
430

ÖZET

Bor ürünleri sağlık alanında uzun yıllardır kullanılmaktadır. Medikal anlamda ilk kez kanser 
tedavisinde kullanılan bor ürünleri yıllar içinde kardiyovasküler sağlık, kemik sağlığı, yara 
iyileşmesi ve immün sistem üzerine olan olumlu etkileri sebebiyle medikal tedavilerde yerini 
almıştır. Boronik asitler ise son zamanlarda medikal araştırmalarda oldukça popüler olarak 
incelenen bir bor bileşeni grubudur. Boronik asitler 100 yıldan daha uzun bir süredir sahip 
oldukları anti mikrobiyal etki ile biliniyorlardı. Ancak son zamanlarda yapılan çalışmalar 
boronik asitlerin sadece antimikrobiyal etkiye değil aynı zamanda anti enflamatuvar 
etkiye sahip olduklarını göstermiştir. Bu etkileriyle birçok enflamatuvar hastalıkta 
kullanılabilirler. Karaciğer hasarı da enflamasyonun görüldüğü hastalıklardan biridir. Son 
yıllarda, kanser, kemoterapiler, antiviral ilaçların kullanımı, artan hepatik steatoz ve yanlış 
bitkisel takviyelerin kullanımı sebebiyle karaciğer hasarı insidansı artmıştır. Bu sebeple 
karaciğer hasarının tedavi edilmesi günümüzde artık daha büyük önem arz etmektedir. Bu 
calışmada bir boronik asit türevi olan 4-hidroksi fenilboronik asidin lipopolisakkarit (LPS) 
ile indüklenmiş karaciğer hasarındaki rolü incelenmiştir. Sonuçlara bakıldığında 4 hidroksi 
fenilboronik asit tedavisinin artmış olan sitokin seviyelerini düşürdüğünü gözlemlenmiştir. 
Bu sonuçlara dayanarak 4-hidroksi fenilboronik asidin karaciğer hasarını tedavi etme 
potansiyeline sahip bir ajan olabileceği gösterilmiştir.
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ABSTRACT

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.
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1. Giriş (Introduction)

Bor, doğada oksijen ile bileşik yapmış olarak bulunan, 
nonmetal bir eser elementtir [1]. Periyodik tablodaki 
komşusu karbonun son iki yüzyıldır geniş çapta in-

celenmesine rağmen, bor kimyası ile ilgili çalışmalar 
karbon kimyasına kıyasla nispeten yenidir. Bununla 
birlikte, kendi başına yapı taşı olarak oldukça zengin-
dir [2,3]. Borun organizmalarda yaşam döngüsünün 
tamamlanması için gerekli olduğu gösterilmiştir. Bitki-
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lerde büyüme, çiçeklenme, tozlaşma ve tohum oluşu-
mu için gerekli olduğu gösterilmiş olmakla beraber bor, 
bitkilerde hücre duvarı sertliği sağlamak için gerekli 
moleküller arasında çapraz bağlar oluşturur. Borun 
insanlar için gerekli olduğu gösterilmemiştir [4]. Artan 
sayıda hücre kültürü, hayvan ve insan çalışmaları, be-
sin ile alınan miktarlardaki borunun sağlığa yararlı etki-
leri olduğunu göstermektedir ve bor insan vücudunda 
genellikle 18 mg’ı aşmayacak kadar az miktarda bulu-
nur [5,6].

Bor ile ilgili yapılan çalışmalar incelendiğinde, bor ve 
bor bileşiklerinin kemik sağlığı üzerine ve kırık iyileş-
mesi üzerine olumlu etkileri olduğu; yara iyileşme-
si üzerine olumlu etkileri olduğu, kanser tedavisinde 
kullanıldığı, immüniteyi destekleyici etkileri olduğu, 
kardiyovasküler sağlık üzerine olumlu etkileri olduğu 
ve anti enflamatuvar etkisi olduğu görülmüştür [7-12]. 
Borik asit veya borat olarak borun cis-hidroksil grupla-
rı, özellikle riboz içeren biyolojik olarak önemli birkaç 
şekerle ester kompleksleri oluşturur. Sonuç olarak, 
S-adenosilmetiyonin, diadenozin fosfat, NAD+ ve NAD+ 
metaboliti olan siklik ADP riboz (cADPR) gibi riboz içe-
ren biyokimyasal varlıkların işlevi bor tarafından değiş-
tirilebilir. Bu da borunun faydalı bir şekilde ilişkilendiril-
diği kemik oluşumu ve kırık iyileşimi, immünite üzerine 
olan etkileri, anti enflamatuvar ve antioksidan etkileri 
ve kardiyovasküler sağlık ile ilişkilendirilmiştir [13].

Yeni biyolojik aktivitelerde kolaylaştırıcı olarak değer-
lendirilebilecek potansiyele sahip olması nedeniyle bor 
farmasötik ilaç tasarımında kullanılmıştır. Bor içeren 
biyoaktif moleküller iki tiptir; bir tip tek bor atomu içe-
rirken diğeri tip ise bor kümesi şeklindedir. Fizyolojik 
koşullar altında kullanıldığında bor, trigonal düzlem-
sel bir formdan, yani nötr bir formdan, anyonik forma 
anında dönüşebilme özelliğine sahiptir. Bu da enzim 
katalizli hidrolitik işlem inhibitörleri tasarlamak için 
bor kullanmanın temelini sağlamıştır [14-16]. Borun 
medikal alanda kullanımında çığır açan olay kanser 
tedavisi için bor nötron yakalama terapisinin (BNCT) 
kullanılmasıdır [17,18]. Son gelişmelerle birlikte bor 
moleküllerinin ve komplekslerinin anti kanser aktivite-
si, anti-HIV aktivitesi, anti-romatoid artrit aktivitesi ve 
protein-biyomoleküler etkileşimlerin araştırılması dahil 
olmak üzere yeni biyolojik aktiviteleri ortaya çıkarılmış-
tır [19-21].

Günümüzde en çok incelenen bor bileşiklerinden biri 
de boronik asitlerdir. Boronik asit stabil, genellikle tok-
sik olmayan ve kolayca sentezlenen bir bor bileşeni 
grubudur. Bu kimyasal özelliklerinden dolayı, Suzu-
ki-Miyaura reaksiyonu, asit katalizi, hidroborasyon, 
amino asitlerin asimetrik sentezi gibi metal katalizli 
işlemler dahil olmak üzere birçok kimyasal ve biyo-
lojik reaksiyonda kullanılabilir [22,23]. Boronik asitler 
ilaçlarda kullanıldıklarında çoğunlukla aril formunda 
bulunmasının yanı sıra piridinil, pirolil ve indolil türev-
lerde de bulunabilir [24].

Literatür bilgilerine bakıldığı zaman boronik asitlerin 
sentetik organik kimyada, biyo-organik kimya alanında 

ve özellikle medikal alanda çok önemli roller üstlen-
diği görülmektedir. Biyo-aktif moleküllerin sentezinde 
ve boronik asitlerin kendilerinin farmasötik ajan olarak 
kullanılabilmeleri bu ilgiyi arttırmaktadır. Boronik asit 
içeren moleküller HIV tedavisi de dahil olmak üzere 
obezite, diyabet ve kanser tedavisine kadar gibi bir-
çok biyomedikal uygulamalarda da kullanılmaktadır 
[25]. Literatürde ilk kez Michaelis ve Becker’ın fenil-
boronik asitlerin mikroorganizmalara karşı etkili ol-
duğunu yüz yıldan fazla bir süre önce tespit edilmiş 
olmakla birlikte boronik asitlerin β-laktamaz inhibitör-
leri olarak hareket edebileceğine dair ilk rapor, Oxford 
Üniversitesi'nden bir araştırma grubu tarafından borat 
iyonlarının β-laktamaz I'i inhibe ettiğini fark etmeleri 
sonucu yapılmıştır [26]. Yapılan başka bir çalışmada 
ise P. aeruginosa tarafından üretilen çeşitli virülan fak-
törler üzerine boronik asit moleküllerinin inhibisyon 
etkisi gösterilmiştir [27]. Bir boronik asit türevi olan 
Bortezomib’le yapılan çalışmada EBV enfeksiyona 
bağlı artan karaciğer hasarının azaldığı ve sitokin se-
viyelerini anlamlı derecede düşürdüğü tespit edilmiştir 
[28]. Yakın zamanda yapılmış bir in vitro çalışmada 
ise Bortezomib’in H22 fare hepatokarsinom hücrelerin 
üzerine olan anti kanser etkisi tümör modeli çalışması 
ile ispatlanmıştır [29]. İlgi çeken başka bir çalışmada 
ise lipopolisakkarit (LPS) ile oluşturulan periodontit 
modelinde bir boronik asit türevi olan bortezomib et-
kili bir şekilde iyileştirici etki göstermiş olup LPS ile 
artan sitokin seviyelerini NF-κB yolağını bloke ederek 
ve MAPK/AP-1 sinyal yolağının aktivasyonunu inhibe 
ederek önemli miktarda düşürmüştür [30]. Boronik asit 
türevleri ile yapılan başka bir çalışmada ise yapılan 
boronik asit tedavisinin IL-1β seviyesini azalttığını ve 
TLR4 yolağını inhibe ettiği gösterilmiştir [31]. Yapılan 
bir deneysel sepsis çalışmasında bortezomibin sitokin 
salınımını önleyerek yararlı etkiler gösterdiği ortaya 
konmuştur [32].

Karaciğer hasarı son yıllarda oldukça artmış ve bu-
nun birçok sebebi bulunmaktadır. Ancak neden ne 
olursa olsun sonuç olarak karaciğer hücrelerinde-
ki sitokin salınım artışının karaciğer hasarına neden 
olduğu unutulmamalıdır [33]. İçinde bulunduğumuz 
COVID-19 pandemisi nedeniyle kullandığımız antiviral 
ajanlar olan remdesivir, lopinavir, ritonavir, favipiravir, 
triazavirin ve umifenovir nedeniyle, bunun yanı sıra 
pandemide yine sık olarak kullanılan azitromisin ve 
seftriakson, COVID-19 pandemisinin başında oldukça 
popüler olarak kullanılan ancak daha sonra yaptığı ad-
vers olaylar sebebiyle tedavi protokolünden kaldırılan 
hidroksiklorokin, immünmodülatör ajanlardan tosilizu-
mab, anakinra ve deksametazon, bilinçsizce kullanılan 
vitaminler ve doğal ürün destekleri ne yazık ki hepatik 
hasarı son derece arttırmıştır [34,35]. Günümüzün en 
büyük sağlık problemlerinin başında gelen kanser ile 
birlikte hepatik hasar insidansı hem kanserin kendisi-
nin direkt karaciğer hasarı yapabilmesiyle ve kemote-
rapi sonucunda oluşabilen toksisite nedeniyle oldukça 
artmış bulunmaktadır [36,37]. Günümüz çağının sağ-
lık problemlerinden biri haline gelmiş olan obezite de 
oldukça ciddi bir karaciğer hasarı sebebidir. Obezite 
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sebebiyle oluşan hepatik steatozis sebebiyle oluşan 
karaciğer hasarı yanında, diğer komplikasyonlarından 
dolayı gelişen hasarlar ve obezite için kullanılan ilaç-
ların kendilerinin yaptıkları hepatotoksisite nedeniyle 
hepatik hasar insidansı günümüzde oldukça artmıştır 
[38-40]. Karaciğer hasarının önlenmesi ve tedavisi bü-
yük önem arz etmektedir. Karaciğer fonksiyonlarını ye-
rine getirebilecek herhangi bir diyaliz benzeri tedavinin 
henüz geliştirilmekten çok uzak olunması ve ilerleyen 
karaciğer hasarlarından dolayı karaciğer nakli gereken 
durumlar gibi sebepler oldukça büyük sağlık problem-
lerine ve sağlık ekonomisi yüküne yol açmaktadır.

Çalışmada kullanılan 4-hidroksi fenilboronik asidin me-
dikal kullanımıyla alakalı çok az yayın olmakla birlikte 
yukarıda bahsedilen ve aynı grupta yer aldığı boronik 
asitler gibi davranması muhtemeldir. Çünkü aynı grup-
ta yer alan moleküllerin farmakolojik özellikleri de birbi-
rine yakın olmakla beraber çok az da olsa kendilerine 
has özellikler gösterebilmektedirler. Ayrıca 4-hidroksi 
fenilboronik asidin anti enflamatuvar özelliğinin olup 
olmadığına dair bir literatür kaynağının bulunmaması, 
bu makalenin literatüre bu bilgiyi dahil edebilme po-
tansiyeli nedeniyle oldukça önem arz etmektedir. Tüm 
bu bilgiler ışığında LPS ile indüklenmiş artan enflama-
tuvar sitokin ve buna bağlı oluşan karaciğer hasarın-
da bir boronik asit türevi olan 4-hidroksi fenilboronik 
asidin etkisini in-vitro olarak sitokin seviyeleri ve hücre 
canlılık testleri ile gösterilecektir.

2. Malzemeler ve Yöntemler (Materials and Methods)

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

Fenol ekstraksiyonu ile saflaştırılmış LPS L2880 Sig-
ma-Aldrich Lipopolysaccharides from Escherichia coli 
O55:B5 Merck-Industrial&Lab Chemicals’tan alındı. 
4-hidroksi fenilboronik asit ise Ulusal Bor Araştırma 
Enstitüsü (TENMAK BOREN) tarafından sağlan-
dı. Dulbecco'nun modifiye edilmiş Eagle medyumu 
(DMEM), hücre kültürü ortamı ve fetal sığır serumu ve 
penisilin/streptomisin gibi reaktifler Gibco'dan (Invitro-
gen Inc., Grand Island, New York, ABD) elde alındı. 
MTT hücre proliferasyon kiti Roche’tan (Basel, İsviçre) 
temin edildi. ELISA kitleri Bioassay Technology Labo-
ratory BT Lab’dan (Birmingham, İngiltere) temin edildi. 
AST ve ALT kitleri Roche Diagnostics’ten temin edildi.

2.2. Hücre Kültürü ve LPS Uygulaması (Cell Culture 
and LPS Administration)

American Type Culture Collection (ATCC, USA)’dan 
temin edilen BRL 3A hücre hattı sıvı azot tankından 
çıkarılarak %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin içeren 
DMEM hücre vasatı bulunan 75 cm2 flaska ekildi ve 
37°C’te, %90 nemlilikte %5 CO2’li etüvde inkübe edil-
di. Hücreler art arda pasajlandı. İkinci pasajdan sonra 
hücre sayımı yapılarak 48 kuyucuklu plakanın her ku-
yucuğuna (2×105 hücre/kuyucuk) hücre ekimi yapıldı. 
Hücreler yaklaşık %80 oranında konflue oldukları za-
man adhezyon için 24 saat inkübe edildi. Daha son-

rasında hücreler 10 μg/ml LPS ile 12 saat muamele 
edildi [41,42]. LPS verilişinden 1 saat sonra 4-hidroksi 
fenilboronik asit tedavileri verildi [43]. Tedavi grupla-
rında kullanılacak olan 4-hidroksi fenilboronik asit 
(4OHFBA) dozları sırasıyla 31,25µM, 62,5µM, 125µM 
ve 250µM olarak belirlendi.

2.3. Deney Grupları (Experimental Groups)

Hücreler aşağıda tarif edildiği şekilde altı gruba ayrıldı:

•	 Sağlıklı grup: LPS uygulanmamış ve 4OHFBA teda-
visi almamış olan grup.

•	 LPS grubu: 10 μg/ml LPS ile 12 saat işlem görmüş 
ancak 4OHFBA tedavisi almamış olan grup.

•	 LPS+31,25µM 4OHFBA grubu: 10 μg/ml LPS ile 12 
saat muamele edilmiş ve 31,25µM 4OHFBA tedavisi 
almış olan grup.

•	 LPS+62,5µM 4OHFBA grubu: 10 μg/ml LPS ile 12 
saat muamele edilmiş ve 62,5µM 4OHFBA tedavisi 
almış olan grup.

•	 LPS+125µM 4OHFBA grubu: 10 μg/ml LPS ile 12 
saat muamele edilmiş ve 125µM 4OHFBA tedavisi 
almış olan grup.

•	 LPS+250µM 4OHFBA grubu: 10 μg/ml LPS ile 12 
saat muamele edilmiş ve 250µM 4OHFBA tedavisi 
almış olan grup.

2.4. MTT Analizi (MTT Assay)

American Type Culture Collection (ATCC, USA)’dan 
temin edilen BRL 3A hücre hattı pasajlama ve sayım 
işlemlerinden sonra 3 ayrı 96 kuyucuklu plakanın her 
kuyucuğuna (5×104 hücre/kuyucuk) hücre ekimi ya-
pıldı ve ardından hücreler 10 μg/ml LPS’ye maruz 
bırakıldı. LPS uygulanımının 1 saat sonrasında fark-
lı konsantrasyonlarda (31,25µM, 62,5µM, 125µM ve 
250µM) 4-hidroksi fenilboronik asit tedavisi uygulandı. 
4OHFBA’nın LPS’ye karşı hem hücre proliferasyonu 
hem de canlılığı üzerindeki etkisini incelemek için hüc-
reler 24, 48 ve 72 saat boyunca 3 farklı süreç boyun-
ca inkübe edildi. İnkübasyonun ardından her bir ku-
yucuğa 20 µl metiltiazol tetrazolyum (MTT) solüsyonu 
(5 mg/ml) eklendi ve hücreler 4 saat 37°C'de inkübe 
edildi. Daha sonra, formazan kristallerini çözmek için 
DMSO eklendi ve hücre canlılığı, 550 nm dalga bo-
yunda (Epoch Mikroplaka Spektrofotometresi, BioTek, 
ABD) absorbans ölçülerek belirlendi [44].

2.5. ELISA Ölçümleri (ELISA Assay)

Hücre hatlarından toplanan örnekler kit manualinde 
yer alan hücre kültürü süpernatantı ile ölçüm proto-
kolüne uygun olarak 2-8°C’de 3000 rpm'de 20 dakika 
santrifüjlendi ve sonrasında elde edilen süpernatant-
lardan IL-1β, IL-6 ve TNF-α seviyeleri ELISA yöntemi 
ile Epoch Spectrophotometer System and Take3 Plate 
(BioTek) cihazında ölçüldü. Standart bir eğri çizildi ve 
standartların absorbansından bir denklem elde edildi. 
Doğrusal IL-1β, IL-6 ve TNF-α konsantrasyonları bu 
denkleme göre hesaplandı ve pg/ml cinsinden ifade 
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edildi [45]. ELISA prosedürü kit protokolünde anlatılan 
basamaklara uygun olarak yapıldı.

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

Hücre süpernatanlarındaki ALT ve AST aktivite sevi-
yeleri ticari kit protokolü uygulanarak belirlendi. Absor-
banslar bir mikroplaka okuyucu kullanılarak ölçüldü ve 
AST ve ALT aktiviteleri litre başına birim (U/L-1) olarak 
ifade edildi.

2.7. İstatistiksel Analizler (Statistical Analysis)

Değişkenlerin dağılımının normalliği Shapiro-Wilk 
Testi ile belirlendi. ELISA ölçüm sonuçları ve AST ve 
ALT ölçüm sonuçları normal dağılım gösterdiğinden 
grupların karşılaştırmaları One Way ANOVA Post Hoc 
Duncan testi ile analiz edildi. Tüm istatistiksel analizler 
için Windows için SPSS-20 (IBM Corp., NY, Armonk, 
ABD) kullanıldı. 0,05'ten küçük P değerleri istatistiksel 
olarak anlamlı kabul edildi. MTT ölçüm sonuçlarının 
dağılım normalliği Shapiro-Wilk Testi ile belirlendi. One 
Way ANOVA Post Hoc Tukey testi ile analiz edildi. Tüm 
istatistiksel analizler için Windows için SPSS-20 (IBM 
Corp., NY, Armonk, ABD) kullanıldı. 0,05'ten küçük P 
değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi [46].

3. Sonuçlar ve Tartışma (Results and Discussion)

3.1. MTT Analizi (MTT Assay)

24. saat MTT sonuçları incelendiğinde LPS grubunda-
ki hücre canlılık yüzdesinin sağlıklı gruba göre anlamlı 
şekilde düştüğü gözlemlenmiştir (p<0,001). LPS uygu-
lanmış ve 31,25µM, 62,5µM, 125µM, 250µM 4OHFBA 
tedavisi almış grupların LPS grubuna kıyasla hücrele-
rin canlılık yüzdesinin anlamlı derecede yüksek olduğu 
tespit edilmiştir (p<0,001). LPS grubuna kıyasla tedavi 
alan gruplar incelendiğinde 62,5µM+4OHFBA grubun-
daki canlılık yüzdesinin diğer gruplara göre anlamlı de-
recede yüksek olduğu ve sağlıklı gruba en yakın grup 

olduğu belirlenmiştir (p<0,001) (Şekil 1).

48. saat MTT sonuçları incelendiğinde LPS grubunda-
ki hücre canlılık yüzdesinin sağlıklı gruba göre anlamlı 
şekilde düştüğü gözlemlenmiştir (p<0,001). 31,25µM, 
62,5µM, 125µM ve 250µM 4OHFBA tedavi grupları-
nın LPS grubuna kıyasla hücrelerin canlılık yüzdesi-
nin anlamlı derecede yüksek olduğu tespit edilmiştir 
(p<0,001). LPS grubuna kıyasla tedavi alan gruplar 
incelendiğinde 62,5µM+4OHFBA grubundaki canlılık 
yüzdesinin diğer gruplara göre anlamlı derecede yük-
sek olduğu ve sağlıklı gruba en yakın grup olduğu be-
lirlenmiştir (p<0,001) (Şekil 1).

72. saat MTT sonuçları incelendiğinde LPS grubunda-
ki hücre canlılık yüzdesinin sağlıklı gruba göre anlamlı 
şekilde düştüğü gözlemlenmiştir (p<0,001). 31,25µM, 
62,5µM, 125µM ve 250µM 4OHFBA tedavi grupları-
nın LPS grubuna kıyasla hücrelerin canlılık yüzdesi-
nin anlamlı derecede yüksek olduğu tespit edilmiştir 
(p<0,001). LPS grubuna kıyasla tedavi alan gruplar 
incelendiğinde 62,5µM+4OHFBA grubundaki canlılık 
yüzdesinin diğer gruplara göre anlamlı derecede yük-
sek olduğu ve sağlıklı gruba en yakın grup olduğu be-
lirlenmiştir (p<0,001) (Şekil 1).

3.2. ELISA Sonuçları (ELISA Results)

IL-1β seviyeleri incelendiğinde LPS grubundaki sitokin 
seviyesinin sağlıklı gruba göre anlamlı şekilde arttığı 
görülmüştür (p<0,05). 31,25µM, 62,5µM, 125µM ve 
250µM 4OHFBA tedavisi alan gruplarda IL-1β seviye-
lerinin LPS grubuna göre anlamlı derecede azaldığı 
gözlemlenmiştir (p<0,05). 62,5µM+4OHFBA grubunda 
bu azalmanın çok daha fazla olduğu ve sağlıklı gruba 
en yakın olan grup olduğunu görülmektedir (p<0,05). 
31,25µM, 125µM ve 250µM 4OHFBA tedavisi alan 
gruplarda IL-1β seviyelerinin LPS grubuna göre düş-
müş olduğu gözlemlenmiş olsa da 62,5µM+4OHFBA 
grubuna göre sitokin seviyelerindeki düşüş daha az 
olmuştur (p<0,05) (Şekil 2).
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Şekil 1. 24., 48. ve 72. saat grupları MTT ölçüm sonuçları. (Hücre canlılık yüzdesi karşılaştırılması. Sonuçlar, sağlıklı kontrole 
kıyasla hücrelerin canlılık yüzdesi olarak ifade edildi. One Way Anova-Tukey testine göre gruplar arasındaki fark LPS grubu 
ile diğer gruplar arasında yapılan karşılaştırmada istatistiksel olarak anlamlıdır (p<0,001) (**** p<0,001’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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IL-6 seviyeleri incelendiğinde de benzer sonuçlar elde 
edilmiştir. LPS grubundaki IL-6 seviyesinin sağlıklı gru-
ba göre anlamlı şekilde arttığı görülmüştür (p<0,05). 
31,25µM, 62,5µM, 125µM ve 250µM 4OHFBA tedavi-
si alan gruplarda IL-6 seviyelerinin LPS grubuna göre 
anlamlı olarak düştüğü görülmüştür (p<0,05). En iyi 
düzelmenin 62,5µM+4OHFBA grubunda olduğu ve 
sağlıklı gruba en yakın grup olduğu gözlemlenmiştir 
(p<0,05) (Şekil 3).

Şekil 2. Gruplar arası IL-1β seviyelerinin karşılaştırması 
(One Way Anova-Duncan testine göre aynı harfle işaretli 
kolonlar arasında anlamlı fark yokken farklı harfle işaretli 
gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır p<0,05) 
(Comparison of IL-1β 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.)).

Şekil 3. Gruplar arası IL-6 seviyelerinin karşılaştırması (One 
Way Anova-Duncan testine göre aynı harfle işaretli kolon-
lar arasında anlamlı fark yokken farklı harfle işaretli gruplar 
arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır 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)).

Şekil 4. Gruplar arası TNF-α seviyelerinin karşılaştırması 
(One Way Anova-Duncan testine göre aynı harfle işaretli 
kolonlar arasında anlamlı fark yokken farklı harfle işaretli 
gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır p<0,05) 
(One Way Anova-Duncan testine göre aynı harfle işaretli kolonlar 
arasında anlamlı fark yokken farklı harfle işaretli gruplar arasındaki 
fark istatistiksel olarak anlamlıdır p<0.05).  (Comparison of TNF-α 
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)).

4OHFBA tedavisi alan gruplarda LPS grubuna göre 
TNF-α seviyeleri anlamlı şekilde düşmüştür (p<0,05). 
62,5µM+4OHFBA grubunda bu azalmanın çok daha 
fazla olduğu ve sağlıklı gruba en yakın olan grup ol-
duğunu görülmektedir (p<0,05). 31,25µM, 125µM ve 
250µM 4OHFBA tedavisi alan gruplarda TNF-α sevi-
yelerinin LPS grubuna göre düşmüş olduğu gözlem-
lenmiş olsa da 62,5µM+4OHFBA grubuna göre sitokin 
seviyelerindeki düşüş daha az olmuştur (p<0,05) (Şe-
kil 4).

Yapılan analizlerde 31,25µM, 62,5µM, 125µM ve 
250µM 4OHFBA tedavisi alan gruplar incelendiğinde 
LPS grubuna göre tüm sitokin seviyelerinde anlamlı 
düşüşlerin olduğu görülmektedir (Şekil 2,3 ve 4).

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

AST seviyeleri incelendiğinde LPS grubundaki AST 
seviyesinin sağlıklı gruba göre anlamlı şekilde arttığı 
görülmüştür (p<0,05). 31,25µM, 62,5µM, 125µM ve 
250µM 4OHFBA tedavisi alan gruplarda AST seviye-
lerinin LPS grubuna göre anlamlı derecede azaldığı 
gözlemlenmiştir (p<0,05). 62,5µM+4OHFBA grubunda 
bu azalmanın çok daha fazla olduğu ve sağlıklı gruba 
en yakın olan grup olduğunu görülmektedir (p<0,05). 
31,25µM, 125µM ve 250µM 4OHFBA tedavisi alan 
gruplarda AST seviyelerinin LPS grubuna göre düş-
müş olduğu gözlemlenmiş olsa da 62,5µM+4OHFBA 
grubuna göre sitokin seviyelerindeki düşüş daha az 
olmuştur (p<0,05) (Şekil 5).

ALT seviyeleri incelendiğinde de benzer sonuçlar elde 
edilmiştir. LPS grubundaki ALT seviyesinin sağlıklı gru-
ba göre anlamlı şekilde arttığı görülmüştür (p<0,05). 
31,25µM, 62,5µM, 125µM ve 250µM 4OHFBA tedavi-

TNF-α ölçümleri incelendiğinde LPS grubunda sağlıklı 
gruba göre oldukça fazla bir artış olduğu görülmek-
tedir (p<0,05). 31,25µM, 62,5µM, 125µM ve 250µM 
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si alan gruplarda ALT seviyelerinin LPS grubuna göre 
anlamlı olarak düştüğü görülmüştür (p<0,05). En iyi 
düzelmenin 62,5µM+4OHFBA grubunda olduğu ve 
sağlıklı gruba en yakın grup olduğu gözlemlenmiştir 
(p<0,05) (Şekil 6).

nilboronik asidin LPS ile indüklenmiş karaciğer hasa-
rında muhtemel koruyucu etkilerini in vitro olarak BRL 
3A hücre hattında incelenmiştir. Çalışmanın ilk sonuç-
larına bakıldığında LPS ile sitotoksisite oluşturulmuş 
BRL 3A hücre hatlarında 4-hidroksi fenilboronik asit ile 
tedavisiyle hücre canlılık oranının arttığını görülmüş 
oldu. Bu sonuçlar da 4-hidroksi fenilboronik asidin 
enflamatuvar yangı sonucu oluşan karaciğer hasarını 
önlemede etkinliğini gösterebilmektedir. Elbette ki ka-
raciğer hasarını gösterirken esas olarak klinikte takip 
ettiğimiz AST ve ALT seviyelerinden de bahsedilmeli-
dir. Çalışmanın bu sonuçlarına bakıldığı zaman LPS 
uygulaması ile artan AST ve ALT miktarının 4OHFBA 
uygulaması ile düştüğünü tespit edilmiştir. Bu sonuç 
da 4OHFBA’nın hücresel düzeyde koruyucu etkisinin 
olduğunu göstermektedir. 4OHFBA’nın LPS ile oluştu-
rulmuş karaciğer hasarındaki koruyucu etkisinin sito-
kin seviyeleri üzerine olan etkisine bakıldığında LPS 
ile artan anormal sitokin sekresyonunun boronik asit 
uygulaması ile azaldığını; bunun da enflamatuvar yan-
gıyı azaltarak karaciğer hücrelerini koruduğu gösteril-
di.

Akut veya kronik organ hasarları karaciğerin de dahil 
olduğu kalp, akciğer, böbrek, pankreas, beyin, go-
nadlar ve bağırsaklar gibi birçok organda görülebilir 
[45,47-49]. Karaciğer enfeksiyöz olan veya olmayan 
birçok ajanla hasara uğrayabilir [50,51]. Karaciğerin 
enfeksiyöz enflamasyonu esas olarak bakteriyel ürün-
ler, hepatit B virüsü veya hepatit C virüsü dahil olmak 
üzere mikroorganizmalara atfedilir [52]. Kontrolsüz 
enflamasyonun karaciğer parankimal hücrelerinde 
ciddi yıkıma yol açarak kronik karaciğer hastalıkları 
riskine yol açabileceği ispatlanmıştır [53]. Yüksek mik-
tarlarda TNF-α, IL-1β ve IL-6 üretiminin karaciğerde 
enflamasyona, apopitozise ve organ hasarına neden 
olduğu ve bu sitokin miktarlarının azalmasıyla birlik-
te karaciğer hasarının da azaldığı yapılan çalışmalar-
la gösterilmiştir [54,55]. Yapılan çalışmalar bakteriyel 
bir ürün olan LPS'nin bağışıklık hücrelerini güçlü bir 
şekilde uyardığını ve TNF-α, IL-β ve IL-6 gibi pro-
enflamatuvar sitokinlerin sentezini ve salınımını arttı-
rarak aşırı enflamasyonu tetiklediğini göstermektedir 
[56]. Deneysel karaciğer hasarı oluşturmak için kul-
lanılan birçok model vardır ve bu modellerden biri de 
LPS ile indüklenen karaciğer hasarıdır. Birçok hayvan 
modeli ve hücre kültürü çalışmasında ve özellikle BRL 
3A hücre hattında da bu model uygulanmıştır [57-59]. 
LPS ile indüklenen karaciğer hasarını mekanistik ola-
rak incelersek; TNF-α, IL-1β ve IL-6 dahil olmak üzere 
makrofajlardan sekrete edilmiş pro-enflamatuvar sito-
kinlerin karaciğer hasarının oluşumunda önemli rol al-
dığını görmekteyiz [60]. TNF-a’nın daha önce yapılan 
çalışmalarda farelerde LPS ile indüklenen hepatik ha-
sara yol açtığı gösterilmiştir [61]. LPS'nin neden oldu-
ğu karaciğer hasarı, hepatosit ölümü ve organ yetmez-
liğine neden olan nötrofil aktivasyonuna TNF-α, IL-1β 
ve IL-6 üretimine bağlıdır [62].

Verilen literatür bilgilerinden de anlaşılacağı gibi ka-
raciğer hasarını azaltmada sitokin salınımının azal-
tılması büyük önem arz etmektedir. Enflamatuvar 

Şekil 5. Gruplar arası AST seviyelerinin karşılaştırması (One 
Way Anova-Duncan testine göre aynı harfle işaretli kolon-
lar arasında anlamlı fark yokken farklı harfle işaretli gruplar 
arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır 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)).

Şekil 6. Gruplar arası ALT seviyelerinin karşılaştırması (One 
Way Anova-Duncan testine göre aynı harfle işaretli kolon-
lar arasında anlamlı fark yokken farklı harfle işaretli gruplar 
arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlıdır 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).

Yapılan analizlerde 31,25µM, 62,5µM, 125µM ve 
250µM 4OHFBA tedavisi alan gruplar incelendiğinde 
LPS grubuna göre AST ve ALT seviyelerinde anlamlı 
düşüşlerin olduğu görülmektedir (Şekil 5 ve 6).

3.4. Verilerin Tartışması (Discussion of Data)

Bu çalışmada bir boronik asit türevi olan 4-hidroksi fe-
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hastalıklarla ilgili yapılan insan çalışmalarında sitokin 
seviyelerinin yüksekliğinin mortalite artışı ile ilişkili ol-
duğu; hücresel düzeyde yapılan deneylerde ise hüc-
re canlılık düzeyinin düşmesi ile doğrudan ilişkilidir 
[63,64]. Bu sebeple yapılan tedavinin etkinliği artmış 
olan sitokin seviyelerinin düşürülmesi ile sağlanabilir. 
Artmış olan sitokin seviyelerini azaltan bir tedavi de 
sonuç olarak karaciğer hasarının ana serum belirteç-
leri olan AST ve ALT düzeylerini düşürebilir ve hücre 
canlılık oranını artabilir.

Enflamatuvar hastalıklarda TNF-α cevabına baktığı-
mızda sitokin seviyesinin aşırı bir şekilde yükseldiği ve 
bu yüksekliğin hücre hasarı ve apopitozise ile birlikte 
olduğu görülmektedir [65,66]. Hepatositler tarafından 
salgılanan TNF-α, hepatosit apopitozunu indükleye-
rek karaciğer hasarının arttırılmasında hayati öneme 
sahiptir [67]. IL-6 karaciğer hasarı mekanizmasında 
da önemli bir yere sahiptir. IL-6 yüksekliği ile karaci-
ğer hasarı arasında bir korelasyon daha önce yapılan 
çalışmalarda bulunmuştur ve IL-6 seviyesinin baskı-
lanmasının karaciğer hasarını azalttığı tespit edilmiştir 
[68]. IL-6 birçok enflamatuvar hastalıktaki anahtar sito-
kindir ve IL-6 seviyesinin düşürülmesi birçok enflama-
tuvar hastalıkta terapötik hedef haline gelmiştir [69]. 
IL-1β enflamatuvar durumlarda önemli bir rol oynadı-
ğı için karaciğer hasarında da oldukça anahtar bir rol 
oynamaktadır. IL-1β seviyelerinin artışı karaciğerdeki 
hasarın seviyesini azaltırken yapılan çalışmalarda ise 
IL-1β seviyelerinin düşmesi karaciğer hastalıklarındaki 
hasarın şiddetini azalmaktadır.

Çalışmanın sonuçları incelendiği zaman tedavi grup-
larındaki sitokin seviyelerinin, LPS grubundaki artmış 
olan sitokin seviyelerine göre oldukça düştüğü görül-
mektedir. Düşen sitokin seviyeleriyle birlikte, yapılan 
hücre canlılık testlerinde ise tedavi gruplarındaki hüc-
re canlılık oranlarının LPS grubuna göre düşmüş olan 
hücre canlılık seviyelerini arttırmış olduğu görülmek-
tedir. Bulgularımız incelendiğinde tedavide kullanılan 
4OHFBA’nın sitokin seviyelerini düşürerek bir anti enf-
lamatuvar etki göstermiş olması muhtemeldir.

Artan pro-enflamatuvar sitokin seviyeleri ilk başta pa-
tojene karşı immün bir yanıt olsa da belli bir seviyede 
olan ve uzun süren bir artış hücresel hasar başlatıp 
organ hasarı ile sonuçlanabilmektedir [70]. Tedavi için 
kullanılan 4OHFBA’nın ise sitokin ölçüm sonuçları-
na bakıldığında sitokin seviyelerini düşürdüğü görül-
mektedir. Sitokin seviyelerinin düşmesi enflamasyonu 
azaltarak hücresel canlılığı da korumaktadır. Daha 
önce yapılan çalışmalarla uyumlu olarak 4OHFBA te-
davisi de sitokin seviyelerini düşürmesinin yanı sıra 
LPS grubuna göre de hücresel canlılığı arttırmıştır. Bu 
sonuç direkt olarak sitokin seviyelerinin azalmasına 
bağlı olduğu gibi fenilboronik asidin ve bor bileşikleri-
nin kendilerine has immünolojik ve hücresel düzyedeki 
pozitif etkilerine bağlı olarak da artmış olabilir. Daha 
önce yapılan çalışmalarda bir boronik asit türevi olan 
bortezomibin dendritik hücre maturasyonunu baskıla-
yarak aşırı sitokin cevabını engellediği ve sitokin sevi-
yesini düşürdüğü gösterilmiştir [71]. CXCR1/2 yolağı 

enflamasyon, yara iyileşmesi ve anjiyogenez ile ilgilidir 
ve bunların düzensizliği, akut ve kronik enflamasyo-
nu içeren sayısız hastalıkta rol oynar. Yeni bir boronik 
asit türevi olan 2-[5-(4-fluorofenilkarbamoil)piridin-2-
ylsulfanilmetil] fenilboronik asit (SX-517) ise CXCR1 
ve CXCR2’nin nonkompetetif antagonisti olarak dav-
ranmaktadır [72]. Böylelikle enflamasyonu azaltarak 
organ hasarlarının azalmasını sağlamakla birlikte 
CXCR1/2 yolağına bağlı oluşan kronik enflamasyonun 
önüne geçerek de karsinogenezisi azaltmakta başarılı 
olabilir.

LASSBio-1524, nükleer faktör κB kanonik yolunun 
aktivasyonuna katılan IKK-β enziminin inhibitörü ola-
rak tasarlanmıştır. LASSBio-1760, LASSBio-1763 ve 
LASSBio-1764 olmak üzere LASSBio-1524’ün 3 yeni 
analoğu tasarlanmıştır. LASSBio-1760 ve LASSBio-
1763’ün üretiminde LASSBio-1524’e 4-formil fenilbo-
ronik asit grubu eklenerek tasarlanmıştır ve üretilen 
LASSBio-1760 ve LASSBio-1763 in vivo anti-TNF-α 
etki ve güçlü anti enflamatuvar özellikler göstermekte-
dir [73]. Böylelikle fenilboronik asitlerin anti enflamatu-
var etkilerinin yanında direkt anti sitokin etki gösterdik-
leri de deneysel olarak ispatlanmıştır. Ayrıca yapılan 
bir çalışmada ise bor varlığında TLR4 ekspresyonu-
nun azaldığı görülmüştür [74]. Böylelikle bor ürünle-
rinin tedavide kullanımı ile TLR4 seviyeleri azalarak 
LPS’ye bağlı oluşabilecek aşırı enflamatuvar cevap-
larda düşme görülmesi olasıdır.

4. Sonuçlar (Conclusions)

Bu çalışmada bir boronik asit türevi olan 4-hidroksi fe-
nilboronik asit tedavisinin, LPS ile indüklenmiş kara-
ciğer hasarında artmış olan pro-enflamatuvar sitokin 
seviyeleri ile AST-ALT seviyelerini düşürdüğü ve yapı-
lan hücre canlılık testleri ölçümleri sonucunda hepa-
totoksisiteyi hücresel seviyede düzelttiği gösterilmiş 
oldu. Bu çalışma da özellikle 4-hidroksi fenilboronik 
asit başta olmak üzere boronik asit türevlerinin kara-
ciğer hasar tedavisinde terapötik bir ajan olabileceğini 
göstermiştir. Çalışmaların ileri klinik çalışmalarla des-
teklenmesi gerekmektedir.
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