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Bor drlinleri saglik alaninda uzun yillardir kullaniimaktadir. Medikal anlamda ilk kez kanser
tedavisinde kullanilan bor Grtnleri yillar iginde kardiyovaskiler saglik, kemik sagligi, yara
iyilesmesi ve immiin sistem Uizerine olan olumlu etkileri sebebiyle medikal tedavilerde yerini
almistir. Boronik asitler ise son zamanlarda medikal arastirmalarda oldukga popliler olarak
incelenen bir bor bileseni grubudur. Boronik asitler 100 yildan daha uzun bir stredir sahip
olduklari anti mikrobiyal etki ile biliniyorlardi. Ancak son zamanlarda yapilan galismalar
boronik asitlerin sadece antimikrobiyal etkiye degil ayni zamanda anti enflamatuvar
etkiye sahip olduklarini gostermistir. Bu etkileriyle bircok enflamatuvar hastalikta
kullanilabilirler. Karaciger hasari da enflamasyonun gorildigi hastaliklardan biridir. Son
yillarda, kanser, kemoterapiler, antiviral ilaglarin kullanimi, artan hepatik steatoz ve yanlis
bitkisel takviyelerin kullanimi sebebiyle karaciger hasari insidansi artmistir. Bu sebeple
karaciger hasarinin tedavi edilmesi gliniimiizde artik daha blylk énem arz etmektedir. Bu
calismada bir boronik asit tiirevi olan 4-hidroksi fenilboronik asidin lipopolisakkarit (LPS)
ile indiiklenmis karaciger hasarindaki roli incelenmistir. Sonuglara bakildiginda 4 hidroksi
fenilboronik asit tedavisinin artmis olan sitokin seviyelerini dislirdiginu gézlemlenmistir.
Bu sonuglara dayanarak 4-hidroksi fenilboronik asidin karaciger hasarini tedavi etme
potansiyeline sahip bir ajan olabilecegi gosterilmistir.

Investigation of possible protective effects of 4-hydroxy phenylboronic acid
on lipopolysaccharide-induced liver injury
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Boron products have been used in the field of health for many years. Boron products, which
were used in the treatment of cancer for the first time in the medical field, have taken their
place in medical treatments over the years due to their positive effects on cardiovascular
health, bone health, wound healing and immune system. Boronic acids are a group of
boron compounds that have recently been studied very popularly in medical research.
Boronic acids have been known for their anti-microbial effect for more than 100 years.
However, recent studies have shown that boronic acids have not only an antimicrobial
effect, but also a strong anti-inflammatory effect. With these effects, they can be used in
many inflammatory diseases. Liver injury is one of the diseases in which inflammation is
seen. In recent years, the incidence of liver injury have increased extremely due to cancer,
chemotherapies, use of antiviral drugs, increased hepatic steatosis and the use of wrong
herbal supplements. For this reason, the treatment of liver damage is of greater importance
today. In this study, the role of 4-hydroxy phenylboronic acid, a derivative of boronic acid, in
lipopolysaccharide (LPS)-induced liver injury was examined. Looking at the results, it was
observed that the 4-hydroxy phenylboronic acid treatment reduces the increased cytokine
levels. Based on these results, it was shown that 4-hydroxy phenylboronic acid can be an
agent with potential to treat liver injury.

1. Giris (Introduction)

Bor, dogada oksijen ile bilesik yapmis olarak bulunan,
nonmetal bir eser elementtir [1]. Periyodik tablodaki
komsusu karbonun son iki yGzyildir genis capta in-

celenmesine ragmen, bor kimyasi ile ilgili calismalar
karbon kimyasina kiyasla nispeten yenidir. Bununla
birlikte, kendi bagina yapi tasi olarak olduk¢a zengin-
dir [2,3]. Borun organizmalarda yagsam doéngisinin
tamamlanmasi icin gerekli oldugu goésterilmistir. Bitki-
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lerde blylme, ciceklenme, tozlagsma ve tohum olusu-
mu icin gerekli oldugu gosterilmis olmakla beraber bor,
bitkilerde hucre duvari sertligi saglamak igin gerekli
molekuller arasinda capraz baglar olusturur. Borun
insanlar igin gerekli oldugu gosterilmemistir [4]. Artan
sayida hicre kilttrd, hayvan ve insan galismalari, be-
sin ile alinan miktarlardaki borunun sagliga yararl etki-
leri oldugunu gdstermektedir ve bor insan viicudunda
genellikle 18 mg’i asmayacak kadar az miktarda bulu-
nur [5,6].

Bor ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde, bor ve
bor bilesiklerinin kemik sagligi Uzerine ve kirik iyiles-
mesi Uzerine olumlu etkileri oldugu; yara iyilesme-
si Uzerine olumlu etkileri oldugu, kanser tedavisinde
kullanildi§i, immdaniteyi destekleyici etkileri oldugu,
kardiyovaskiler saglik tzerine olumlu etkileri oldugu
ve anti enflamatuvar etkisi oldugu gérulmustar [7-12].
Borik asit veya borat olarak borun cis-hidroksil grupla-
ri, 6zellikle riboz iceren biyolojik olarak énemli birkag
sekerle ester kompleksleri olusturur. Sonug olarak,
S-adenosilmetiyonin, diadenozin fosfat, NAD* ve NAD*
metaboliti olan siklik ADP riboz (cADPR) gibi riboz ige-
ren biyokimyasal varliklarin islevi bor tarafindan degis-
tirilebilir. Bu da borunun faydali bir sekilde iliskilendiril-
digi kemik olusumu ve Kirik iyilesimi, immdinite Gzerine
olan etkileri, anti enflamatuvar ve antioksidan etkileri
ve kardiyovaskuler saglik ile iligkilendirilmistir [13].

Yeni biyolojik aktivitelerde kolaylastirici olarak deger-
lendirilebilecek potansiyele sahip olmasi nedeniyle bor
farmasotik ilag tasariminda kullaniimistir. Bor iceren
biyoaktif molekdller iki tiptir; bir tip tek bor atomu ice-
rirken digeri tip ise bor kimesi seklindedir. Fizyolojik
kosullar altinda kullanildiginda bor, trigonal duzlem-
sel bir formdan, yani nétr bir formdan, anyonik forma
aninda doénusebilme 6zelligine sahiptir. Bu da enzim
katalizli hidrolitik islem inhibitérleri tasarlamak igin
bor kullanmanin temelini saglamistir [14-16]. Borun
medikal alanda kullaniminda ¢idir agcan olay kanser
tedavisi icin bor noétron yakalama terapisinin (BNCT)
kullaniimasidir [17,18]. Son gelismelerle birlikte bor
molekullerinin ve komplekslerinin anti kanser aktivite-
si, anti-HIV aktivitesi, anti-romatoid artrit aktivitesi ve
protein-biyomolekdler etkilesimlerin arastiriimasi dahil
olmak lizere yeni biyolojik aktiviteleri ortaya ¢ikariimis-
tir [19-21].

Gunumulzde en ¢ok incelenen bor bilesiklerinden biri
de boronik asitlerdir. Boronik asit stabil, genellikle tok-
sik olmayan ve kolayca sentezlenen bir bor bileseni
grubudur. Bu kimyasal 6zelliklerinden dolayi, Suzu-
ki-Miyaura reaksiyonu, asit katalizi, hidroborasyon,
amino asitlerin asimetrik sentezi gibi metal katalizli
islemler dahil olmak Uzere birgok kimyasal ve biyo-
lojik reaksiyonda kullanilabilir [22,23]. Boronik asitler
ilaglarda kullanildiklarinda ¢ogunlukla aril formunda
bulunmasinin yani sira piridinil, pirolil ve indolil tirev-
lerde de bulunabilir [24].

Literatur bilgilerine bakildi§i zaman boronik asitlerin
sentetik organik kimyada, biyo-organik kimya alaninda

ve Ozellikle medikal alanda ¢ok énemli roller Ustlen-
digi gorulmektedir. Biyo-aktif molekdllerin sentezinde
ve boronik asitlerin kendilerinin farmasoétik ajan olarak
kullanilabilmeleri bu ilgiyi arttirmaktadir. Boronik asit
iceren molekuller HIV tedavisi de dahil olmak Uzere
obezite, diyabet ve kanser tedavisine kadar gibi bir-
¢ok biyomedikal uygulamalarda da kullaniimaktadir
[25]. Literatlirde ilk kez Michaelis ve Becker’in fenil-
boronik asitlerin mikroorganizmalara karsi etkili ol-
dugunu yuz yildan fazla bir siire énce tespit edilmis
olmakla birlikte boronik asitlerin p-laktamaz inhibitér-
leri olarak hareket edebilecegine dair ilk rapor, Oxford
Universitesi'nden bir arastirma grubu tarafindan borat
iyonlarinin B-laktamaz I'i inhibe ettigini fark etmeleri
sonucu yapilmistir [26]. Yapilan baska bir calismada
ise P. aeruginosa tarafindan Uretilen gesitli virtlan fak-
torler Gzerine boronik asit molekullerinin inhibisyon
etkisi gosterilmistir [27]. Bir boronik asit tlrevi olan
Bortezomib’le yapilan calismada EBV enfeksiyona
bagli artan karaciger hasarinin azaldigi ve sitokin se-
viyelerini anlamli derecede dusirdugu tespit edilmistir
[28]. Yakin zamanda yapilmis bir in vitro ¢alismada
ise Bortezomib’in H22 fare hepatokarsinom hticrelerin
Uzerine olan anti kanser etkisi timor modeli galismasi
ile ispatlanmistir [29]. iigi geken bagka bir galismada
ise lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulan periodontit
modelinde bir boronik asit tlrevi olan bortezomib et-
kili bir sekilde iyilestirici etki gostermis olup LPS ile
artan sitokin seviyelerini NF-kB yolagini bloke ederek
ve MAPK/AP-1 sinyal yolaginin aktivasyonunu inhibe
ederek 6nemli miktarda disirmusttr [30]. Boronik asit
tirevleri ile yapilan baska bir calismada ise yapilan
boronik asit tedavisinin IL-13 seviyesini azalttigini ve
TLR4 yolagini inhibe ettigi gosterilmistir [31]. Yapilan
bir deneysel sepsis ¢alismasinda bortezomibin sitokin
salinimini dnleyerek yararh etkiler gosterdigi ortaya
konmustur [32].

Karaciger hasari son yillarda oldukga artmis ve bu-
nun birgok sebebi bulunmaktadir. Ancak neden ne
olursa olsun sonug¢ olarak karaciger hucrelerinde-
ki sitokin salinim artisinin karaciger hasarina neden
oldugu unutulmamahdir [33]. iginde bulundugumuz
COVID-19 pandemisi nedeniyle kullandigimiz antiviral
ajanlar olan remdesivir, lopinavir, ritonavir, favipiravir,
triazavirin ve umifenovir nedeniyle, bunun yani sira
pandemide yine sik olarak kullanilan azitromisin ve
seftriakson, COVID-19 pandemisinin basinda oldukga
populer olarak kullanilan ancak daha sonra yaptigi ad-
vers olaylar sebebiyle tedavi protokoliinden kaldirilan
hidroksiklorokin, immunmodulatér ajanlardan tosilizu-
mab, anakinra ve deksametazon, bilingsizce kullanilan
vitaminler ve dogal Urln destekleri ne yazik ki hepatik
hasari son derece arttirmistir [34,35]. GUnimdzin en
blylk saglik problemlerinin basinda gelen kanser ile
birlikte hepatik hasar insidansi hem kanserin kendisi-
nin direkt karaciger hasari yapabilmesiyle ve kemote-
rapi sonucunda olugabilen toksisite nedeniyle oldukca
artmis bulunmaktadir [36,37]. GUnUmUz ¢aginin sag-
lik problemlerinden biri haline gelmis olan obezite de
oldukga ciddi bir karaciger hasari sebebidir. Obezite
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sebebiyle olusan hepatik steatozis sebebiyle olusan
karaciger hasari yaninda, diger komplikasyonlarindan
dolayi gelisen hasarlar ve obezite icin kullanilan ilag-
larin kendilerinin yaptiklari hepatotoksisite nedeniyle
hepatik hasar insidansi ginimizde oldukc¢a artmistir
[38-40]. Karaciger hasarinin édnlenmesi ve tedavisi bu-
yuk 6nem arz etmektedir. Karaciger fonksiyonlarini ye-
rine getirebilecek herhangi bir diyaliz benzeri tedavinin
henlz gelistiriimekten ¢ok uzak olunmasi ve ilerleyen
karaciger hasarlarindan dolayi karaciger nakli gereken
durumlar gibi sebepler oldukg¢a buyuk saglik problem-
lerine ve saglik ekonomisi yukune yol agmaktadir.

Calismada kullanilan 4-hidroksi fenilboronik asidin me-
dikal kullanimiyla alakal ¢ok az yayin olmakla birlikte
yukarida bahsedilen ve ayni grupta yer aldigi boronik
asitler gibi davranmasi muhtemeldir. Clink(i ayni grup-
ta yer alan molekiillerin farmakolojik 6zellikleri de birbi-
rine yakin olmakla beraber ¢ok az da olsa kendilerine
has 6zellikler gosterebilmektedirler. Ayrica 4-hidroksi
fenilboronik asidin anti enflamatuvar 6zelliginin olup
olmadigina dair bir literatir kaynaginin bulunmamasi,
bu makalenin literatiire bu bilgiyi dahil edebilme po-
tansiyeli nedeniyle olduk¢ca 6nem arz etmektedir. TUm
bu bilgiler 1s1ginda LPS ile indUklenmis artan enflama-
tuvar sitokin ve buna bagli olusan karaciger hasarin-
da bir boronik asit tlirevi olan 4-hidroksi fenilboronik
asidin etkisini in-vitro olarak sitokin seviyeleri ve hlcre
canlilik testleri ile gosterilecektir.

2. Malzemeler ve Yontemler (Materials and Methods)

2.1. Kimyasallar, Reaktifler ve Kitler (Chemicals, Re-
agents and Kits)

Fenol ekstraksiyonu ile saflastiriimis LPS L2880 Sig-
ma-Aldrich Lipopolysaccharides from Escherichia coli
055:B5 Merck-Industrial&Lab Chemicals’tan alindi.
4-hidroksi fenilboronik asit ise Ulusal Bor Arastirma
Enstitisi  (TENMAK BOREN) tarafindan saglan-
di. Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle medyumu
(DMEM), huicre kulttri ortami ve fetal sigir serumu ve
penisilin/streptomisin gibi reaktifler Gibco'dan (Invitro-
gen Inc., Grand Island, New York, ABD) elde alindi.
MTT hiicre proliferasyon kiti Roche’tan (Basel, isvigre)
temin edildi. ELISA kitleri Bioassay Technology Labo-
ratory BT Lab’dan (Birmingham, ingiltere) temin edildi.
AST ve ALT kitleri Roche Diagnostics’ten temin edildi.

2.2. Hiicre Kiiltiirii ve LPS Uygulamasi (Cell Culture
and LPS Administration)

American Type Culture Collection (ATCC, USA)'dan
temin edilen BRL 3A hucre hatti sivi azot tankindan
cikarilarak %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin iceren
DMEM hiicre vasati bulunan 75 cm? flaska ekildi ve
37°C'te, %90 nemlilikte %5 CO,'li etuvde inklbe edil-
di. Hucreler art arda pasajlandi. lkinci pasajdan sonra
hucre sayimi yapilarak 48 kuyucuklu plakanin her ku-
yucuguna (2x10° hiicre/kuyucuk) hiicre ekimi yapildi.
Hucreler yaklagik %80 oraninda konflue olduklari za-
man adhezyon igin 24 saat inkibe edildi. Daha son-

rasinda hucreler 10 ug/ml LPS ile 12 saat muamele
edildi [41,42]. LPS verilisinden 1 saat sonra 4-hidroksi
fenilboronik asit tedavileri verildi [43]. Tedavi grupla-
rinda kullanilacak olan 4-hidroksi fenilboronik asit
(40HFBA) dozlari sirasiyla 31,25uM, 62,5uM, 125uM
ve 250uM olarak belirlendi.

2.3. Deney Gruplari (Experimental Groups)
Hucreler asagida tarif edildigi sekilde alti gruba ayrildi:

« Saglikh grup: LPS uygulanmamigs ve 40HFBA teda-
visi almamig olan grup.

* LPS grubu: 10pug/ml LPS ile 12 saat islem gormis
ancak 40HFBA tedavisi almamis olan grup.

e LPS+31,25uM 40HFBA grubu: 10 ug/ml LPS ile 12
saat muamele edilmis ve 31,25uM 40OHFBA tedavisi
almis olan grup.

* LPS+62,5uM 40HFBA grubu: 10pug/ml LPS ile 12
saat muamele edilmis ve 62,5uM 40HFBA tedavisi
almis olan grup.

e LPS+125uM 40OHFBA grubu: 10ug/ml LPS ile 12
saat muamele edilmis ve 125uM 40OHFBA tedavisi
almis olan grup.

* LPS+250uM 40OHFBA grubu: 10ug/ml LPS ile 12
saat muamele edilmis ve 250uM 40OHFBA tedavisi
almis olan grup.

2.4. MTT Analizi (MTT Assay)

American Type Culture Collection (ATCC, USA)'dan
temin edilen BRL 3A hucre hatti pasajlama ve sayim
islemlerinden sonra 3 ayri 96 kuyucuklu plakanin her
kuyucuguna (5%10* hicre/kuyucuk) hiicre ekimi ya-
pildi ve ardindan hucreler 10 yg/ml LPS’ye maruz
birakildi. LPS uygulaniminin 1 saat sonrasinda fark-
[ konsantrasyonlarda (31,25uM, 62,5uM, 125uM ve
250uM) 4-hidroksi fenilboronik asit tedavisi uygulandi.
40HFBANnIn LPS’ye karsi hem hicre proliferasyonu
hem de canlihdi Uzerindeki etkisini incelemek icin hiic-
reler 24, 48 ve 72 saat boyunca 3 farkl stire¢ boyun-
ca inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan her bir ku-
yucug@a 20 pl metiltiazol tetrazolyum (MTT) solisyonu
(5 mg/ml) eklendi ve hiicreler 4 saat 37°C'de inkibe
edildi. Daha sonra, formazan kristallerini gézmek igin
DMSO eklendi ve hicre canhhigi, 550 nm dalga bo-
yunda (Epoch Mikroplaka Spektrofotometresi, BioTek,
ABD) absorbans olgiilerek belirlendi [44].

2.5. ELISA Olgiimleri (ELISA Assay)

Hucre hatlarindan toplanan ornekler kit manualinde
yer alan hicre kultiri stpernatanti ile 6lgim proto-
koliine uygun olarak 2-8°C’de 3000 rpm'de 20 dakika
santrifijlendi ve sonrasinda elde edilen sipernatant-
lardan IL-1B, IL-6 ve TNF-a seviyeleri ELISA ydntemi
ile Epoch Spectrophotometer System and Take3 Plate
(BioTek) cihazinda dl¢lldl. Standart bir edri cizildi ve
standartlarin absorbansindan bir denklem elde edildi.
Dogrusal IL-1B3, IL-6 ve TNF-a konsantrasyonlari bu
denkleme gdre hesaplandi ve pg/ml cinsinden ifade
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edildi [45]. ELISA proseduru kit protokoliinde anlatilan
basamaklara uygun olarak yapildi.

2.6. AST ve ALT Olgiimleri (AST and ALT Assay)

Hucre slpernatanlarindaki ALT ve AST aktivite sevi-
yeleri ticari kit protokol uygulanarak belirlendi. Absor-
banslar bir mikroplaka okuyucu kullanilarak élgildi ve
AST ve ALT aktiviteleri litre bagina birim (U/L™") olarak
ifade edildi.

2.7. Istatistiksel Analizler (Statistical Analysis)

Degiskenlerin dagiliminin  normalligi  Shapiro-Wilk
Testi ile belirlendi. ELISA 6lgiim sonuglari ve AST ve
ALT d&lgim sonuglari normal dagilim gdsterdiginden
gruplarin karsilastirmalari One Way ANOVA Post Hoc
Duncan testi ile analiz edildi. Tim istatistiksel analizler
icin Windows igin SPSS-20 (IBM Corp., NY, Armonk,
ABD) kullanildi. 0,05'ten kuglk P degerleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. MTT 6lgim sonuglarinin
dagilim normalligi Shapiro-Wilk Testi ile belirlendi. One
Way ANOVA Post Hoc Tukey testi ile analiz edildi. Tim
istatistiksel analizler igin Windows igin SPSS-20 (IBM
Corp., NY, Armonk, ABD) kullanildi. 0,05'ten kiigik P
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi [46].

3. Sonuglar ve Tartisma (Results and Discussion)
3.1. MTT Analizi (MTT Assay)

24. saat MTT sonuglari incelendiginde LPS grubunda-
ki hiicre canlilik yizdesinin saglikh gruba gére anlamli
sekilde dustaga gézlemlenmistir (p<0,001). LPS uygu-
lanmis ve 31,25uM, 62,5uM, 125uM, 250uM 40HFBA
tedavisi almis gruplarin LPS grubuna kiyasla hicrele-
rin canlilik yizdesinin anlamli derecede ylUksek oldugu
tespit edilmistir (p<0,001). LPS grubuna kiyasla tedavi
alan gruplar incelendiginde 62,5uM+40OHFBA grubun-
daki canlilik ylzdesinin diger gruplara gére anlamli de-
recede yuksek oldugu ve saglikli gruba en yakin grup

150+
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Canhlik Yizdesi

YIRS |

-

3 48. saat MTT

oldugu belirlenmistir (p<0,001) (Sekil 1).

48. saat MTT sonuglari incelendiginde LPS grubunda-
ki hGicre canlilik yuzdesinin saglikli gruba gore anlamli
sekilde dustigu goézlemlenmistir (p<0,001). 31,25uM,
62,5uM, 125uM ve 250uM 40OHFBA tedavi gruplari-
nin LPS grubuna kiyasla hicrelerin canlilik ylzdesi-
nin anlaml derecede ylksek oldugu tespit edilmistir
(p<0,001). LPS grubuna kiyasla tedavi alan gruplar
incelendiginde 62,5uM+40OHFBA grubundaki canlilik
yuzdesinin diger gruplara gére anlamli derecede yuk-
sek oldugu ve saglikli gruba en yakin grup oldugu be-
lirlenmistir (p<0,001) (Sekil 1).

72. saat MTT sonuglari incelendiginde LPS grubunda-
ki htcre canlilik ylizdesinin saglikh gruba gére anlamli
sekilde dustigu goézlemlenmistir (p<0,001). 31,25uM,
62,5uM, 125uM ve 250uM 40OHFBA tedavi gruplari-
nin LPS grubuna kiyasla hlcrelerin canlilik ytzdesi-
nin anlaml derecede yuksek oldugu tespit edilmistir
(p<0,001). LPS grubuna kiyasla tedavi alan gruplar
incelendiginde 62,5uM+40OHFBA grubundaki canlilik
yuzdesinin diger gruplara gére anlamli derecede yUk-
sek oldugu ve saglikli gruba en yakin grup oldugu be-
lirlenmistir (p<0,001) (Sekil 1).

3.2. ELISA Sonuclari (ELISA Results)

IL-1B seviyeleri incelendiginde LPS grubundaki sitokin
seviyesinin saglikli gruba gére anlaml sekilde arttigi
gOrulmastir (p<0,05). 31,25uM, 62,5uM, 125uM ve
250uM 40HFBA tedavisi alan gruplarda IL-1(3 seviye-
lerinin LPS grubuna goére anlaml derecede azaldigi
g6zlemlenmistir (p<0,05). 62,5uM+40OHFBA grubunda
bu azalmanin ¢ok daha fazla oldugu ve saglikli gruba
en yakin olan grup oldugunu gorilmektedir (p<0,05).
31,25uM, 125uM ve 250uM 40HFBA tedavisi alan
gruplarda IL-18 seviyelerinin LPS grubuna gére dus-
mus oldugu gézlemlenmis olsa da 62,5uM+40OHFBA
grubuna gore sitokin seviyelerindeki distis daha az
olmustur (p<0,05) (Sekil 2).
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Sekil 1. 24., 48. ve 72. saat gruplart MTT 6l¢iim sonuglari. (Hicre canlilik yiizdesi karsilastiriimasi. Sonuglar, saglikh kontrole
kiyasla hiicrelerin canlilik yizdesi olarak ifade edildi. One Way Anova-Tukey testine gore gruplar arasindaki fark LPS grubu
ile diger gruplar arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,001) (**** p<0,0071’i ifade etmektedir).
(Cell viability percentage comparison. Results were expressed as cell viability percentage compared to healthy control. The difference be-
tween the groups according to the One Way Anova-Tukey test is statistically significant in the comparison between the LPS group vs other

groups.( p<0.001) (**** denotes p<0.001).
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Sekil 2. Gruplar arasi IL-1B seviyelerinin karsilagtirmasi
(One Way Anova-Duncan testine gore ayni harfle isaretli
kolonlar arasinda anlamli fark yokken farkli harfle isaretli
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0,05)
(Comparison of IL-1B levels between groups (According to the One-
way ANOVA Tukey test means with the same letter in the same
column are not significantly different; Means with different letters in
the same column show statistically significant differences between
groups p < 0.05.)).

IL-6 seviyeleri incelendiginde de benzer sonuclar elde
edilmistir. LPS grubundaki IL-6 seviyesinin saglikh gru-
ba gore anlamh sekilde arttigi gortlmistir (p<0,05).
31,25uM, 62,5uM, 125uM ve 250uM 4OHFBA tedavi-
si alan gruplarda IL-6 seviyelerinin LPS grubuna gore
anlamh olarak dustugu goérilmastar (p<0,05). En iyi
dizelmenin 62,5uM+40OHFBA grubunda oldugu ve
saglikli gruba en yakin grup oldugu gézlemlenmistir
(p<0,05) (Sekil 3).
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Sekil 3. Gruplar arasi IL-6 seviyelerinin karsilastirmasi (One
Way Anova-Duncan testine gore ayni harfle isaretli kolon-
lar arasinda anlamli fark yokken farkli harfle isaretli gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0,05) (Com-
parison of IL-6 levels between groups (According to the One-way
ANOVA Tukey test means with the same letter in the same column
are not significantly different; Means with different letters in the same
column show statistically significant differences between groups p <
0.05)).

TNF-a dlgimleri incelendiginde LPS grubunda saglikli
gruba gore oldukca fazla bir artis oldugu gorilmek-
tedir (p<0,05). 31,25uM, 62,5uM, 125uM ve 250uM

40HFBA tedavisi alan gruplarda LPS grubuna gore
TNF-a seviyeleri anlamli sekilde dismusttr (p<0,05).
62,5uM+40HFBA grubunda bu azalmanin ¢ok daha
fazla oldugu ve saglikli gruba en yakin olan grup ol-
dugunu gorulmektedir (p<0,05). 31,25uM, 125uM ve
250uM 40HFBA tedavisi alan gruplarda TNF-a sevi-
yelerinin LPS grubuna gére dismus oldugu gézlem-
lenmis olsa da 62,5uM+40OHFBA grubuna gore sitokin
seviyelerindeki diisis daha az olmustur (p<0,05) (Se-
kil 4).
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Sekil 4. Gruplar arasi TNF-a seviyelerinin karsilastirmasi
(One Way Anova-Duncan testine gére ayni harfle isaretli
kolonlar arasinda anlamli fark yokken farkli harfle isaretli
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0,05)
(One Way Anova-Duncan testine gére ayni harfle isaretli kolonlar
arasinda anlamli fark yokken farkli harfle isaretli gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0.05). (Comparison of TNF-a
levels between groups (According to the One-way ANOVA Tukey
test means with the same letter in the same column are not sig-
nificantly different; Means with different letters in the same column
show statistically significant differences between groups p < 0.05)).

Yapilan analizlerde 31,25uM, 62,5uM, 125uM ve
250uM 40HFBA tedavisi alan gruplar incelendiginde
LPS grubuna goére tim sitokin seviyelerinde anlaml
disUslerin oldugu gorulmektedir (Sekil 2,3 ve 4).

3.3. AST ve ALT Sonuglari (AST and ALT Results)

AST seviyeleri incelendiginde LPS grubundaki AST
seviyesinin saglkli gruba gore anlamh sekilde arttigi
goralmastir (p<0,05). 31,25uM, 62,5uM, 125uM ve
250uM 40HFBA tedavisi alan gruplarda AST seviye-
lerinin LPS grubuna goére anlamh derecede azaldigi
g6zlemlenmistir (p<0,05). 62,5uM+40OHFBA grubunda
bu azalmanin ¢ok daha fazla oldugu ve saglikh gruba
en yakin olan grup oldugunu gorilmektedir (p<0,05).
31,25uM, 125uM ve 250uM 4OHFBA tedavisi alan
gruplarda AST seviyelerinin LPS grubuna goére dus-
mus oldugu gézlemlenmis olsa da 62,5uM+40HFBA
grubuna gore sitokin seviyelerindeki dists daha az
olmustur (p<0,05) (Sekil 5).

ALT seviyeleri incelendiginde de benzer sonuglar elde
edilmistir. LPS grubundaki ALT seviyesinin saglikl gru-
ba gore anlamh sekilde arttigi goériimustur (p<0,05).
31,25uM, 62,5uM, 125uM ve 250uM 4OHFBA tedavi-
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si alan gruplarda ALT seviyelerinin LPS grubuna gore
anlamli olarak dustligu gorilmastir (p<0,05). En iyi
dizelmenin 62,5uM+40OHFBA grubunda oldugu ve
saglikli gruba en yakin grup oldugu goézlemlenmistir
(p<0,05) (Sekil 6).
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Sekil 5. Gruplar arasi AST seviyelerinin karsilastirmasi (One
Way Anova-Duncan testine gore ayni harfle isaretli kolon-
lar arasinda anlamli fark yokken farkli harfle isaretli gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p<0,05) (Com-
parison of AST levels between groups (According to the One-way
ANOVA Tukey test means with the same letter in the same column
are not significantly different; Means with different letters in the same
column show statistically significant differences between groups p <
0.05)).
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Sekil 6. Gruplar arasi ALT seviyelerinin kargilastirmasi (One
Way Anova-Duncan testine gore ayni harfle isaretli kolon-
lar arasinda anlaml fark yokken farkli harfle isaretli gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamhdir p<0,05) (Com-
parison of ALT levels between groups (According to the One-way
ANOVA Tukey test means with the same letter in the same column
are not significantly different; Means with different letters in the same
column show statistically significant differences between groups p <
0.05).

Yapilan analizlerde 31,25uM, 62,5uM, 125uM ve
250uM 40HFBA tedavisi alan gruplar incelendiginde
LPS grubuna gbére AST ve ALT seviyelerinde anlamli
disuslerin oldugu goérulmektedir (Sekil 5 ve 6).

3.4. Verilerin Tartismasi (Discussion of Data)

Bu galismada bir boronik asit ttirevi olan 4-hidroksi fe-

nilboronik asidin LPS ile indiklenmis karaciger hasa-
rinda muhtemel koruyucu etkilerini in vitro olarak BRL
3A hiicre hattinda incelenmistir. Calismanin ilk sonug-
larina bakildiginda LPS ile sitotoksisite olusturulmus
BRL 3A hicre hatlarinda 4-hidroksi fenilboronik asit ile
tedavisiyle hicre canhlilik oraninin arttigini gérilmus
oldu. Bu sonuglar da 4-hidroksi fenilboronik asidin
enflamatuvar yangi sonucu olusan karaciger hasarini
Onlemede etkinligini gdsterebilmektedir. Elbette ki ka-
raciger hasarini gosterirken esas olarak klinikte takip
ettigimiz AST ve ALT seviyelerinden de bahsedilmeli-
dir. Calismanin bu sonuglarina bakildigi zaman LPS
uygulamasi ile artan AST ve ALT miktarinin 4OHFBA
uygulamasi ile distigina tespit edilmistir. Bu sonug
da 40OHFBAnIn hicresel dizeyde koruyucu etkisinin
oldugunu gdéstermektedir. 4OHFBAnIn LPS ile olustu-
rulmus karaciger hasarindaki koruyucu etkisinin sito-
kin seviyeleri Uzerine olan etkisine bakildiginda LPS
ile artan anormal sitokin sekresyonunun boronik asit
uygulamasi ile azaldigini; bunun da enflamatuvar yan-
gyl azaltarak karaciger hicrelerini korudugu gosteril-
di.

Akut veya kronik organ hasarlari karacigerin de dahil
oldugu kalp, akciger, bobrek, pankreas, beyin, go-
nadlar ve bagirsaklar gibi bircok organda gérulebilir
[45,47-49]. Karaciger enfeksiydz olan veya olmayan
bircok ajanla hasara ugrayabilir [50,51]. Karacigerin
enfeksiy6z enflamasyonu esas olarak bakteriyel Griin-
ler, hepatit B virlisi veya hepatit C virtisu dahil olmak
Uzere mikroorganizmalara atfedilir [52]. Kontrolsiiz
enflamasyonun karaciger parankimal hicrelerinde
ciddi yikima yol agarak kronik karaciger hastaliklari
riskine yol agabilecegi ispatlanmistir [53]. Yiksek mik-
tarlarda TNF-a, IL-13 ve IL-6 Uretiminin karacigerde
enflamasyona, apopitozise ve organ hasarina neden
oldugu ve bu sitokin miktarlarinin azalmasiyla birlik-
te karaciger hasarinin da azaldigi yapilan ¢alismalar-
la gosterilmistir [54,55]. Yapilan calismalar bakteriyel
bir GrGin olan LPS'nin bagisiklik hicrelerini glgli bir
sekilde uyardigini ve TNF-a, IL-B ve IL-6 gibi pro-
enflamatuvar sitokinlerin sentezini ve salinimini artti-
rarak asiri enflamasyonu tetikledigini géstermektedir
[56]. Deneysel karaciger hasari olusturmak igin kul-
lanilan birgok model vardir ve bu modellerden biri de
LPS ile indlklenen karaciger hasaridir. Birgcok hayvan
modeli ve hicre klltlrd ¢alismasinda ve dzellikle BRL
3A hicre hattinda da bu model uygulanmistir [57-59].
LPS ile induklenen karaciger hasarini mekanistik ola-
rak incelersek; TNF-a, IL-1B ve IL-6 dahil olmak lzere
makrofajlardan sekrete edilmis pro-enflamatuvar sito-
kinlerin karaciger hasarinin olusumunda énemli rol al-
digini gérmekteyiz [60]. TNF-a’'nin daha énce yapilan
¢alismalarda farelerde LPS ile indiiklenen hepatik ha-
sara yol actigi gosterilmistir [61]. LPS'nin neden oldu-
gu karaciger hasari, hepatosit 6limU ve organ yetmez-
ligine neden olan nétrofil aktivasyonuna TNF-a, IL-13
ve IL-6 Uretimine baghdir [62].

Verilen literatir bilgilerinden de anlasilacagdi gibi ka-
raciger hasarini azaltmada sitokin saliniminin azal-
tilmasi blylk 6nem arz etmektedir. Enflamatuvar
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hastaliklarla ilgili yapilan insan ¢alismalarinda sitokin
seviyelerinin yUksekliginin mortalite artisi ile iligkili ol-
dugu; hicresel dizeyde yapilan deneylerde ise hic-
re canlihk dizeyinin dusmesi ile dogrudan iligkilidir
[63,64]. Bu sebeple yapilan tedavinin etkinligi artmis
olan sitokin seviyelerinin digurtlmesi ile saglanabilir.
Artmis olan sitokin seviyelerini azaltan bir tedavi de
sonug olarak karaciger hasarinin ana serum belirtec-
leri olan AST ve ALT dlzeylerini dusurebilir ve hicre
canlilik oranini artabilir.

Enflamatuvar hastaliklarda TNF-a cevabina baktigi-
mizda sitokin seviyesinin asiri bir sekilde yukseldigi ve
bu ylksekligin hiicre hasari ve apopitozise ile birlikte
oldugu gorilmektedir [65,66]. Hepatositler tarafindan
salgilanan TNF-a, hepatosit apopitozunu indikleye-
rek karaciger hasarinin arttirlmasinda hayati 6neme
sahiptir [67]. IL-6 karaciger hasari mekanizmasinda
da 6nemli bir yere sahiptir. IL-6 yuksekligi ile karaci-
ger hasari arasinda bir korelasyon daha dnce yapilan
c¢alismalarda bulunmustur ve IL-6 seviyesinin baski-
lanmasinin karaciger hasarini azalttigi tespit edilmigstir
[68]. IL-6 bircok enflamatuvar hastaliktaki anahtar sito-
kindir ve IL-6 seviyesinin dusurtlmesi birgok enflama-
tuvar hastalikta terapétik hedef haline gelmistir [69].
IL-1B8 enflamatuvar durumlarda énemli bir rol oynadi-
g1 icin karaciger hasarinda da oldukga anahtar bir rol
oynamaktadir. IL-1p3 seviyelerinin artigi karacigerdeki
hasarin seviyesini azaltirken yapilan ¢alismalarda ise
IL-1P seviyelerinin dusmesi karaciger hastaliklarindaki
hasarin siddetini azalmaktadir.

Calismanin sonuglari incelendigi zaman tedavi grup-
larindaki sitokin seviyelerinin, LPS grubundaki artmig
olan sitokin seviyelerine gore oldukga dustugu gorul-
mektedir. Dugen sitokin seviyeleriyle birlikte, yapilan
hicre canlilik testlerinde ise tedavi gruplarindaki hic-
re canlilik oranlarinin LPS grubuna gore dismis olan
hicre canlilik seviyelerini arttirmis oldugu goérilmek-
tedir. Bulgularimiz incelendiginde tedavide kullanilan
40HFBAnIn sitokin seviyelerini dugurerek bir anti enf-
lamatuvar etki géstermis olmasi muhtemeldir.

Artan pro-enflamatuvar sitokin seviyeleri ilk basta pa-
tojene karsi immun bir yanit olsa da belli bir seviyede
olan ve uzun suren bir artis hiicresel hasar baslatip
organ hasari ile sonuglanabilmektedir [70]. Tedavi igin
kullanilan 4OHFBAnIn ise sitokin 6lgim sonugclari-
na bakildiginda sitokin seviyelerini dustrdugu gorul-
mektedir. Sitokin seviyelerinin diismesi enflamasyonu
azaltarak hucresel canlihidr da korumaktadir. Daha
once yapilan ¢alismalarla uyumlu olarak 4OHFBA te-
davisi de sitokin seviyelerini disurmesinin yani sira
LPS grubuna gore de hiicresel canhhgi arttirmistir. Bu
sonu¢ direkt olarak sitokin seviyelerinin azalmasina
bagh oldugu gibi fenilboronik asidin ve bor bilesikleri-
nin kendilerine has immunolojik ve hlicresel dizyedeki
pozitif etkilerine bagdh olarak da artmis olabilir. Daha
once yapilan ¢alismalarda bir boronik asit tirevi olan
bortezomibin dendritik hlicre maturasyonunu baskila-
yarak asiri sitokin cevabini engelledigi ve sitokin sevi-
yesini dusirdugu gosterilmistir [71]. CXCR1/2 yolagi

enflamasyon, yara iyilesmesi ve anjiyogenez ile ilgilidir
ve bunlarin dizensizligi, akut ve kronik enflamasyo-
nu igceren sayisiz hastalikta rol oynar. Yeni bir boronik
asit turevi olan 2-[5-(4-fluorofenilkarbamoil)piridin-2-
ylsulfanilmetil] fenilboronik asit (SX-517) ise CXCR1
ve CXCR2’nin nonkompetetif antagonisti olarak dav-
ranmaktadir [72]. Boylelikle enflamasyonu azaltarak
organ hasarlarinin azalmasini saglamakla birlikte
CXCR1/2 yolagina bagl olusan kronik enflamasyonun
online gecgerek de karsinogenezisi azaltmakta basarili
olabilir.

LASSBio-1524, niikleer faktor kB kanonik yolunun
aktivasyonuna katilan IKK-B enziminin inhibitéri ola-
rak tasarlanmistir. LASSBio-1760, LASSBIio-1763 ve
LASSBio-1764 olmak Uzere LASSBio-1524’Un 3 yeni
analogu tasarlanmistir. LASSBio-1760 ve LASSBio-
1763’Un Uretiminde LASSBio-1524’e 4-formil fenilbo-
ronik asit grubu eklenerek tasarlanmistir ve Uretilen
LASSBIio-1760 ve LASSBIio-1763 in vivo anti-TNF-a
etki ve glclu anti enflamatuvar 6zellikler gostermekte-
dir [73]. Boylelikle fenilboronik asitlerin anti enflamatu-
var etkilerinin yaninda direkt anti sitokin etki gosterdik-
leri de deneysel olarak ispatlanmigtir. Ayrica yapilan
bir ¢galismada ise bor varliginda TLR4 ekspresyonu-
nun azaldigi goérulmastir [74]. Boylelikle bor drinle-
rinin tedavide kullanimi ile TLR4 seviyeleri azalarak
LPS’ye bagh olusabilecek asirn enflamatuvar cevap-
larda diisme gorilmesi olasidir.

4. Sonuglar (Conclusions)

Bu calismada bir boronik asit tlirevi olan 4-hidroksi fe-
nilboronik asit tedavisinin, LPS ile indiklenmis kara-
ciger hasarinda artmis olan pro-enflamatuvar sitokin
seviyeleri ile AST-ALT seviyelerini distrdigu ve yapi-
lan hicre canlilik testleri élgimleri sonucunda hepa-
totoksisiteyi hlcresel seviyede duzelttigi gdsterilmis
oldu. Bu calisma da o6zellikle 4-hidroksi fenilboronik
asit basta olmak Uzere boronik asit tlrevlerinin kara-
ciger hasar tedavisinde terapdtik bir ajan olabilecegini
gOstermistir. Calismalarin ileri klinik galismalarla des-
teklenmesi gerekmektedir.
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