent years. Some spe-
cific sites within the central nervous system as the target of 
the anesthetic agents have been introduced. Hippocampus 

has been shown to be responsible for the amnestic effects, 
neo cortex and thalamus were found to be related with seda-
tion, and hypothalamus was thought to be the site responsi-
ble for the hypnotic action (1). Hypnosis, amnesia and seda-
tion are mediated by different receptors, neurotransmitters 
and neuronal pathways in the central nervous system (CNS). 
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Protein base theory of anesthesia, which focuses on ion chan-
nels, took the place of lipid-based theory in the 1980’s. 

Recent studies again have been focusing on the anesthetic’s 
effect on lipid membranes. Anesthetics have been shown to 
disrupt lipid ordered membranes, and shift their melting tem-
perature (2-9). 

RECEPTORS

There are two types of receptors, which are known to be re-
sponsible for the general anesthetic action: neurotransmitter 
receptors, and ion channels.

1. Neurotransmitter receptors (10)
 a. Ligand gated receptors (ionotropic receptors)

These are excitatory or inhibitory in nature according to the 
neurotransmitter that binds to it. Ligand gated receptors have 
got two domains. The first one has got a trans-membrane do-
main. It functions as a channel. The other one, which has got 
ligand-binding sites, is extracellular (11). 

Examples of ligand-gated receptors are nicotinic acetylcholine 
receptors, 5-HT3 receptors, gamma-aminobutyric acid type A 
(GABA-A) receptor, glutamate (ionotropic) receptors, glycine 
receptors, and purinergic receptors. 

 b. G protein-coupled receptors (metabotropic receptors)

Binding to this metabotropic type of receptors changes the 
structure and causes the activation of G protein. Then gener-
ation of messengers such as cAMP, cGMP, diacylglycerol or cal-
cium is controlled. At the end of the process G protein is inacti-
vated by GTPase enzyme. 

Metabotropic glutamate receptors, muscarinic acetylcholine 
receptors, GABA-B receptors, most of the serotonin receptors, 
and receptors for epinephrine, norepinephrine, dopamine, his-
tamine, neuropeptides and endocannabinoids are the exam-
ples of G protein-coupled receptors (12). 

2. Neurotransmitter receptors
GABA receptors: GABA is the major inhibitor receptor in the 
CNS. GABA receptor has five subunits (α, β, γ, δ, and ε) which 
cluster to compose a chlorine channel. The most frequently en-
countered receptor combinations are α1 β2 γ2 (60% of GABA 
α receptors), α1 β3 γ1 and α3, βn γ2 (13,14). Volatile anesthetic 
agents and barbiturates have an agonistic effect on GABA-A 
receptors whereas ketamine has an antagonistic effect on GA-
BA-A receptors (15-17). 

Glycine receptors: Glycine receptors are inhibitory receptors 
located in the CNS, but predominantly in the spinal cord. The 
receptor is composed of five subunits (3α and 2β). Its function 
resembles that of the GABA-A receptors and once the inhala-
tion anesthetics bind to glycine receptors in the spinal cord the 
inflow of chloride ions into the cells is enhanced, the result is 
loss of response to a painful stimulus (18,19). The minimal al-

veolar concentration (MAC) value of volatile anesthetic agents 
is increased when glycine receptors are blocked. They are re-
sponsible for the 20-55% of isoflurane-mediated immobility, 
and 20% of halothane-induced immobility (20,21).

Nicotinic acetylcholine receptors (nAChR): These receptors 
control the synaptic conduction in CNS. Once activated, the re-
sulting excitatory postsynaptic currents (EPSCs) lead to the cel-
lular cation inflow. Low concentrations of general anesthetics 
display suppressive action on nAChR by blocking EPSCs. (22). 
Propofol inhibits human neuronal α3β2 and α7 nAChR sub-
types expressed in oocytes (23). 

Glutamate receptors: These receptors are the dominant ex-
citatory neurotransmitter of the CNS. It acts via metabotropic 
(pre-synaptic) and ionotropic (post-synaptic) receptors. Ion-
otropic glutamate receptors are NMDA, AMPA, and kainate. 
Nitrous oxide, xenon and ketamine are glutamate receptor 
antagonists with high potency (21,24). Ionotropic glutamate 
receptors generate EPSCs by leading the inflow of the cation 
as well. Volatile anesthetic agents block excitatory neurotrans-
mission by both inhibiting postsynaptic glutamate receptors 
and releasing glutamate from the presynaptic area (25,26). 
Isoflurane has been shown to inhibit GLuR6 kainate receptor 
subunits at medullary level, thereby increasing the MAC of an-
esthetic agents. AMPA receptors and different subunits have 
been found to be responsible for the Xenon’s ability to induce 
immobility (21,24,27).

Serotonin receptors: Serotonin receptors are responsible for 
the cation conductance which leads to membrane depolariza-
tion and neuronal excitation. The main member of this receptor 
family is the serotonin subtype of 5-HT3. The activation of se-
rotonin receptors by halogenated anesthetic agents, and inhi-
bition by barbiturates or ketamine results in an altered state of 
consciousness (21,28). Experimental studies, which have been 
given specific serotonin capture inhibitors in determined cere-
bral nuclei, have reported an increase in MAC necessary for im-
mobility.

3. Ion channels
a. Potassium channels: Potassium channels are activated by 
volatile agents and ketamine, as a result the transport of potas-
sium ions is increased, cell membrane is hyperpolarized, and 
neuronal activity is inhibited (29,30).

b. Sodium channels: Volatile anesthetic agents inhibit presyn-
aptic voltage-gated sodium channels located in the glutamater-
gic synapses. Therefore, the release of presynaptic neurotrans-
mitters is blocked and neuronal activation is inhibited (31). 

4. Background channels
Background channels are also described as targets for the ac-
tion of the anesthetic agents. The action of TWIK Related K+ 
channels (TREK), TWIK related arachidonic acid activated K+ 

channel (TRAAK), and TWIK related acid-sensitive K+ channels 
(TASK) channels is enhanced and blocked at low concentra-
tions of volatile anesthetic agents (32).
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Two-pore-domain potassium channels (K2p): Potassium 
channels are protein complexes embedded in the biological 
membranes. They are selectively permeable to potassium ions 
and allow potassium to pass through the cellular membrane. 
Two-pore-domain potassium channels are also responsible for 
the changes of the membrane potential by means of neuronal 
excitability, neurotransmitters and hormone secretion. There 
are four different types of K2p channels, Tandem of pore do-
mains in weak inward rectifying K+ channel (TWIK)-1, TWIK-2, 
TREK-1, and TRAAK. Volatile anesthetic agents (e.g. isoflurane, 
chloroform, diethyl ether) activate two of those K2p channels, 
TASK-1 and TREK-1 (32-38). TREK-1 is an inhibitory mechanore-
ceptor or an inhibitory effector. Once activated, TREK-1 inhibits 
neuronal firing by hyperpolarizing the cell (39).

It has recently been shown that volatile anesthetics activate phos-
pholipase D2 (PLD2) by disruption of palmitate-mediated local-
ization and substrate presentation causes anesthetic sensitivity in 
TREK-1 (4). The PLD2 appears to be an important factor for under-
standing the regulation of TREK-1. Transferring the PLD2 binding 
site to it could transfer the anesthetic sensitivity to an anesthetic 
insensitive channel TRAAK. However, the reason as to why anes-
thetic induced expansion by anesthetics lead to PLD2 transloca-
tion is not clear. The suggested mechanism of action is dependent 
on the affinity of PLD2 to the carboxyl C-terminal in TREK-1 (39).

The role of anesthetics on lipid membrane: Physiological 
role of the TREK-1 receptor in anesthesia has been clarified 
(32,40,41). This receptor’s anesthetic action depends on the lip-
id membrane. This dependence has led us to think that the lipid 
cell membrane may be a target for anesthetic agents. It has also 
been shown that anesthetic sensitivity could be transferred to 
an insensitive channel TRAAK by means of PLD2. Therefore it is 
suggestive that this effect may be transferable (4). The nicotin-
ic acetylcholine receptor (PA activates), GABA-A receptor and 
NMDA (PIP2 regulates) are other channels which have anes-
thetic action potential by disruption of lipid regulation (42-44).

Anesthetic agents have activating action on mechanical chan-
nels whereas they both activate and inhibit anesthetic sensi-
tive membrane channels. However, most of the anesthetic 
agents inhibit excitatory channels but activate inhibitory chan-
nels. Inhibitory channels are generally neurotransmitter-gated 
in nature (45). An intermediary structure such as a lipid would 
be an explanation for this opposite effect. 

CONCLUSION

General anesthetic drugs are used for inducing unconscious-
ness. They have been traditionally known as nonspecific drugs 
with their widespread effects. However, recent molecular phar-
macology studies have shown selective receptors and structures 
in CNS, which are modulated by specific anesthetics and as a 
result inducing unconsciousness. Future treatment modalities in 
medicine focus on molecular receptors for patient based specific 
therapies. Molecular explorations on effects of general anesthet-
ics will be more precise for performing patient based anesthesia.
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ABSTRACT

Infertility is a global health problem and is defined as an inability 
to achieve a clinical pregnancy after 12 months of regular unpro-
tected sexual intercourse. The global incidence of infertility is ap-
proximately 8–12%, and half of these patients seek medical help 
for the condition. The use of assisted reproduction technology 
(ART) has been increasingly used worldwide, and advances in ART 
have enabled many couples to overcome infertility. Infertility can 
be related to female infertility, male infertility, a combination of the 
two or unexplained factors. Male infertility constitutes nearly half 
of all instances of infertility and affects approximately 7% of the 
male population. The initial evaluation of male infertility includes 
obtaining a detailed medical history, a physical examination, an 
endocrine assessment and semen analysis. Male infertility can be 
due to hormonal imbalances, genetic problems, physical causes, 
environmental lifestyle factors or psychological or behavioural 
factors. Also, advanced male age may affect the quality of sperm, 
which can lead to male infertility. In conclusion, the causes of male 
infertility are multifarious. The evaluation and management of 
male infertility during infertility treatment are of the utmost im-
portance for couples.

Keywords: Male infertility, infertility

ÖZ

İnfertilite dünya çapında bir sağlık sorunu olup, 12 aylık düzenli 
korunmasız cinsel ilişkiden sonra klinik bir hamilelik elde edeme-
me olarak tanımlanmaktadır. Dünya çapında infertilitenin insidansı 
yaklaşık %8-12 olarak belirtilmekle birlikte hastaların yarısı bu du-
rum için tıbbi yardım istemektedir. Yardımcı üreme teknolojisinin 
(YÜT) kullanımı dünya çapında giderek artmakla birlikte, YÜT’deki 
gelişmeler birçok çiftin infertilite sorunun üstesinden gelmesine 
izin vermiştir. İnfertilite, kadın infertilitesi, erkek infertilitesi, kadın 
ve erkek veya açıklanamayan faktörlerin bir kombinasyonu ile iliş-
kili olabilmektedir. Erkek infertilitesi, tüm infertilite vakalarının ne-
redeyse yarısını oluşturur ve erkek nüfusun yaklaşık %7'sini etkile-
mektedir. Erkek infertilitesinin ilk değerlendirmesi, ayrıntılı bir tıbbi 
öykü, fizik muayene, endokrin değerlendirme ve semen analizini 
içermektedir. Erkek infertilitesi hormonal dengesizlikler, genetik 
problemler, fiziksel nedenler, çevresel yaşam tarzı faktörleri veya 
psikolojik veya davranışsal faktörlerden kaynaklanabileceği rapor-
lanmıştır. Ayrıca, ileri erkek yaşı, sperm kalitesini etkileyerek erkek 
infertilitesine yol açabilir. Sonuç olarak, erkek infertilitesinin ne-
denleri çok yönlüdür. İnfertilite tedavisi sırasında erkek infertilitesi-
nin değerlendirilmesi ve yönetimi çiftler için son derece önemlidir.

Anahtar Kelimeler: Erkek infertilitesi, infertilite 
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Infertility is a global health problem and is defined as an 
inability to achieve a clinical pregnancy after 12 months 
of regular unprotected sexual intercourse (1). The global 
incidence of infertility is approximately 8–12%, and half 
of these patients seek medical help for the condition (2). 
Assisted reproduction technology (ART) has been increas-
ingly used worldwide, and advances in ART have enabled 
many couples to overcome infertility. Infertility can be re-
lated to female infertility, male infertility, a combination of 
the two or unexplained factors. Male infertility constitutes 
nearly half of all instances of infertility and affects approxi-

mately 7% of the male population (3). The initial evaluation 
of male infertility includes obtaining a detailed medical his-
tory, a physical examination, an endocrine assessment and 
semen analysis. The parameters assessed in a semen analy-
sis are the sperm concentration, motility and morphology, 
and the semen volume and pH. The sperm vitality, the pres-
ence of leukocytes, and the number of immature germ cells 
are also assessed and compared to reference values from 
the World Health Organization (WHO) (1). 

It is well documented that male infertility can be due to 
hormonal imbalances, genetic problems, physical causes, 
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or psychological or behavioural factors. Malnutrition, anae-
mia, excessive stress and exposure to environmental hazards 
such as pesticides, lead paint, radioactive substances, mercury, 
benzene, boron and heavy metals have also been reported to 
cause male infertility (4-6). Furthermore, advanced male age 
may affect the quality of sperm, which can lead to male infer-
tility (7). 

Spermatogenesis and steroidogenesis (steroid hormone pro-
duction) are the main functions of the testis. Spermatogenesis 
is the process by which spermatogonia transform into mature 
spermatozoa through mitotic and meiotic division (8). Sper-
matogenesis begins at puberty and occurs in the epithelium 
of seminiferous tubules in the testis. The induction of sper-
matogenesis and the persistence of sperm production are 
regulated through the hypothalamic-pituitary-gonadal axis. 
In the seminiferous tubules, Sertoli cells are the main cell type, 
while Leydig cells predominate in the interstitium, which is 
another main compartment of the testis that consists of loose 
connective tissue along with blood and lymph vessels (9-11). 
Testosterone, follicle-stimulating hormone (FSH) and luteiniz-
ing hormone (LH) participate in spermatogenesis. The synthe-
sis of these hormones is stimulated by gonadotropin-releasing 
hormone (GnRH), which is secreted from the hypothalamus. 
Testosterone production occurs in Leydig cells and is induced 
by LH. FSH acts on Sertoli cells to support the synthesis of an-
drogen-binding protein and the blood-testis barrier. GnRH 
secretion disorder causes testosterone deficiency and impairs 
sperm production (12).

Genetic factors that cause male infertility are heterogeneous. 
Chromosomal abnormality is defined as any alteration in one 
or more chromosomes and is categorised as either numerical 
or structural. Numerical abnormality is when a chromosome is 
missing or when there is an extra chromosome. For instance, 
Klinefelter syndrome, the presence of an extra X chromosome 
in men, is the most common numerical abnormality in men 
with impaired spermatogenesis (13-15). By contrast, the mod-
ification of chromosomal structures, such as translocations, 
inversions, Y chromosome microdeletions and copy num-
ber variations (CNVs), are defined as structural chromosomal 
abnormalities. Translocations can be Robertsonian (where a 
whole chromosome has joined to another at the centromere) 
or reciprocal (sections from two distinct chromosomes have 
been swapped). Translocations are 10 times more common 
among infertile men compared with the normal population. 
These translocations can lead to decreased fertility, sponta-
neous abortion and birth defects (16). Inversions occur when 
a piece of a chromosome rotates 180 degrees within the same 
chromosome; thus, there is no loss of genetic material (17). Like 
translocations, inversions may cause infertility, spontaneous 
abortions and birth defects (16-18). Y chromosome microdele-
tions may also be a cause of spermatogenetic failure. Three re-
gions on the long arm (Yq) of the Y chromosome have been 
identified: the azoospermia factors (AZFs) AZFa, AZFb and 
AZFc. Any deletions in these regions might cause male infer-
tility (19). CNVs are large DNA segments that repeat in the ge-

nome; the number of repeats varies among individuals (20,21). 
CNVs have been found to cause spermatogenetic failure by 
affecting genes that are essential for spermatogenesis (22,15).

Spermatogenesis is a complex process, and large numbers of 
genes are present during this event. Gene mutations that cause 
abnormal spermatogenesis without any other symptoms give 
rise to non-syndromic male infertility (23). Identified gene mu-
tations have been generally grouped according to the resulting 
phenotype, such as spermatogenic failure, teratozoospermia 
and asthenozoospermia (13). Technological advances have 
enabled researchers to analyse the whole genome to identify 
various specific gene mutations that lead to male infertility 
(24). However, no single gene is known to cause male infer-
tility (25). Some genes are notable owing to their prevalence 
in specific groups. AURKC and DPY19L2 mutations have been 
related to teratozoospermia (26, 27). Two recurrent mutations 
have been identified for AURKC: one in the North African pop-
ulation and one in the European population. A carrier frequen-
cy of 1/50 was established in North African patients who had 
macrocephaly (large head and multi-tailed spermatozoa) (26). 
Later, it was demonstrated that the majority of macrocephalic 
spermatozoa are tetraploid, meaning that they have no chance 
of intracytoplasmic sperm injection (ICSI) (28). Mutations in the 
DPY19L2 gene have been correlated with globozoospermia 
(round-headed spermatozoa); this mutation is found in 60% 
of globozoospermic patients (27). It has been demonstrat-
ed that assisted oocyte activation enables better fertilization 
rates (29). Although there is no dominant gene yet to be the 
reason for spermatogenic failure, it has been reported that 
TEX11 mutation can cause meiotic arrest and azoospermia with 
a frequency of 2-15% in azoospermic men (8,13,30). Further-
more, although there is limited evidence, mutations in TEX15 
are thought to cause spermatogenic failure and a decreased 
sperm count over time. Patients with this mutation could be 
advised to undergo sperm cryopreservation at an early age 
with the aim of protecting future fertility potential (31). Accord-
ing to a recent study, it has been demonstrated that M1AP mu-
tation can cause severe spermatogenic failure leading to male 
infertility. In the study, they were able to trace M1AP mutation 
in different independent patients in different countries and 
concluded that M1AP should be included in the growing list 
of validated non-obstructive azoospermia (NOA) genes (32). 
In recent years, due to the discovery and presence of various 
specific gene mutations, there are few custom gene panels for 
infertility that are available as a diagnostic tool. Genes included 
in each custom panel are different but in general, gene panels 
would provide a definitive causal diagnosis and more accurate 
treatment in ART (33-36). 

Physical problems can decrease the sperm count and/or sperm 
morphology. Varicocele is a congenital vascular anomaly that 
causes impaired sperm motility, decreased sperm count, and 
impaired sperm structure (37). Moreover, in some infertile men, 
sperm cannot travel from the testicles to the penis because of 
sperm duct obstruction. The blockage or deficiency of one or 
both tubes can be caused by genetic or developmental factors. 
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Torsion occurs when the testicle is bent in the scrotum and 
is characterized by excessive swelling. This leads to testicular 
damage because the blood vessels that feed the testicle are 
compressed. Furthermore, infections and diseases such as tu-
berculosis, brucellosis, gonorrhoea, typhoid, flu, chickenpox, 
rubella and syphilis can cause obstructions and testicular atro-
phy (38). These conditions can lead to changes in sperm qual-
ity by decreasing the sperm count and motility. Retrograde 
ejaculation (where the semen does exit the body at the time 
of ejaculation but instead transfers to the bladder), premature 
ejaculation or anejaculation (the lack of ejaculation) can also be 
reasons for male infertility (39).

In conclusion, the causes of male infertility are multifarious. 
Along with the assistance of emerging technology, the iden-
tification of genes for diagnostic purposes would provide bet-
ter guidance to clinicians. The evaluation and management of 
male infertility during infertility treatment are of the utmost 
importance for couples. 
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end of the abstract. The keywords should be listed in full without 
abbreviations. The keywords should be selected from the National 
Library of Medicine, Medical Subject Headings database (https://
www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html).
 
Manuscript Types
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provides new information based on original research. The main text 
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should include Introduction, Case Presentation, Discussion, and 
Conclusion subheadings. Please check Table 1 for the limitations 
for Case Reports.
 
Letters to the Editor: This type of manuscript discusses important 
parts, overlooked aspects, or lacking parts of a previously pub-
lished article. Articles on subjects within the scope of the journal 
that might attract the readers’ attention, particularly educative cas-
es, may also be submitted in the form of a “Letter to the Editor.” 
Readers can also present their comments on the published manu-
scripts in the form of a “Letter to the Editor.” Abstract, Keywords, 
and Tables, Figures, Images, and other media should not be includ-
ed. The text should be unstructured. The manuscript that is being 
commented on must be properly cited within this manuscript.

Tables
Tables should be included in the main document, presented after 
the reference list, and they should be numbered consecutively in 
the order they are referred to within the main text. A descriptive 
title must be placed above the tables. Abbreviations used in the 
tables should be defined below the tables by footnotes (even if 
they are defined within the main text). Tables should be created 
using the “insert table” command of the word processing software 
and they should be arranged clearly to provide easy reading. Data 
presented in the tables should not be a repetition of the data pre-
sented within the main text but should be supporting the main text.

Figures and Figure Legends
Figures, graphics, and photographs should be submitted as sep-
arate files (in TIFF or JPEG format) through the submission system. 
The files should not be embedded in a Word document or the main 
document. When there are figure subunits, the subunits should not 
be merged to form a single image. Each subunit should be submit-
ted separately through the submission system. Images should not 
be labeled (a, b, c, etc.) to indicate figure subunits. Thick and thin 
arrows, arrowheads, stars, asterisks, and similar marks can be used 
on the images to support figure legends. Like the rest of the sub-
mission, the figures too should be blind. Any information within 
the images that may indicate an individual or institution should be 
blinded. The minimum resolution of each submitted figure should 
be 300 DPI. To prevent delays in the evaluation process, all submit-
ted figures should be clear in resolution and large in size (minimum 
dimensions: 100 × 100 mm). Figure legends should be listed at the 
end of the main document.

Table 1. Limitations for each manuscript type

Type of manuscript Word limit Abstract word limit Reference limit Table limit Figure limit

Original Article 3500 200 (Structured) 30 6 7 or total of 15 images

Review Article 5000 200 50 6 10 or total of 20 images

Case Report 1000 200 15 No tables 10 or total of 20 images

Letter to the Editor 500 No abstract 5 No tables No media
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 All acronyms and abbreviations used in the manuscript should be de-
fined at first use, both in the abstract and in the main text. The abbre-
viation should be provided in parentheses following the definition.
 
When a drug, product, hardware, or software program is men-
tioned within the main text, product information, including the 
name of the product, the producer of the product, and city and 
the country of the company (including the state if in USA), should 
be provided in parentheses in the following format: “Discovery St 
PET/CT scanner (General Electric, Milwaukee, WI, USA)”
 
All references, tables, and figures should be referred to within the 
main text, and they should be numbered consecutively in the order 
they are referred to within the main text.
 
Limitations, drawbacks, and the shortcomings of original articles 
should be mentioned in the Discussion section before the conclu-
sion paragraph.

References

While citing publications, preference should be given to the lat-
est, most up-to-date publications. Authors are responsible for the 
accuracy of references. References should be prepared according 
to Vancouver reference style. If an ahead-of-print publication is cit-
ed, the DOI number should be provided. Journal titles should be 
abbreviated in accordance with the journal abbreviations in Index 
Medicus/ MEDLINE/PubMed. When there are six or fewer authors, 
all authors should be listed. If there are seven or more authors, 
the first six authors should be listed followed by “et al.” In the main 
text of the manuscript, references should be cited using Arabic 
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İçerik
Experimed; İstanbul Üniversitesi Aziz Sancar Deneysel Tıp Araştırma 
Enstitüsü’nün çift-kör hakemli, elektronik, açık erişimli bilimsel yayın 
organıdır. Dergi Nisan, Ağustos ve Aralık aylarında olmak üzere, yılda 
3 sayı olarak yayınlanır. Yayın dili Türkçe ve İngilizce’dir. 

Experimed, temel ve klinik tıp bilimlerinin tüm alanlarında orijinal 
araştırma, olgu sunumu, derleme ve editöre mektup türlerinde ma-
kaleler yayınlamaktadır.

Yayın Politikası
Derginin editöryel ve yayın süreçleri International Committee of Me-
dical Journal Editors (ICMJE), World Association of Medical Editors 
(WAME), Council of Science Editors (CSE), Committee on Publicati-
on Ethics (COPE), European Association of Science Editors (EASE), 
ve National Information Standards Organization (NISO) organi-
zasyonlarının kılavuzlarına uygun olarak biçimlendirilmiştir. Experi-
med’in editöryel ve yayın süreçleri, Principles of Transparency and 
Best Practice in Scholarly Publishing (doaj.org/bestpractice) ilkeleri-
ne uygun olarak yürütülmektedir.

Özgünlük, yüksek bilimsel kalite ve atıf potansiyeli bir makalenin 
yayına kabulü için en önemli kriterlerdir. Gönderilen yazıların daha 
önce başka bir elektronik ya da basılı dergide, kitapta veya farklı 
bir mecrada sunulmamış ya da yayınlanmamış olması gerekir. Daha 
önce başka bir dergiye gönderilen ancak yayına kabul edilmeyen 
yazılar hakkında dergi önceden bilgilendirilmelidir. Bu yazıların eski 
hakem raporlarının Yayın Kuruluna gönderilmesi değerlendirme sü-
resinin hızlanmasını sağlayacaktır. Toplantılarda sunulan çalışmalar 
için, sunum yapılan organizasyonun tam adı, tarihi, şehri ve ülkesi 
belirtilmelidir.

Değerlendirme Süreci
Experimed’e gönderilen tüm makaleler çift-kör hakem değerlendir-
me sürecinden geçmektedir. Tarafsız değerlendirme sürecini sağla-
mak için her makale alanlarında uzman en az iki dış-bağımsız hakem 
tarafından değerlendirilir. Dergi Yayın Kurulu üyeleri tarafından gön-
derilecek makalelerin değerlendirme süreçleri, davet edilecek dış 
bağımsız editörler tarafından yönetilecektir. Bütün makalelerin karar 
verme süreçlerinde nihai karar yetkisi Baş Editör’dedir.

Etik İlkeler
Klinik ve deneysel çalışmalar, ilaç araştırmaları ve bazı olgu sunum-
ları için World Medical Association Declaration of Helsinki “Ethical 
Principles for Medical Research Involving Human Subjects”, (amen-
ded in October 2013, www.wma.net) çerçevesinde hazırlanmış 
Etik Komisyon raporu gerekmektedir. Gerekli görülmesi halinde Etik 
Komisyon raporu veya eşdeğeri olan resmi bir yazı yazarlardan talep 
edilebilir. İnsanlar üzerinde yapılmış deneysel çalışmaların sonuçla-
rını bildiren yazılarda, çalışmanın yapıldığı kişilere uygulanan prose-
dürlerin niteliği tümüyle açıklandıktan sonra, onaylarının alındığına 
ilişkin bir açıklamaya metin içinde yer verilmelidir. Hayvanlar üzerin-
de yapılan çalışmalarda ise ağrı, acı ve rahatsızlık verilmemesi için 
yapılmış olanlar açık olarak makalede belirtilmelidir. Hasta onamları, 
Etik Kurul raporun alındığı kurumun adı, onay belgesinin numara-

sı ve tarihi ana metin dosyasında yer alan Yöntemler başlığı altında 
yazılmalıdır. Hastaların kimliklerinin gizliliğini korumak yazarların so-
rumluluğundadır. Hastaların kimliğini açığa çıkarabilecek fotoğraflar 
için hastadan ya da yasal temsilcilerinden alınan imzalı izinlerin de 
gönderilmesi gereklidir.

Dergiye gönderilen makaleler, hakem değerlendirme sürecinde ya 
da yayına hazırlık aşamasında herhangi bir noktada bir benzerlik 
tespit yazılımı (CrossCheck, iThenticate) tarafından taranmaktadır. 
Cümleler ve ifadeler yazar olarak size ait olsa dahi, metnin daha 
önce yayınlanan verilerle kabul edilemez bir benzerliği olmalıdır.

Başkalarının önceki çalışmalarını (veya kendi çalışmalarınızı) tartışır-
ken, lütfen materyali her durumda doğru bir şekilde alıntıladığınız-
dan emin olunuz.

Yayın Kurulu, dergimize gönderilen çalışmalar hakkındaki intihal, atıf 
manipülasyonu ve veri sahteciliği iddia ve şüpheleri karşısında COPE 
kurallarına uygun olarak hareket edecektir.

Yazarlık
Yazar olarak listelenen herkesin ICMJE (www.icmje.org) tarafından 
önerilen yazarlık kriterlerini karşılaması gerekmektedir. ICMJE, yazar-
ların aşağıdaki 4 kriteri karşılamasını önermektedir:

1.  Çalışmanın konseptine/tasarımına; ya da çalışma için verilerin 
toplanmasına, analiz edilmesine ve yorumlanmasına önemli 
katkı sağlamış olmak; VE

2. Yazı taslağını hazırlamış ya da önemli fikirsel içeriğin eleştirel 
incelemelerini yapmış olmak; VE

3. Yazının yayından önceki son halini gözden geçirmiş ve onayla-
mış olmak; VE

4. Çalışmanın herhangi bir bölümünün geçerliliği ve doğruluğuna 
ilişkin soruların uygun şekilde soruşturulduğunun ve çözümlen-
diğinin garantisini vermek amacıyla çalışmanın her yönünden 
sorumlu olmayı kabul etmek.

Bir yazar, çalışmada katkı sağladığı kısımların sorumluluğunu almasına 
ek olarak, diğer yazarların çalışmanın hangi kısımlarından sorumlu 
olduğunu da teşhis edebilmelidir. Ayrıca, yazarlar birbirlerinin katkı-
larının bütünlüğüne güven duymalılardır.
 
Yazar olarak belirtilen her kişi yazarlığın dört kriterini karşılamalıdır 
ve bu dört kriteri karşılayan her kişi yazar olarak tanımlanmalıdır. 
Dört kriterin hepsini karşılamayan kişilere makalenin başlık sayfasın-
da teşekkür edilmelidir. 

Yazarlık haklarına uygun hareket etmek ve hayalet ya da lütuf ya-
zarlığın önlenmesini sağlamak amacıyla sorumlu yazarlar makale 
yükleme sürecinde http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinden 
erişebilinen Yazar Katkı Formu’nu imzalamalı ve taranmış versiyonu-
nu yazıyla birlikte göndermelidir. Yayın Kurulu’nun gönderilen bir 
makalede “lütuf yazarlık” olduğundan şüphelenmesi durumunda 
söz konusu makale değerlendirme yapılmaksızın reddedilecektir. 
Makale gönderimi kapsamında; sorumlu yazar makale gönderim ve 

YAZARLARA BİLGİ
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değerlendirme süreçleri boyunca yazarlık ile ilgili tüm sorumluluğu 
kabul ettiğini bildiren kısa bir ön yazı göndermelidir. 

Çıkar Çatışması
Experimed; gönderilen makalelerin değerlendirme sürecine da-
hil olan yazarların ve bireylerin, potansiyel çıkar çatışmasına ya da 
önyargıya yol açabilecek finansal, kurumsal ve diğer ilişkiler dahil 
mevcut ya da potansiyel çıkar çatışmalarını beyan etmelerini talep 
ve teşvik eder.

Bir çalışma için bir birey ya da kurumdan alınan her türlü finansal 
destek ya da diğer destekler Yayın Kurulu’na beyan edilmeli ve po-
tansiyel çıkar çatışmalarını beyan etmek amacıyla ICMJE Potansiyel 
Çıkar Çatışmaları Formu katkı sağlayan tüm yazarlar tarafından ayrı 
ayrı doldurulmalıdır. Editörler, yazarlar ve hakemler ile ilgili potansi-
yel çıkar çatışması vakaları derginin Yayın Kurulu tarafından COPE ve 
ICMJE rehberleri kapsamında çözülmektedir.

Derginin Yayın Kurulu, itiraz ve şikayet vakalarını, COPE rehberleri 
kapsamında işleme almaktadır. Yazarlar, itiraz ve şikayetleri için doğ-
rudan Editöryel Ofis ile temasa geçebilirler. İhtiyaç duyulduğunda 
Yayın Kurulu’nun kendi içinde çözemediği konular için tarafsız bir 
temsilci atanmaktadır. İtiraz ve şikayetler için karar verme süreçlerin-
de nihai kararı Baş Editör verecektir.

Telif ve Lisans
Yazarlar Experimed Dergisi'nde, yayınlanan çalışmalarının telif hak-
kına sahiptirler ve çalışmaları   Creative Commons Atıf-GayrıTicari 
4.0 Uluslararası (CC BY-NC 4.0) olarak lisanslıdır. Creative Commons 
Atıf-GayrıTicari 4.0 Uluslararası (CC BY-NC 4.0) lisansı, eserin ticari 
kullanım dışında her boyut ve formatta paylaşılmasına, kopyalan-
masına, çoğaltılmasına ve orijinal esere uygun şekilde atıfta bulun-
mak kaydıyla yeniden düzenleme, dönüştürme ve eserin üzerine 
inşa etme dâhil adapte edilmesine izin verir.

Yazarlar, basılı ya da elektronik formatta yer alan resimler, tablolar 
ya da diğer her türlü içerik dahil daha önce yayınlanmış içeriği kulla-
nırken telif hakkı sahibinden izin almalılardır. Bu konudaki yasal, mali 
ve cezai sorumluluk yazarlara aittir. 

Sorumluluk Reddi
Dergide yayınlanan makalelerde ifade edilen görüşler ve fikirler 
Experimed, Baş Editör, Editörler, Yayın Kurulu ve Yayıncı’nın değil, 
yazar(lar)ın bakış açılarını yansıtır. Baş Editör, Editörler, Yayın Kurulu 
ve Yayıncı bu gibi durumlar için hiçbir sorumluluk ya da yükümlülük 
kabul etmemektedir. Yayınlanan içerik ile ilgili tüm sorumluluk ya-
zarlara aittir.

MAKALE HAZIRLAMA

Makaleler, ICMJE-Recommendations for the Conduct, Reporting, 
Editing and Publication of Scholarly Work in Medical Journals (up-
dated in December 2015 - http://www.icmje. org/icmje-recommen-
dations.pdf) ile uyumlu olarak hazırlanmalıdır. Randomize çalışmalar 
CONSORT, gözlemsel çalışmalar STROBE, tanısal değerli çalışmalar 
STARD, sistematik derleme ve meta-analizler PRISMA, hayvan deneyli 
çalışmalar ARRIVE ve randomize olmayan davranış ve halk sağlığıyla 
ilgili çalışmalar TREND kılavuzlarına uyumlu olmalıdır.

Makaleler sadece http://experimed.istanbul.edu.tr/tr/_ adresinde 
yer alan derginin online makale yükleme ve değerlendirme sistemi 
üzerinden gönderilebilir. Diğer mecralardan gönderilen makaleler 
değerlendirilmeye alınmayacaktır.

Gönderilen makalelerin dergi yazım kurallarına uygunluğu ilk olarak 
Editöryel Ofis tarafından kontrol edilecek, dergi yazım kurallarına 
uygun hazırlanmamış makaleler teknik düzeltme talepleri ile birlikte 
yazarlarına geri gönderilecektir. 

Yazarların; Telif Hakkı Anlaşması Formu, Yazar Katkı Formu ve ICMJE 
Potansiyel Çıkar Çatışmaları Formu’nu (bu form, tüm yazarlar tarafın-
dan doldurulmalıdır) ilk gönderim sırasında online makale sistemine 
yüklemeleri gerekmektedir. Bu formlara http://experimed.istanbul.
edu.tr/tr/_ adresinden erişilebilmektedir.

Başlık sayfası: Gönderilen tüm makalelerle birlikte ayrı bir başlık 
sayfası da gönderilmelidir. Bu sayfa;

- Makalenin başlığını ve 50 karakteri geçmeyen kısa başlığını,
- Yazarların isimlerini, kurumlarını, ORCID numaralarını ve eğitim 

derecelerini,
- Finansal destek bilgisi ve diğer destek kaynakları hakkında de-

taylı bilgiyi,
- Sorumlu yazarın ismi, adresi, telefonu (cep telefonu dahil ve 

e-posta adresini,
- Makale hazırlama sürecine katkıda bulunan ama yazarlık kriter-

lerini karşılamayan bireylerle ilgili bilgileri içermelidir.

Özet: Editöre Mektup türündeki yazılar dışında kalan tüm makale-
lerin Türkçe ve İngilizce özetleri olmalıdır. rijinal Araştırma makalele-
rinin özetleri “Amaç”, “Gereç ve Yöntem”, “Bulgular” ve “Sonuç” alt 
başlıklarını içerecek biçimde hazırlanmalıdır. 

Anahtar Sözcükler: Tüm makaleler en az 3 en fazla 6 anahtar keli-
meyle birlikte gönderilmeli, anahtar sözcükler özetin hemen altına 
yazılmalıdır. Kısaltmalar anahtar sözcük olarak kullanılmamalıdır. Anah-
tar sözcükler National Library of Medicine (NLM) tarafından hazırla-
nan Medical Subject Headings (MeSH) veritabanından seçilmelidir.

Makale Türleri
Orijinal Araştırma: Ana metin “Giriş”, “Gereç ve Yöntem”, “Bulgular” 
ve “Tartışma” alt başlıklarını içermelidir. Özgün Araştırmalarla ilgili kı-
sıtlamalar için lütfen Tablo 1’i inceleyiniz.

Sonucu desteklemek için istatiksel analiz genellikle gereklidir. İstatis-
tiksel analiz, tıbbi dergilerdeki istatistik verilerini bildirme kurallarına 
göre yapılmalıdır (Altman DG, Gore SM, Gardner MJ, Pocock SJ. 
Statistical guidelines for contributors to medical journals. Br Med J 
1983: 7; 1489-93). İstatiksel analiz ile ilgili bilgi, Yöntemler bölümü 
içinde ayrı bir alt başlık olarak yazılmalı ve kullanılan yazılım kesin-
likle tanımlanmalıdır.

Birimler, uluslararası birim sistemi olan International System of Units 
(SI)’a uygun olarak hazırlanmadır.

Editöryel Yorum: Dergide yayınlanan bir araştırmanın, o konunun 
uzmanı olan veya üst düzeyde değerlendirme yapan bir hakemi ta-
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rafından kısaca yorumlanması amacını taşımaktadır. Yazarları, dergi 
tarafından seçilip davet edilir. Özet, anahtar sözcük, tablo, şekil, 
resim ve diğer görseller kullanılmaz. 

Derleme: Yazının konusunda birikimi olan ve bu birikimleri uluslara-
rası literatüre yayın ve atıf sayısı olarak yansımış uzmanlar tarafından 
hazırlanmış yazılar değerlendirmeye alınır. Yazarları dergi tarafından 
da davet edilebilir. Bir bilgi ya da konunun klinikte kullanılması için 
vardığı son düzeyi anlatan, tartışan, değerlendiren ve gelecekte ya-
pılacak olan çalışmalara yön veren bir formatta hazırlanmalıdır. Ana 
metin “Giriş”, “Klinik ve Araştırma Etkileri” ve “Sonuç” bölümlerini 
içermelidir. Derleme türündeki yazılarla ilgili kısıtlamalar için lütfen 
Tablo 1’i inceleyiniz.

Olgu Sunumu: Olgu sunumları için sınırlı sayıda yer ayrılmakta ve 
sadece ender görülen, tanı ve tedavisi güç olan hastalıklarla ilgili, 
yeni bir yöntem öneren, kitaplarda yer verilmeyen bilgileri yansıtan, 
ilgi çekici ve öğretici özelliği olan olgular yayına kabul edilmektedir. 
Ana metin; “Giriş”, “Olgu Sunumu”, “Tartışma” ve “Sonuç” alt başlık-
larını içermelidir. Olgu Sunumlarıyla ilgili kısıtlamalar için lütfen Tablo 
1’i inceleyiniz.

Editöre Mektup: Dergide daha önce yayınlanan bir yazının önemini, 
gözden kaçan bir ayrıntısını ya da eksik kısımlarını tartışabilir. Ay-
rıca derginin kapsamına giren alanlarda okurların ilgisini çekebile-
cek konular ve özellikle eğitici olgular hakkında da Editöre Mektup 
formatında yazılar yayınlanabilir. Okuyucular da yayınlanan yazılar 
hakkında yorum içeren Editöre Mektup formatında yazılarını suna-
bilirler. Özet, anahtar sözcük, tablo, şekil, resim ve diğer görseller 
kullanılmaz. Ana metin alt başlıksız olmalıdır. Hakkında mektup yazı-
lan yayına ait cilt, yıl, sayı, sayfa numaraları, yazı başlığı ve yazarların 
adları açık bir şekilde belirtilmeli, kaynak listesinde yazılmalı ve me-
tin içinde atıfta bulunulmalıdır.

Tablolar
Tablolar ana dosyaya eklenmeli, kaynak listesi sonrasında sunulmalı, 
ana metin içerisindeki geçiş sıralarına uygun olarak numaralandırıl-
madır. Tabloların üzerinde tanımlayıcı bir başlık yer almalı ve tablo 
içerisinde geçen kısaltmaların açılımları tablo altına tanımlanmalıdır. 
Tablolar Microsoft Office Word dosyası içinde “Tablo Ekle” komutu 
kullanılarak hazırlanmalı ve kolay okunabilir şekilde düzenlenmeli-
dir. Tablolarda sunulan veriler ana metinde sunulan verilerin tekrarı 
olmamalı; ana metindeki verileri destekleyici nitelikte olmalılardır.

Resim ve Resim Altyazıları
Resimler, grafikler ve fotoğraflar (TIFF ya da JPEG formatında) ayrı 

dosyalar halinde sisteme yüklenmelidir. Görseller bir Word dosyası 
dokümanı ya da ana doküman içerisinde sunulmamalıdır. Alt birim-
lere ayrılan görseller olduğunda, alt birimler tek bir görsel içerisinde 
verilmemelidir. Her bir alt birim sisteme ayrı bir dosya olarak yüklen-
melidir. Resimler alt birimleri belli etme amacıyla etiketlenmemelidir 
(a, b, c vb.). Resimlerde altyazıları desteklemek için kalın ve ince 
oklar, ok başları, yıldızlar, asteriksler ve benzer işaretler kullanılabilir. 
Makalenin geri kalanında olduğu gibi resimler de kör olmalıdır. Bu 
sebeple, resimlerde yer alan kişi ve kurum bilgileri de körleştirilmeli-
dir. Görsellerin minimum çözünürlüğü 300DPI olmalıdır. Değerlendir-
me sürecindeki aksaklıkları önlemek için gönderilen bütün görselle-
rin çözünürlüğü net ve boyutu büyük (minimum boyutlar 100x100 
mm) olmalıdır. Resim altyazıları ana metnin sonunda yer almalıdır.

Makale içerisinde geçen tüm kısaltmalar, ana metin ve özette ayrı 
ayrı olmak üzere ilk kez kullanıldıkları yerde tanımlanarak kısaltma 
tanımın ardından parantez içerisinde verilmelidir.

Ana metin içerisinde cihaz, yazılım, ilaç vb. ürünlerden bahsedildi-
ğinde ürünün ismi, üreticisi, üretildiği şehir ve ülke bilgisini içeren 
ürün bilgisi parantez içinde verilmelidir; “Discovery St PET/CT scan-
ner (General Electric, Milwaukee, WI, USA)”.

Tüm kaynaklar, tablolar ve resimlere ana metin içinde uygun olan 
yerlerde sırayla numara verilerek atıf yapılmalıdır.

Özgün araştırmaların kısıtlamaları, engelleri ve yetersizliklerinden 
Sonuç paragrafı öncesi “Tartışma” bölümünde bahsedilmelidir.

Kaynaklar
Atıf yapılırken en son ve en güncel yayınlar tercih edilmelidir. Kay-
nakların doğruluğundan yazarlar sorumludur. Kaynaklar Vancouver 
referans stiline uygun olarak hazırlanmalıdır. Atıf yapılan erken 
çevrimiçi makalelerin DOI numaraları mutlaka sağlanmalıdır. Dergi 
isimleri Index Medicus/Medline/PubMed’de yer alan dergi kısaltma-
ları ile uyumlu olarak kısaltılmalıdır. Altı ya da daha az yazar oldu-
ğunda tüm yazar isimleri listelenmelidir. Eğer 7 ya da daha fazla 
yazar varsa ilk 6 yazar yazıldıktan sonra “et al” konulmalıdır. Ana 
metinde kaynaklara atıf yapılırken parantez içinde Arabik numa-
ralar kullanılmalıdır. Farklı yayın türleri için kaynak stilleri aşağıdaki 
örneklerde sunulmuştur:

Dergi makalesi: Blasco V, Colavolpe JC, Antonini F, Zieleskiewicz L, 
Nafati C, Albanèse J, et al. Long-term outcome in kidney recipients 
from donors treated with hydroxyethylstarch 130/0.4 and hydrox-
yethylstarch 200/0.6. Br J Anaesth 2015; 115: 797-8. 

Tablo 1. Makale türleri için kısıtlamalar

Makale türü Sözcük limiti Özet sözcük limiti Kaynak limiti Tablo limiti Resim limiti

Özgün Araştırma 3500 200 (Alt başlıklı) 30 6 7 ya da toplamda 15 resim

Derleme 5000 200 50 6 10 ya da toplamda 20 resim

Olgu Sunumu 1000 200 15 Tablo yok 10 ya da toplamda 20 resim

Editöre Mektup 500 Uygulanamaz 5 Tablo yok Resim yok
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Kitap bölümü: Sherry S. Detection of thrombi. In: Strauss HE, Pitt 
B, James AE, editors. Cardiovascular Medicine. St Louis: Mosby; 
1974.p.273-85.

Tek yazarlı kitap: Cohn PF. Silent myocardial ischemia and infarcti-
on. 3rd ed. New York: Marcel Dekker; 1993. 

Yazar olarak editör(ler): Norman IJ, Redfern SJ, editors. Mental he-
alth care for elderly people. New York: Churchill Livingstone; 1996. 

Toplantıda sunulan yazı: Bengisson S. Sothemin BG. Enforcement 
of data protection, privacy and security in medical informatics. In: 
Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDINFO 92. 
Proceedings of the 7th World Congress on Medical Informatics; 
1992 Sept 6-10; Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland; 
1992.p.1561-5. 

Bilimsel veya teknik rapor: Smith P. Golladay K. Payment for du-
rable medical equipment billed during skilled nursing facility stays. 
Final report. Dallas (TX) Dept. of Health and Human Services (US). 
Office of Evaluation and Inspections: 1994 Oct. Report No: HHSI-
GOE 169200860.

Tez: Kaplan SI. Post-hospital home health care: the elderly access 
and utilization (dissertation). St. Louis (MO): Washington Univ. 
1995. 

Yayına kabul edilmiş ancak henüz basılmamış yazılar: Leshner AI. 
Molecular mechanisms of cocaine addiction. N Engl J Med In press 
1997.

Erken Çevrimiçi Yayın: Aksu HU, Ertürk M, Gül M, Uslu N. Succes-
sful treatment of a patient with pulmonary embolism and biatri-
al thrombus. Anadolu Kardiyol Derg 2012 Dec 26. doi: 10.5152/
akd.2013.062. [Epub ahead of print]

Elektronik formatta yayınlanan yazı: Morse SS. Factors in the emer-
gence of infectious diseases. Emerg Infect Dis (serial online) 1995 
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REVİZYONLAR
Yazarlar makalelerinin revizyon dosyalarını gönderirken, ana metin 
üzerinde yaptıkları değişiklikleri işaretlemeli, ek olarak, hakemler 
tarafından öne sürülen önerilerle ilgili notlarını “Hakemlere Cevap” 
dosyasında göndermelidir. Hakemlere Cevap dosyasında her hake-
min yorumunun ardından yazarın cevabı gelmeli ve değişikliklerin 
yapıldığı satır numaraları da ayrıca belirtilmelidir. Revize makaleler 
karar mektubunu takip eden 30 gün içerisinde dergiye gönderil-
melidir. Makalenin revize versiyonu belirtilen süre içerisinde yüklen-
mezse, revizyon seçeneği iptal olabilir. Yazarların revizyon için ek 
süreye ihtiyaç duymaları durumunda uzatma taleplerini ilk 30 gün 
sona ermeden dergiye iletmeleri gerekmektedir.

Yayına kabul edilen makaleler dil bilgisi, noktalama ve biçim açısın-
dan kontrol edilir. Yayın süreci tamamlanan makaleler, yayın planına 
dahil edildikleri sayıyla birlikte yayınlanmadan önce erken çevrimiçi 
formatında dergi web sitesinde yayına alınır. Kabul edilen makale-
lerin baskıya hazır PDF dosyaları sorumlu yazarlara iletilir ve yayın 
onaylarının 2 gün içerisinde dergiye iletilmesi istenir.
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