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ÖZET 

Mercan, B.E., Sodyum Glukoz Kotransporteri-2 İnhibitörlerinin Alzheimer Hastalığı 

Benzeri Modelde NLRP3 İnflamazomu Aracılı Nöroinflamasyon Üzerine Etkisi, 

Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Farmakoloji Programı Yüksek 

Lisans Tezi, Ankara, 2026. Nöroinflamasyon, özellikle mikroglial aktivasyon ve NLRP3 

inflamazomu aracılı inflamatuvar yanıtlar, Alzheimer hastalığı (AH) patogenezinin 

önemli bileşenlerindendir. Sodyum glukoz kotransporter-2 (SGLT-2) inhibitörlerinin 

glukoz düzeyini azaltıcı etkilerinin yanı sıra anti-inflamatuvar özellikleri  bulunduğu ve 

bu etkilerin kısmen NLRP3 inflamazomunun baskılanmasıyla ilişkili olabileceği 

gösterilmiştir. Bununla birlikte, SGLT-2 inhibitörlerinin AH benzeri koşullarda NLRP3 

inflamazomu ile ilişkili inflamatuvar yanıtlar üzerindeki etkileri henüz tam olarak 

açıklığa kavuşmamıştır. Bu çalışmada beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, 

ertugliflozin ve kanagliflozinin amiloid beta (Aβ) ve lipopolisakkarit (LPS) ile 

indüklenen BV2 mikroglial inflamasyon modellerindeki etkileri MTT, Griess, Western 

blot ve ELISA yöntemleriyle değerlendirildi. Aβ modelinde beksagliflozin NLRP3, ASC 

ve kaspaz-1 proteinleri ile IL-1β ve IL-18 düzeylerini anlamlı olarak azaltırken, 

dapagliflozin NLRP3 ve ASC ile her iki sitokin düzeyini azalttı. Ertugliflozin ve 

kanagliflozin daha seçici etkiler gösterirken, empagliflozin incelenen belirteçlerde 

anlamlı değişiklik oluşturmadı. LPS modelinde beş inhibitörün tamamı NLRP3, ASC, IL-

1β ve IL-18 düzeylerini anlamlı olarak azalttı; kaspaz-1 ise yalnızca beksagliflozin ve 

empagliflozin ile azaldı. Bu bulgular, özellikle beksagliflozin ve dapagliflozinin AH ile 

ilişkili nöroinflamasyonda NLRP3 eksenini hedefleyen potansiyel farmakolojik adaylar 

olarak daha ileri mekanistik ve preklinik araştırmalarda değerlendirilmesini 

desteklemektedir.  

Anahtar Kelimeler: Alzheimer hastalığı, sodyum-glukoz kotransporter-2 

inhibitörleri, NLRP3 inflamazomu, nöroinflamasyon, mikroglia 
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ABSTRACT 

Mercan, B.E., Effect of Sodium Glucose Cotransporter-2 Inhibitors on NLRP3 

Inflammasome-Mediated Neuroinflammation in an Alzheimer's Disease-Like 

Model, Hacettepe University, Graduate School of Health Sciences, Master of 

Science in Pharmacology, Ankara, 2026. Neuroinflammation, particularly microglial 

activation and NLRP3 inflammasome-mediated inflammatory responses, is an 

important component of Alzheimer’s disease (AD) pathogenesis. In addition to their 

glucose-lowering effects, sodium-glucose cotransporter-2 (SGLT-2) inhibitors have 

been shown to exert anti-inflammatory effects, which may be partly associated with 

suppression of the NLRP3 inflammasome. However, the effects of SGLT-2 inhibitors 

on NLRP3 inflammasome-related inflammatory responses under AD-like conditions 

have not yet been fully elucidated. In this study, the effects of bexagliflozin, 

dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin, and canagliflozin were evaluated in amyloid 

beta (Aβ)- and lipopolysaccharide (LPS)-induced BV2 microglial inflammation models 

using MTT, Griess, Western blot, and ELISA assays. In the Aβ model, bexagliflozin 

significantly reduced NLRP3, ASC, and caspase-1 protein levels as well as IL-1β and IL-

18 levels, whereas dapagliflozin reduced NLRP3 and ASC protein levels and both 

cytokines. Ertugliflozin and canagliflozin showed more selective effects, while 

empagliflozin did not produce significant changes in the evaluated markers. In the 

LPS model, all five inhibitors significantly reduced NLRP3, ASC, IL-1β, and IL-18 levels, 

whereas caspase-1 was reduced only by bexagliflozin and empagliflozin. These 

findings support the further evaluation, particularly of bexagliflozin and dapagliflozin, 

in mechanistic and preclinical studies as potential pharmacological candidates 

targeting the NLRP3 axis in AH-associated neuroinflammation. 

Key Words: Alzheimer disease, sodium-glucose cotransporter-2 inhibitors, NLRP3 

inflammasome, neuroinflammation, microglia. 

This study was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects 

Coordination Unit (BAP, Project No: THD-2025-21818). 
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1. GİRİŞ 

Nörodejeneratif hastalıklar arasında en sık görülen Alzheimer Hastalığı (AH), 

tüm demans vakalarının yaklaşık %60-70’ini oluşturur. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) 

verileri, 2023 yılı itibarıyla dünya çapında 55 milyondan fazla bireyin demansla 

yaşadığını ve yaşlanan nüfusla birlikte bu sayının 2050 yılına kadar 130 milyonun 

üzerinde olacağını öngörmektedir (1).  

AH patogenezi uzun yıllar boyunca amiloid beta (Aβ) ve hiperfosforile tau 

üzerinden açıklanmıştır. Ancak son yıllarda yapılan çalışmalar, hastalığın gelişimi ve 

ilerlemesinde nöroinflamasyonun da önemli bir rol oynadığını göstermektedir. 

Özellikle santral sinir sisteminin (SSS) yerleşik immün hücreleri olan mikrogliaların, 

patolojik uyaranlara karşı verdiği yanıtın bu süreçte etkili olduğu düşünülmektedir (2). 

Mikrogliaların uzun süreli aktivasyonu, nükleotid bağlayıcı oligomerizasyon alanı 

benzeri reseptör (NLR) ailesi pirin bölgesi içeren 3 (NLRP3) inflamazomu gibi 

inflamatuvar yolakların uyarılmasına ve proinflamatuvar sitokinlerin salıverilmesine 

neden olarak hücresel hasarı artırabilmektedir (3, 4). 

NLRP3 inflamazomu, hücresel stres ve hasara yanıt olarak aktive olan çok 

proteinli bir komplekstir. Aktivasyonu sonucunda kaspaz-1 aktifleşip  interlökin-1β 

(IL-1β) ve interlökin-18 (IL-18) gibi çeşitli proinflamatuvar sitokinlerin salıverilmesini 

tetikler (3). AH’de NLRP3 inflamazomunu aktivasyonunun Aβ birikimini ve tau 

hiperfosforilasyonunu artırarak AH patojisini kötüleştirdiği bildirilmiştir (5, 6).   

Sodyum glukoz kotransporter 2 (SGLT-2) inhibitörleri, yeni nesil antidiyabetik 

ilaçlardandır. Empagliflozin, dapagliflozin ve kanagliflozin gibi bu gruptaki daha eski 

ilaçların kardiyovasküler ve renal korucu etkileri iyi bilinmektedir (7). Son yıllarda 

yapılan preklinik çalışmalar, bu ilaçların glisemik kontrolün ötesinde antiinflamatuvar 

etkiler gösterebileceğine işaret etmektedir (8). Bazı çalışmalarda NLRP3 inflamazomu 

aktivasyonunu azaltarak antiinflamatuvar etkiler sağladığı da bildirilmiştir (9). 

SGLT-2 inhibitörlerinin AH ile ilişkili nöroinflamasyon bağlamında NLRP3 

inflamazomu üzerindeki etkileri henüz yeterince açıklığa kavuşmamıştır. Bu çalışmada 

SGLT-2 inhibitörlerinin AH benzeri nöroinflamasyon koşullarında NLRP3 aracılı 

inflamatuvar yanıtı azaltıp azaltmadığını ve bu ilaçların AH açısından olası koruyucu 
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etkilerini araştırmak hedeflenmiştir. Bu amaçla BV2 mikroglia hücreleri, 

lipopolisakkarit (LPS) ve Aβ ile inkübe edilerek nöroinflamasyon modeli oluşturulmuş 

ve SGLT-2 inhibitörlerinin NLRP3 inflamazomu ile IL-1β ve IL-18 düzeyleri üzerindeki 

etkileri araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1 Alzheimer Hastalığı 

AH; hafıza, muhakeme ve dil becerileri başta olmak üzere çeşitli bilişsel 

işlevlerde giderek artan kayıplara, karakter değişikliklerine yol açan ilerleyici 

nörodejeneratif bir hastalıktır. Hastalık ilk kez 1906 yılında Alman psikiyatrist ve 

nörolog Alois Alzheimer tarafından; Auguste Deter isimli hastasının ölümünün 

ardından beyin dokusunun histopatolojik olarak incelenmesi ile tanımlanmıştır. Bu 

incelemelerde, serebral kortekste belirgin yapısal değişiklikler gözlemleyen 

Alzheimer, bunlara ek olarak günümüzde AH’nin temel nöropatolojik özellikleri olarak 

kabul edilen ekstraselüler plak benzeri oluşumları tanımlamıştır (10). Alzheimer, o 

dönem yaptığı histolojik gözlemlerinde plakların çevresinde glial hücresel 

reaksiyonlara dikkat çekse de bunların mikroglia olduğunun anlaşılması ve bu 

hücrelerin nöroinflamasyon ile ilişkili özelliklerinin tanımlanması daha sonraki yıllarda 

gerçekleşmiştir (11).  

AH genel olarak ailesel ve sporadik olmak üzere iki grupta 

değerlendirilmektedir. Ailesel AH daha az görülmekte ve amiloid öncü proteini (APP) 

ile presenilin-1 ve presenilin-2 proteinlerini kodlayan genlerde meydana gelen 

patojenik mutasyonlarla ilişkilendirilmektedir (12). Sporadik AH ise hastaların büyük 

çoğunluğunu oluşturmakta ve tek bir genetik nedenden çok genetik, çevresel ve 

metabolik faktörlerin etkileşimi sonucunda gelişmektedir. Apolipoprotein E’nin ε4 

aleli (APOE ε4), sporadik AH gelişimi açısından en güçlü genetik risk faktörlerinden biri 

olarak kabul edilmektedir (13). APOE ε4’e ilaveten, TREM2 ve CD33 başta olmak üzere 

MS4A gen ailesi, INPP5D, SPI1, ABCA7, CR1 ve CLU gibi doğuştan bağışıklık sistemi ve 

mikroglial fonksiyonlarla ilişkili genetik varyantların da AH gelişme riskini artırması, 

hastalığın patogenezinde nöroimmün mekanizmaların önemini desteklemektedir 

(14-16).  
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2.1.1 Alzheimer Hastalığının Patofizyolojisi 

Amiloid Kaskat Hipotezi 

Amiloid kaskad hipotezi, son birkaç on yıldır hastalığın patofizyolojisinde 

önemli bir yere sahiptir (17). Bu hipoteze göre, Aβ birikimi AH’nin merkezinde yer alır 

ve zamanla tau patolojisi, sinaptik ve nöronal hasar, vasküler değişikliklere katkıda 

bulunan aşağı akış (downstream) süreçlerini tetikleyebilmektedir (18). Aβ peptitleri, 

transmembran bir protein olan APP’nin amiloidojenik yolakta β-sekretaz ve γ-

sekretaz tarafından ardışık olarak parçalanması sonucunda oluşur. Bunlardan Aβ40 ve 

Aβ42 en yaygın olanlarıdır. Fizyolojik koşullarda üretilen Aβ çeşitli proteolitik, fagositik 

ve transport mekanizmaları aracılığıyla beyinden uzaklaştırılabilmektedir. Bununla 

birlikte Aβ üretiminin artması veya temizlenmesinin azalması, çözünür Aβ 

düzeylerinin artmasına ve peptitlerin oligomerler, protofibriller ve fibriller halinde 

agregasyonuna yol açabilmektedir. Özellikle çözünür Aβ oligomerlerinin, 

sinaptikaşırım ve sinaptik plastisiteyi bozarak belirgin sinaptotoksik etkiler 

oluşturabileceği, daha ileri agregasyon sonucunda ise AH’nin karakteristik patolojik 

bulgularından biri olan ekstraselüler amiloid plakları meydana getirebileceği 

bilinmektedir (19-21). 

Aβ peptitlerinin birikiminin nörodejenerasyona yol açan olayları tetiklediğine 

inanılmaktadır. Aβ agregasyonu, glikojen sentaz kinaz-3β (GSK-3β) gibi kinazları aktive 

ederek tau fosforilasyonunu tetikler. Aβ peptitleri, amilin reseptörleri yoluyla 

mikroglial aktivasyona da neden olarak NLRP3 inflamazom oluşumunu tetikleyerek 

nöroinflamasyona neden olabilir (22).  

Amiloid kaskad hipotezi AH araştırmalarında önemini hala koruyor olsa da, 

son zamanlarda yapılan klinik çalışmalardan bazılarının önemli faydalar 

göstermemesi veya Aβ birikimini hedefleyen tedavilerin ciddi yan etkilere sahip 

olması nedeniyle AH patogenezinde yer alan tau patolojisi, nöroinflamasyon, sinaptik 

kayıp gibi diğer alternatif mekanizmalar AH tedavisi araştırmaları için giderek önem 

kazanmıştır. (23, 24).  
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Tau Hipotezi 

Aβ plaklarının birikimine ek olarak, AH’nin diğer ayırt edici patolojisi, anormal 

tau proteini agregatlarından oluşan nörofibriler yumakların (NFY) varlığıdır. Tau 

proteini, nöronlarda eksprese edilen ve mikrotübül ile ilişkili proteinler (microtubule-

associated proteins, MAPs) ailesine ait bir proteindir. Fizyolojik koşullarda temel 

görevi, mikrotübüllere bağlanarak mikrotübüllerin stabilitesini sağlamak ve 

mikrotübüler ağın yapısal bütünlüğünü korumaktır (25, 26). AH’de ise, tau; 

hiperfosforilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlara uğrayarak toksik bir hale 

gelir. Mikrotübüllerden ayrılan hiperfosforile tau proteinleri nöronların 

somatodendritik bölgelerinde birikerek NFY’lerin oluşmasına sebep olur (27-29). 

NFY birikimi; nöronal mikrotübül bütünlüğünün bozulması, 

nöroinflamasyonun artması ve tau patolojisinin yayılmasıyla ilişkilidir. NFY açısından 

zengin beyin bölgelerinde mikroglial aktivasyonun ve astrositik yanıtın arttığı, bu 

kronik inflamatuvar ortamın ise nöronal hasarı ve tau patolojisini daha da 

şiddetlendirebildiği gösterilmiştir (28, 30, 31) 

Ayrıca, tau patolojisinin yalnızca NFY oluşumuyla sınırlı olmadığı; sinaptik 

disfonksiyon, aksonal transport bozukluğu ve ilerleyici nöronal kayıpla da ilişkili 

olduğu gösterilmiştir (28, 32). Patolojik tau türleri aksonal mikrotübüllerden ayrılarak 

somatodendritik ve sinaptik bölgelere yanlış lokalize olabilmekte ve burada sinaptik 

fonksiyonu bozabilmektedir. Ayrıca tau patolojisinin sinaptik olarak bağlantılı 

nöronlar boyunca yayılabildiğine ve bu yayılımın NFY oluşumu, sinaptik kayıp, aksonal 

dejenerasyon ve hücre ölümü ile ilişkili olduğuna dair bulgular bulunmaktadır (33). Bu 

nedenle tau; fosforilasyon ve diğer posttranslasyonel modifikasyonların 

düzenlenmesi, agregasyonun ve hücreler arası yayılımın engellenmesi ve tau 

düzeylerinin azaltılması gibi farklı yaklaşımlarla günümüzde önemli bir hastalık-

modifiye edici tedavi hedefi olarak araştırılmaktadır (34). 

Nöroinflamasyon 

İnflamasyon; organizmanın enfeksiyon, hücresel hasar ve çeşitli zararlı 

uyaranlara karşı geliştirdiği temel savunma mekanizmalarından biridir. İnflamatuvar 

yanıtın uzun süre devam etmesi veya yeterince kontrol edilememesi durumunda ise 
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bu koruyucu özellik patolojikleşmektedir. SSS’de gelişen inflamatuvar yanıt, 

nöroinflamasyon olarak tanımlanmaktadır ve özellikle nöroinflamasyonun, AH’de 

hastalığın patogenezine aktif katkıda bulunduğu kabul edilmektedir (35).  Deneysel, 

nöropatolojik ve genetik bulguların doğal ve adaptif bağışıklık mekanizmalarının AH 

patogenezinde rol oynadığını göstermesi de bu görüşü desteklemektedir (36). 

Beyindeki immün mikroçevrenin düzenlenmesine mikroglialar başta olmak 

üzere astrositler, nöronlar ve endotel hücreleri katkıda bulunmaktadır. Kan beyin 

bariyerinin (KBB) bütünlüğünün bozulması durumunda periferik bağışıklık hücreleri 

ve dolaşımdaki inflamatuvar mediyatörler de SSS’ye geçerek nöroinflamatuvar yanıtı 

etkileyebilmektedir (30, 37, 38).  

Mikroglialar, SSS’nin doğuştan gelen rezidüel bağışıklık hücreleridir ve 

fizyolojik koşullarda çevresel değişiklikleri sürekli izleyerek hasarlı veya apoptotik 

hücrelerin ve hücresel atıkların fagositoz yoluyla uzaklaştırılmasına, sinaptik yeniden 

yapılanmaya ve doku homeostazının korunmasına katkıda bulunurlar (39). 

Mikroglialar, patojen ile ilişkili moleküler kalıpları (pathogen-associated molecular 

patterns, PAMP) ve hasar görmüş ya da ölen hücrelerden salıverilen endojen tehlike 

sinyallerini (hasar ile ilişkili moleküler kalıplar; damage/danger-associated molecular 

patterns, DAMP) kalıp tanıma reseptörleri (pattern recognition receptors, PRR) 

aracılığıyla algılamaktadır. Mikroglial PRR’lerin önemli üyeleri arasında Toll-benzeri 

reseptör (TLR) ailesinden TLR4 ve NLR ailesinden NLRP3 yer almakta ve mikroglial 

doğal bağışıklık yanıtının başlatılmasında rol oynamaktadır (40).  

AH’de Aβ oligomerleri ve fibrilleri de DAMP gibi davranarak mikroglia 

yüzeyinde bulunan TLR2 ve TLR4 gibi çeşitli PRR’ler ile etkişebilmekte ve inflamatuvar 

sinyallemeyi başlatabilmektedir (36, 41, 42). Kronik olarak aktive olan 

mikroglialardan, tümör nekroz faktörü α (TNF-α), IL-6 ve IL-1β gibi proinflamatuvar 

sitokinler, kemokinler, reaktif oksijen türleri (ROS) ve nitrik oksit (NO)  vb. 

inflamatuvar mediyatörlerin üretimi artar (35, 43). Aβ’nin mikroglialar tarafından 

fagosite edilmesi başlangıçta peptidin uzaklaştırılmasına ve doku homeostazının 

korunmasına katkıda bulunurken, Aβ birikiminin sürmesi ve inflamatuvar yanıtın 

yeterince sonlandırılamaması kronik mikroglial aktivasyona yol açabilmektedir. 
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Sürekli inflamatuvar mediyatör üretimi ise sinaptik işlev bozukluğu ve nöronal hasarı 

artırarak nörodejeneratif sürecin ilerlemesine katkıda bulunabilmektedir. Dolayısıyla 

mikroglial yanıtın etkisi, aktivasyonun süresi ve şiddeti ile bulunduğu mikroçevrenin 

özelliklerine bağlı olarak nöroprotektif ya da nörotoksik yönde değişebilmektedir (37-

39). 

Bunun yanı sıra sistemik inflamasyonun da AH’deki nöroinflamatuvar süreçleri 

etkileyebileceği öne sürülmektedir. Diyabet, obezite ve kardiyovasküler hastalık gibi 

kronik sistemik inflamasyonla ilişkili durumlar AH riskinin artışıyla ilişkilendirilmiştir 

(44, 45). Sistemik inflamasyonun KBB bütünlüğünü bozması, periferik inflamatuvar 

mediyatörlerin ve bağışıklık hücrelerinin SSS ile etkileşimini artırmasına ek olarak 

mikrogliaları sonraki inflamatuvar uyaranlara karşı daha duyarlı hale getirebileceği ve 

böylece mevcut nöroinflamatuvar yanıtı güçlendirebileceği öne sürülmektedir (46, 

47). 

2.2 NLRP3 İnflamazomu  

İnflamazomlar; PAMP ve DAMP’lara yanıt olarak oluşan ve inflamatuvar 

yanıtın düzenlenmesinde görev alan sitozolik çoklu protein kompleksleridir (48).  NLR 

ailesinin bir üyesi olan NLRP3 inflamazomu, AH dahil olmak üzere birçok kronik 

inflamatuvar ve nörodejeneratif hastalığın patolojisinde önemli bir rol oynadığı 

düşünülmektedir (49).  

NLRP3 inflamazomu üç temel kısımdan oluşur: DAMP ve PAMP’larla ilişkili 

hücresel değişiklikleri algılayan bir sensör protein olan NLRP3, NLRP3 ile  efektör 

protein arasındaki bağlantıyı sağlayan adaptör protein ASC (apoptozla ilişkili benek 

benzeri protein) ve aktive olduğunda proteolitik olarak aktif kaspaz-1’e dönüşen 

efektör prokaspaz-1 (50). NLRP3 proteini; N-terminal pirin bölgesi (PYD), ATPaz 

aktivitesine sahip merkezi NACHT bölgesi ve C-terminal lösin açısından zengin tekrar 

(LRR) bölgesinden oluşur (51). Aktivasyon sırasında NLRP3’ün PYD bölgesi, ASC’nin 

PYD bölgesiyle; ASC’nin kaspaz aktivasyon ve bağlanma bölgesi (CARD) ise prokaspaz-

1’in CARD bölgesiyle etkileşerek NLRP3-ASC-prokaspaz-1 kompleksininin kurulmasını 

sağlar (Şekil 2.1.) (49).  
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Şekil 2.1.  NLRP3 inflamazom aktivasyonu (52 numaralı referanstan modifiye edilerek 

alınmıştır) (52). 

Kanonik NLRP3 inflamazomu aktivasyonu genel olarak hazırlama (priming) ve 

aktivasyon olmak üzere birbirini izleyen basamaklardan oluşur. Hazırlama 

basamağında PAMP veya DAMP’lar, hücre yüzeyindeki TLR gibi PRR’ler tarafından 

algılanır. Miyeloid farklılaşma birincil yanıt proteini 88 (MyD88) aracılı sinyal iletimi 

sonucunda nükleer faktör-κB (NF-κB) sinyal yolağı aktive olarak NLRP3 ile pro-IL-1β 

ve pro-IL-18 gibi inflamazomla ilişkili proteinlerin ekspresyonunu artırır. Bu sırada 

meydana gelen posttranslasyonel düzenlemeler NLRP3’ü aktivasyona hazır hale 

getirir. İkinci basamakta ise hücre dışı ATP, iyon dengesindeki değişiklikler ve özellikle 

K+ çıkışı, mitokondriyal stres, ROS oluşumu veya lizozomal bütünlüğün bozulması gibi 

hücresel değişiklikler NLRP3-ASC-pro-kaspaz-1 kompleksinin aktivasyonunu 

indükleyebilir. NLRP3 çok çeşitli PAMP ve DAMP’larla ilişkilendirilmiş olsa da NLRP3 

yanıtının bu moleküllerle doğrudan bağlanarak değil, bunların oluşturduğu ortak 

hücresel stres sinyalleri ile oluştuğu kabul edilmektedir (49, 51).  

Kompleksin birleşmesi prokaspaz-1’in aktif kaspaz-1’e dönüşmesini sağlar. 

Aktif kaspaz-1 ise pro-IL-1β ve pro-IL-18’i proteolitik olarak parçalayarak olgun IL-1β 

ve IL-18’e dönüştürür. Olgun IL-1β, doğal immün hücrelerinin inflamasyonun olduğu 

yere yönlendirilmesini sağlayan ve edinilmiş immün yanıtın düzenlenmesine katkı 
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sunan, inflamatuvar yanıtın gelişiminde önemli rol oynayan güçlü bir proinflamatuvar 

sitokindir. Olgun IL-18 ise doğal katil hücreler ile T hücrelerinin sitozolik aktivitesinin 

artırılması ve  interferon-γ üretiminin uyarılmasında önemli rol oynar (53). Aktive olan 

kaspaz-1 aynı zamanda, gasdermin D’yi (GSDMD) parçalayarak membranda por 

oluşturan N-terminal GSDMD fragmanını oluşturur. Bu porlar IL-1Β ve IL-18’in hücre 

dışına salıverilmesini kolaylaştırırken, ileri düzey aktivasyonda hücre şişmesi ile 

membran bütünlüğünün kaybıyla karakterize piroptoza yol açabilir (Şekil 2.2.) (54, 

55).  

 

Şekil 2.2. AH’de NLRP3 inflamazomunun ön hazırlık ve aktivasyon mekanizmaları (51 
numaralı referanstan modifiye edilerek alınmıştır) (51). 

NLRP3 inflamazomunun anormal veya aşırı aktivasyonu, birçok kronik 

inflamatuvar hastalığın patogenezinde rol oynamaktadır. Gut, ateroskleroz, tip 2 

diyabet (T2DM), multipl skleroz, inflamatuvar bağırsak hastalıkları, ülseratif kolit, 

kolon kanseri, meme kanseri, melanom gibi çeşitli kanserlerin yanı sıra AH’de de 

artmış NLRP3 aktivasyonu bildirilmiştir (56). Özellikle AH’de Aβ’nin TLR’ler ve diğer 

PRR’ler aracılığıyla NF-κB sinyal yolağını aktive ederek hazırlama sinyalini, diğer 

yandan fagosite edilen fibriller Aβ’nin lizozomal bütünlüğü bozarak aktivasyon 
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sinyalini oluşturduğu gösterilmiştir (57). Bu inflamatuvar süreç; nöroinflamasyonun 

şiddetlenmesine, nöronal apoptozun tetiklenmesine ve böylece AH patolojisinin 

ilerlemesine neden olabilir (49).  

2.2.1 NLRP3 İnhibitörleri  

NLRP3 inflamazomunun birçok hastalığın patolojisindeki rolünün 

aydınlatılması, bu kompleksin önemli bir farmakolojik hedef haline gelmesini 

sağlamıştır. NLRP3 inflamazomunun potansiyel inhibisyonu için NLRP3 inflamazom 

aktivasyonunun inhibisyonu, yukarı akış (upstream) sinyallerinin baskılanması, 

inflamazom montajının bloke edilmesi, kaspaz-1 aktivasyonunun inhibisyonu, 

GSDMD parçalanmasının bloke edilmesi ve NLRP3 inflamazomu tarafından üretilen 

inflamatuvar sitokinlerin nötralize edilmesi gibi çeşitli mekanizmaları hedefleyen 

ajanlar geliştirilmiştir (56). Bu ajanlar, hedef seçicilikleri, KBB’yi geçme özellikleri ve 

preklinik ve klinik geliştirilme aşamaları bakımından birbirinden ayrılmaktadır. 

En iyi karakterize edilmiş direkt NLRP3 inhibitörlerinden olan MCC950, 

NLRP3’ün NACHT bölgesine bağlanıp ATPaz aktivitesini engellediği ve böylece 

proteinin aktif konformasyona geçişini, oligomerizasyonunu ve bunu izleyen kaspaz-

1 aktivasyonunu engeller (58). AH modelinde MCC950’nin Aβ birikimini ve 

nöroinflamasyonu azalttığı, bilişsel işlevleri iyileştirdiği gösterilmiştir (59).  

Benzer şekilde dapansutril (OLT1177) de, ATPaz aktivitesini inhibe edip NLRP3 

inflamazom aktivasyonunu bloke ederek etkisini gösterir (56).  OLT1177’nin gut 

ataklarında etkisini değerlendiren tamamlanmış bir Faz 2a çalışmasının sonuçlarına 

göre OLT1177’nin hedef eklem ağrısını, sistemik inflamasyonu azalttığı ve kabul 

edilebilir bir güvenlilik profili gösterdiği ve NLRP3 inhibisyonu için etkili olduğu 

gösterilmiştir (60). AH fare modelinde yapılan bir çalışma, OLT1177’nin NLRP3 

kompleksinin oluşumunu ve pro-IL-1β ve pro-IL-18’in IL-1β ve IL-18’e dönüşümünü 

engelleyerek nöroprotektif etkiler gösterdiğini bildirmiştir (61).  

CY-09, tranilast ve oridonin gibi direkt inhibitörler ile KBB’yi geçmek üzere 

geliştirilen ACI-19764, VTX3232 ve VEN-02XX gibi yeni moleküller farklı preklinik veya 

klinik geliştirme aşamalarındadır (56, 62, 63).  ACI-19764, oral yoldan uygulanabilen 
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ve KBB’yi geçebilen seçici bir NLRP3 inhibitörü olarak geliştirilmektedir. Mart 2026’da 

Faz-1 çalışmasının başlatıldığı bildirilmiş olup  ağustosta açıklanan ön sonuçlarda 20 

mg/gün’e kadar uygulanan dozlarının güvenli olduğu ve iyi tolere edildiği, ayrıca IL-1β 

salıverilmesinde doza bağlı inhibisyon gözlendiği bildirilmiştir. Bu bulgular şirket 

tarafından açıklanan ön veriler olup çalışmanın tam sonuçlarının 2027’nin ilk yarısında 

yayımlanması beklenmektedir (64, 65) .  

Direkt inhibitörlere ek olarak; NLRP3’ü dolaylı yoldan inhibe eden glibürid, 

β-hidroksibütirat (β-HB) gibi ajanlar da sıklıkla preklinik çalışmalarda denenmektedir 

(56, 63).  

Başlıca NLRP3 inhibitörleri ve bildirilen etki mekanizmaları Tablo 2.1.’de 

özetlenmiştir. 

Tablo 2.1. NLRP3 inhibitörleri ve etki mekanizmaları. 

Ajan Farmakolojik 

Hedef 

Etki Mekanizması 

MCC950 NLRP3-NACHT 
bölgesi 

NACHT bölgesindeki ATP hidroliz mekanizmasını 
hedefleyerek NLRP3’ün aktif konformasyona 
geçişini, oligomerizasyonunu ve ASC/kaspaz-1 
aktivasyonunu engeller (66). 

CY-09 NLR3-NACHT 
bölgesi 

ATP bağlanma motifine doğrudan bağlanarak 
ATPaz aktivitesini, NLRP3 oligomerizasyonunu ve 
inflamazom oluşumunu inhibe eder (67). 

 OLT1177 NLRP3 NLRP3 ATPaz aktivitesini ve NLRP3–ASC/NLRP3–
kaspaz-1 etkileşimlerini azaltarak kompleks 
oluşumunu ve IL-1β/IL-18 olgunlaşmasını 
baskılar (68). 

Tranilast NLRP3–NACHT 
bölgesi 

NACHT bölgesine bağlanarak oligomerizasyonu 
engeller (69). 

 Oridonin NLRP3–Cys279 NACHT bölgesindeki Cys279’u modifiye ederek 
inflamazom oluşumunu engeller (70).  

VTX3232 NLRP3; kesin 
bağlanma bölgesi 
açıklanmamıştır 

Oral ve KBB’yi geçebilen seçici bir inhibitör 
olarak NLRP3’e bağlı kaspaz-1 ve sitokin 
oluşumunu baskılar (71). 
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Tablo 2.1. (Devam) NLRP3 inhibitörleri ve etki mekanizmaları. 

ACI-19764 
NLRP3; kesin 
bağlanma bölgesi 
açıklanmamıştır. 

Oral ve KBB’yi geçebilen seçici bir inhibitor olarak 
NLRP3 aracılı kaspaz-1 aktivasyonu ile IL-1β/IL-18 
salıverilmesini azaltır (64). 

 

Glibürid NLRP3’ün yukarı 
akış aktivasyon 
basamakları 

NLRP3 oligomerizasyonunu ve ASC 
kümelenmesini engelleyerek prokaspaz-1’in 
kaspaz-1’e dönüşmesini inhibe eder (72). 

β-HB K⁺ akışı/ASC 
oligomerizasyonu 

ATP gibi NLRP3 aktivatörlerinin neden olduğu K⁺ 
çıkışını azaltarak NLRP3 aktivasyonunu inhibe 
eder. ASC oligomerizasyonu ve ASC benek 
oluşumunu azaltır (73). 

JC124 NLRP3; kesin 
bağlanma bölgesi 
açıklanmamıştır. 

NLRP3, ASC, aktif kaspaz-1 ve IL-1β düzeylerini 
azaltarak inflamazom sinyallemesini baskılar 
(74). 

VEN-02XX NLRP3; kesin 
bağlanma bölgesi 
açıklanmamıştır. 

Oral, seçici ve KBB’yi geçebilen küçük moleküllü 
bir NLRP3 inhibitörüdür; NLRP3 aktivasyonunu ve 
IL-1β/IL-18 üretimini baskılar (75). 

 

2.3 Alzheimer Hastalığında NLRP3 İnflamazomu 

NLRP3 inflamazomunun AH patogenezindeki rolüne ilişkin ilk doğrudan 

kanıtlardan biri Halle ve arkadaşlarının fibriler Aβ’nın mikroglialar tarafından fagosite 

edilmesinin lizozomal bütünlüğü bozarak katepsin-B gibi lizozomal bileşenlerin 

sitoplazmaya salıverilmesinin NLRP3 aktivasyonu yaptığını ve bu nedenle kaspaz-1’in 

aktive olup IL-1β salıverilmesini tetiklediğini gösterdiği çalışmasıdır (57).  

APP/PS1 transgenik AH fare modeli ile yapılan bir çalışmada, NLRP3/kaspaz-1 

yolağının aktive olduğu, Nlrp3 veya Casp1 gen delesyonunun mikroglial Aβ 

fagositozunu artırdığı, amiloid birikimini azalttığı ve bilişsel gerilemeye karşı koruyucu 

etki gösterdiği bildirilmiştir (5). İnsanlardan elde edilen bulgular da bu sonuçları 

desteklemektedir. İleri evre AH hastalarının periferik monositlerinde NLRP3, kaspaz-

1, IL-1β, IL-18 aktivasyonunun arttığı gösterilmiştir (76). Postmortem AH beyinlerinde 
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ise NLRP3, ASC ve kaspaz-1’in mikroglialarda birlikte eksprese edildiği ve 

inflamazomla ilişkili piroptotik sinyallemenin arttığı gösterilmiştir (77).   

NLRP3 aktivasyonu yalnızca inflamatuvar sitokinlerin salıverilmesini 

tetiklemekle kalmayıp, aynı zamanda Aβ ve tau patolojisini güçlendiren bir geri 

besleme döngüsü de oluşturabilmektedir. Aktive mikroglialardan hücre dışına 

salıverilen ASC beneklerinin Aβ’ya bağlanarak Aβ oligomerizasyonunu ve 

agregasyonunu artırdığı ve böylece Aβ patolojisinin yayılımını desteklediği 

gösterilmiş; buna karşılık APP/PS1/Asc−/− farelerinde veya anti-ASC antikoru 

uygulanan modellerde Aβ agregasyonu ve patolojisinin yayılımının azaldığı 

bildirilmiştir (78). Benzer şekilde tau agregatları, mikroglial NLRP3-ASC 

inflamazomunu aktive etmiş; ASC eksikliği patolojik tau birikimini azaltmıştır (79).  

NLRP3 fonksiyon kaybının tau kinaz ve fosfatazların aktivitesini düzenleyerek tau 

hiperfosforilasyonunu ve agregasyonunu azalttığı gösterilmiştir (80). Bu bulgular, 

NLRP3 aktivasyonunun Aβ birikimine verilen ikincil bir inflamatuvar yanıt olmanın 

ötesinde hem Aβ hem de tau patolojisini güçlendiren aktif bir mekanizma 

olabileceğini düşündürmektedir.  

NLRP3’ün farmakolojik olarak inhibe edildiği çalışmalar da bu hedefin 

terapötik potansiyelini desteklemektedir. NLRP3 inhibitörlerinin uygulanmasının 

farklı AH modellerinde inflamazom aktivasyonunu, nöroinflamasyonu ve amiloid 

patolojisini azalttığı bildirilmiştir. MCC950 tedavisi APP/PS1 transgenik farelerinde 

kaspaz-1 ve mikroglia aktivasyonunu azaltmış, mikroglial Aβ fagositozunu artırmış, 

amiloid yükünü düşürmüş ve bilişsel performansı iyileştirmiştir (59). JC-124 tedavisi 

TgCRND8 farelerde NLRP3 inflamazom aktivasyonunu, Aβ birikimini, oksidatif stres ve 

mikroglial aktivasyonu azaltırken sinaptofizin düzeylerini artırmıştır (81); APP/PS1 

transgenik farelerde JC-124 uygulanarak gerçekleştirilen başka bir çalışmada ise 

NLRP3 inhibisyonu, amiloid yükünü ve nöroinflamasyonu azaltıp sinaptik protein 

düzeylerini koruyarak bilişsel işlevleri iyileştirmiştir (74). Oral NLRP3 inhibitörü 

OLT1177 tedavisi, APP/PS1 transgenik farelerinde bozulmuş öğrenme ve bellek 

işlevlerinde iyileştirme sağlamış; IL-1β, IL-6 gibi inflamatuvar sitokin düzeylerini ve 

kortikal Aβ plak yükünü azaltmıştır (61). APP/PS1 transgenik fare modelinde, NLRP3 
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gen delesyonunun veya kronik farmakolojik NLRP3 inhibisyonunun mikroglial 

glutamin metabolizmasını yeniden düzenleyerek Aβ fagositozunu artırdığı (82), 

5XFAD/Rubicon gen delesyonlu transgenik farelerde, selektif NLRP3 inhibitörü VEN-

02XX’in bilişsel bozukluğu, mikrogliozu, nöronal kaybı ve tau patolojisini azalttığı 

bildirilmiştir (75). Bu bulgular, NLRP3 inhibisyonunun AH için araştırılmaya değer bir 

tedavi stratejisi olduğunu göstermektedir. 

2.4 Alzheimer ve Diyabet Hastalığı İlişkisi 

DSÖ 2022 verilerine göre yaklaşık 830 milyon Diabetes Mellitus (DM) hastası 

vardır (83). 

Artan epidemiyolojik kanıtlar, DM’li bireylerin demans gelişme riskinin daha 

yüksek olduğunu göstermektedir (84). T2DM’li bireylerde demans gelişme riski, 

diyabeti olmayanlara kıyasla yaklaşık %60 daha yüksektir (85). DM ve AH arasındaki 

bağlantı, bu iki hastalığın nörodejeneratif süreçler sırasında benzer patolojik 

mekanizmaları paylaşmasıyla ortaya çıkmaktadır (86, 87). DM’nin makrovasküler 

(kardiyovasküler hastalıklar) ve mikrovasküler (nefropati, retinopati ve nöropati) 

komplikasyonları iyi bilinmektedir ve bilişsel fonksiyon bozukluğuna ve demansa 

zemin olan beyne özgü komplikasyonları da birçok araştırmanın konusu olmuştur 

(88). Her iki hastalığın patogenezinde de kronik inflamasyon, vasküler disfonksiyonlar, 

oksidatif stres, amiloidogenez ile insülin, glukoz ve yağ asidi metabolizmasındaki 

bozukluklar öne çıkmakta; glikasyona ya da oksidatif modifikasyona uğramış 

proteinlerin birikimi gözlenmektedir (89). 

DM ve AH arasındaki ortak patofizyolojik mekanizmalar, antidiyabetik ilaçların 

AH tedavisinde yeniden konumlandırılmasına (repurposing) yönelik ilgiyi artırmıştır. 

Bu kapsamda intranazal insülin, metformin ve tiyazolidindionlar gibi insülin 

sinyallemesini veya duyarlılığını hedefleyen ajanların yanı sıra glukagon benzeri 

peptid-1 (GLP-1) reseptör agonistleri ve dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) inhibitörleri gibi 

inkretin temelli tedaviler farklı preklinik ve klinik çalışmalarda değerlendirilmiştir. 

Preklinik modellerde bu ilaç sınıflarının büyük bölümü Aβ birikimi, tau 

hiperfosforilasyonu, nöroinflamasyon ve bilişsel bozulma üzerine olumlu etkiler 
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göstermiş ancak insan çalışmalarına geçildiğinde bulgular ilaç grupları arasında 

belirgin şekilde farklılaşmıştır. GLP-1 reseptör agonistleri T2DM hastalarında azalmış 

demans riskiyle ilişkilendirilirken, DPP-4 inhibitörlerine dair kanıtlar karışık olmakla 

birlikte bazı çalışmalar koruyucu bir etkiye işaret etmektedir. Metformin ve 

tiyazolidindionlar için ise gözlemsel çalışmalar ve klinik çalışmalar tutarsız sonuçlar 

verirken, bazı kohort çalışmalarında artmış demans bildirilmektedir.  Son yıllarda 

SGLT-2 inhibitörlerinin de glisemik etkilerinin ötesinde preklinik modellerde Aβ 

birikimini, tau hiperfosforilasyonunu ve nöronal kaybı azalttığı gösterildiği için AH’de 

yeniden konumlandırılabilecek potansiyel ilaç adayları arasında yer aldığı ve bu 

yöndeki preklinik ve gözlemsel kanıtların giderek arttığı bildirilmektedir (90). 

2.5 Sodyum Glukoz Kotransporteri-2 İnhibitörleri  

SGLT-2 proteinleri, böbrek proksimal tübüllerinde glukozun büyük bölümünün 

geri emiliminden sorumlu transmembranal proteinlerdir. Günümüzde DM 

tedavisinde kullanılan ve gliflozinler olarak da adlandırılan SGLT-2 inhibitörleri, renal 

glukoz geri emilimini azaltıp glukozüriyi artırarak serum glukoz düzeylerini insülinden 

bağımsız biçimde düşüren bir etki mekanizmasına sahiptirler. Aynı zamanda 

natriüreze neden olarak kan basıncında azalmaya yol açarlar (91). 

SGLT-2 inhibitörlerinin geliştirilme süreci, 1835 yılında elma ağacı kök 

kabuğundan florizinin izole edilmesine dayanmaktadır. Florizinin düşük 

biyoyararlanımı, SGLT1 veya SGLT-2’ye karşı seçici olmaması ve ciddi gastrointestinal 

yan etkileri nedeniyle terapötik kullanımı uygun bulunmamıştır. Kanagliflozin, 2013 

yılında T2DM tedavisi için Amerika Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafından onaylanan ilk 

SGLT-2 inhibitörü olmuş, bunu 2014 yılında empagliflozin ve dapagliflozin izlemiştir 

(92). Günümüzde klinik kullanım için ruhsatlandırılmış diğer SGLT-2 inhibitörleri 

ertugliflozin, beksagliflozin, ipragliflozin, luseogliflozin, tofogliflozin, remogliflozin 

etabonat, sotagliflozindir. Ertugliflozin ve beksagliflozin FDA tarafından onaylanmış 

olup ipragliflozin, luseogliflozin ve tofogliflozin başta Japonya olmak üzere bazı Asya 

ülkelerinde, remogliflozin etabonat Hindistan’da ruhsatlıdır. Hem SGLT-1 hem SGLT-

2 inhibitörü olan sotagliflozin ise ABD’de kalp yetmezliği ve Avrupa’da ise seçilmiş 
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T1DM hastalarında kullanım içinruhsatlıdır (93-98). Türkiye’de ise klinik kullanımda 

olan ajanlar dapagliflozin, empagliflozin ve kanagliflozindir (99). 

Kan glukozunu düzenlemedeki rollerinin ötesinde, SGLT-2 inhibitörlerinin 

kardiyoprotektif ve nefroprotektif etkileri bulunmaktadır veDM varlığından bağımsız 

olarak kalp yetmezliği ve kronik böbrek hastalığı olan hastalarda kullanılabilmektedir. 

Bu kardiyovasküler ve renal yararların yalnızca glisemik kontrol ile açıklanamaması, 

SGLT-2 inhibitörlerinin metabolik etkilerinin ötesinde hücresel stres ve/veya 

inflamatuvar yanıtları da modüle edebileceğini düşündürmüştür (100-105). 

Özellikle kronik inflamasyonun hem DM komplikasyonlarında hem de AH 

patogenezinde ortak bir mekanizma olarak öne çıkması, SGLT-2 inhibitörlerinin 

antiinflamatuvar özelliklerine olan ilgiyi artırmıştır.  

2.5.1 SGLT-2 İnhibitörlerinin Antiinflamatuvar Etkileri   

SGLT-2 inhibitörlerinin antiinflamatuvar etkileri; TLR4/NF-κB, mitojenle aktive 

olan protein kinaz (MAPK) ve Janus kinaz (JAK)/ sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon 

aktivatörü (STAT) gibi proinflamatuvar sinyal yolaklarının baskılanması, adenozin 

monofosfat ile aktive olan protein kinaz (AMPK) aktivasyonunun artırılması, TNF-α, 

IL-6 ve IL-1β gibi proinflamatuvar mediyatörlerin üretiminin azaltılması ve 

monosit/makrofajların inflamatuvar aktivasyonu gibi çeşitli mekanizmalarla 

ilişkilendirilmektedir (106).  Bu antiinflamatuvar etkiler arasında NLRP3 inflamazom 

aktivasyonunun baskılanması da önemli bir mekanizma olarak öne çıkmaktadır. 

Bununla birlikte SGLT-2 inhibitörleri, NLRP3’e doğrudan bağlanan selektif inhibitörler 

değildir. NLRP3 üzerindeki etkilerinin β-HB düzeylerini artırmaları, insülin düzeyini 

azaltmaları, AMPK aktivasyonu, mitokondriyal işlevlerin ve hücre içi Ca²⁺ 

homeostazını iyileştirilmeleri ile oksidatif ve endoplazmik retikulum stresini 

azaltmaları gibi dolaylı mekanizmalar aracılığıyla gerçekleştiği düşünülmektedir (8). 

T2DM hastası olan ve yüksek kardiyovasküler riski bulunan hastalarda yapılan 

bir çalışmada 30 gün süreyle empagliflozin veya sülfonilüre uygulanmıştır. Her iki 

tedavi benzer glukoz düşürücü etki göstermesine rağmen SGLT-2 inhibitörü alan 

hastalardan elde edilen makrofajlarda ATP veya palmitat ile uyarılan IL-1β 
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salıverilmesinin daha fazla azaldığı bildirilmiştir. Bu etkiye serum β-HB düzeylerindeki 

artış ve insülin düzeylerindeki azalma eşlik etmiş; ex vivo deneylerde yüksek β-HB ve 

düşük insülin düzeylerinin NLRP3 aktivasyonunu baskıladığı doğrulanmıştır. Bu 

bulgular, SGLT-2 inhibitörlerinin NLRP3 üzerindeki etkisinin yalnızca glisemik kontrole 

bağlı olmadığını düşündürmüştür (100). 

Diyabetik kardiyomiyopati modelinde yapılan bir çalışmada dapagliflozin, 

NLRP3, ASC, kaspaz-1 ve IL-1β düzeylerini azaltarak kardiyak inflamasyon ve fibrozisi 

azaltmış ve ventrikül fonksiyonları iyileştirmiştir (107). Empagliflozin de diyabetik 

olmayan kalp yetmezliği modellerinde NLRP3 aktivasyonunu azaltarak kardiyak 

fonksiyonların korunmasını sağlamıştır (108). 

Benzer etkiler böbrek hastalıklarında da gösterilmiştir. Dapagliflozin, diyabetik 

nefropati modelinde NLRP3/ASC yolağını ve inflamatuvar sitokinleri inhibe ederek 

böbrek fonksiyonlarını iyileştirmiştir (109). Renal fibrozis modelinde ise itakonat 

üretimini artırarak NLRP3 aktivasyonunu ve fibrozisi azaltmıştır (110). Empagliflozinin 

ayrıca obeziteye bağlı böbrek hasarında ve metabolik karaciğer hastalığında NLRP3 

aktivasyonu ile lipid birikimini azalttığı bildirilmiştir (111, 112). Bu bulgular, SGLT-2 

inhibitörlerinin farklı hastalıklardaki inflamatuvar mekanizmalara NLRP3 inhibisyonu 

üzerinden antiinflamatuvar etkisinin olabileceğini göstermektedir. 

SGLT-2 inhibitörlerinin kardiyak, renal ve metabolik hastalık modellerinde 

NLRP3 inflamazomunu baskılayabildiğinin gösterilmesi, benzer mekanizmaların 

SSS’deki inflamatuvar süreçlerde de etkili olabileceğini düşündürmüş, SGLT-2 

inhibitörlerinin AH açısından potansiyel nöroprotektif etkilerinin araştırılmasına 

temel oluşturmuştur. 

2.5.2 SGLT-2 İnhibitörlerinin Alzheimer Hastalığı Tedavisinde Kullanılması 

SGLT-2 inhibitörlerinin kardiyak, renal ve metabolik hastalık modellerinde 

NLRP3 inflamazomunu baskılayabildiğinin gösterilmesi, benzer mekanizmaların 

SSS’deki inflamatuvar süreçlerde de etkili olabileceğini düşündürmüş, SGLT-2 

inhibitörlerinin AH açısından potansiyel nöroprotektif etkilerinin araştırılmasına 

temel oluşturmuştur. 
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AH ve T2DM özelliklerini birlikte taşıyan APP/PS1 x db/db fareleriyle yapılan 

bir çalışmada empagliflozin tedavisinin; kortikal incelmeyi, nöronal kaybı, mikroglial 

aktivasyonu, serebral hemoraji ve amiloid plak yükünü azalttığı; öğrenme ve bellek 

bozukluğunu iyileştirdiği gösterilmiştir (113). Yüksek yağlı diyet ve streptozotosinle 

oluşturulan başka bir T2DM ve AH modelinde de empagliflozin, beyin insülin 

sinyallemesini iyileştirmiş, Aβ birikimini ve tau hiperfosforilasyonunu azaltarak 

hipokampal öğrenme ve bellek işlevlerini korumuştur (114). 

SGLT-2 inhibitörlerinin AH’deki etkilerinde nöroinflamasyonun baskılanması 

da önemli görünmektedir. Alüminyum klorürle oluşturulan AH-benzeri sıçan 

modelinde kanagliflozin, tiyoredoksin ile etkileşen protein (TXNIP)/NLRP3 

inflamazom yolağını ve proinflamatuvar sinyallemeyi baskılamış; mitokondriyal 

fonksiyonları, otofajiyi ve bilişsel performansı doza bağımlı olarak iyileştirmiştir (115). 

Hücresel AH modellerinde ise empagliflozin ve dapagliflozin, Aβ’nin neden olduğu 

hücre ölümünü, ROS oluşumunu, NLRP3 aktivasyonunu ve p-tau181 düzeylerini 

azaltmış; GSK-3β ve sikline bağımlı kinaz 5 (CDK5) sinyallemesini baskılamıştır (116). 

Daha yakın tarihli bir çalışmada enavogliflozin, 5XFAD farelerde mikroglial AMPK 

sinyallemesini ve mitokondriyal işlevleri güçlendirerek Aβ fagositozunu artırmış; Aβ40, 

Aβ42 düzeylerini, plak yükünü ve nöroinflamasyonu azaltırken sinaptik plastisiteyi ve 

bilişsel performansı iyileştirmiştir (117). 

Klinik çalışmalar da bu potansiyeli desteklemektedir. T2DM’li 110.885 

eşleştirilmiş hasta çiftinin incelendiği bir kohort çalışmasında SGLT-2 inhibitörü 

kullananlarda, DPP-4 inhibitörü kullananlara kıyasla AH gelişme riskinin yaklaşık %39 

oranında azaldığı, SGLT-2 inhibitörleriyle DPP-4 inhibitörlerini kullananları 

karşılaştıran 278.689 kişilik başka bir kohortta bu oranın %18 azaldığı bildirilmiştir 

(118, 119).  Dokuz retrospektif kohort çalışmasını ve toplam 2.433.086 T2DM 

hastasını (601.692 SGLT-2 inhibitörü kullanıcısı ve 1.831.394 DPP-4 inhibitörü 

kullanıcısı) kapsayan bir meta-analizde, SGLT-2 inhibitörü kullanımı DPP-4 

inhibitörlerine kıyasla Alzheimer hastalığı riskinde %38 azalma ile ilişkili bulunmuştur 

(120). 1.348.362 kişilik T2DM kohortunda, SGLT-2 inhibitörü kullanan hastalarda, 
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SGLT-2 inhibitörü dışındaki oral antidiyabetik ilaçları kullanan hastalara kıyasla AH 

gelişme riskinin yaklaşık %19 daha düşük olduğu bildirilmiştir (121).   

Mevcut bulgular, SGLT-2 inhibitörlerinin AH’de metabolik, vasküler ve 

inflamatuvar yolakları hedefleyen potansiyel ilaç adayları olduğunu göstermekle 

birlikte, hastalık modifiye edici etkinliklerinin kanıtlanması için daha geniş örneklemli 

ve uzun süreli klinik çalışmalara ihtiyaç vardır. 

AH’de mikroglial aktivasyon ve NLRP3 inflamazomunun aşırı aktivasyonu, 

kronik nöroinflamasyonun gelişmesinde ve nörodejeneratif sürecin ilerlemesinde 

önemli rol oynamaktadır. SGLT-2 inhibitörlerinin glisemik kontrolün ötesinde 

antiinflamatuvar etkiler gösterebildiği ve NLRP3 inflamazom aktivasyonunu 

baskılayabildiği bildirilmiş olmakla birlikte, bu ilaçların AH ile ilişkili nöroinflamatuvar 

koşullarda NLRP3 inflamazomu üzerindeki etkileri ve farklı SGLT-2 inhibitörleri 

arasındaki olası farklılıklar henüz yeterince aydınlatılmamıştır. Bu tez çalışmasında, 

öncelikle Aβ ve LPS kullanılarak BV2 mikroglia hücrelerinde in vitro nöroinflamasyon 

modelleri oluşturulmuş, devamında beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, 

ertugliflozin ve kanagliflozinin NLRP3 inflamazomu aracılı inflamatuvar yanıt 

üzerindeki etkileri araştırılmıştır.  

Çalışmanın temel hipotezi, SGLT-2 inhibitörlerinin mikroglial NLRP3 

inflamazom aktivasyonunu baskılayarak inflamatuvar yanıtı azaltacağı ve bu etkinin 

farklı SGLT-2 inhibitörleri arasında değişkenlik göstereceğidir. Bu kapsamda, SGLT-2 

inhibitörlerinin NLRP3, ASC ve kaspaz-1 protein düzeyleri ile IL-1β ve IL-18 düzeyleri 

üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesi ve Aβ ile LPS tarafından oluşturulan 

inflamatuvar koşullardaki etkilerinin karşılaştırılması hedeflenmiştir. Mikroglial 

inflamatuvar yanıtın SGLT-2 inhibitörleriyle değişiminin kontrollü deneysel koşullarda 

incelenebilmesi, farklı ajanların aynı koşullarda karşılaştırılabilmesi ve sistemik 

değişkenlerin etkisinin sınırlandırılabilmesi amacıyla in vivo bir model yerine BV2 

hücrelerine dayalı in vitro bir model tercih edilmiştir. Böylece SGLT-2 inhibitörlerinin 

AH ile ilişkili nöroinflamasyonda NLRP3 inflamazomunu hedefleyen potansiyel 

farmakolojik yaklaşımlar olarak değerlendirilmesine ve gelecekte yapılacak 

mekanistik ve preklinik çalışmalara bilimsel zemin oluşturulması amaçlanmıştır. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

Bu çalışma Hacettepe Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Kordinasyon 

Birimi (BAP, Proje numarası: THD-2025-21818) tarafından desteklenmiştir. Hücre 

kültürü deneyleri Hacettepe Üniversitesi Farmakoloji Anabilim Dalı Araştırma 

Laboratuvarı ve Hücre Kültürü biriminde, Western blot ve ELISA deneyleri Karolinska 

Institutet Neo Isotope Core Facility’de gerçekleştirilmiştir. Çalışmada ticari hücre 

kültürü hattı kullanıldığından etik kurul izni gerekmemektedir. 

3.1. Hücre Kültürü 

AH benzeri nöroinflamasyon modeli fare mikroglial hücre hattı olan BV2 hücre 

hattı (Cytion, Almanya) kullanılarak oluşturulmuştur. BV2 hücreleri, primer mikroglial 

hücrelerin morfolojik ve fonksiyonel özelliğini koruyan immortalize murin mikroglial 

hücre hattı olması nedeniyle in vitro mikroglia modeli olarak yaygın olarak 

kullanılmaktadır (122). Çalışmamızda kullanılan BV2 hücre hattının özellikleri Tablo 

3.1.’de verilmiştir. 

Tablo 3.1 BV2 hücre hattının özellikleri (123). 

Hücre hattı BV2  

Organizma Mus musculus 

Doku Beyin 

Suş C57BL/6 

Cinsiyet Dişi 

Hücre tipi Mikroglia 

Kültür özelliği Adherent 

 

 BV2 mikroglia hücreleri; ısıyla inaktive edilmiş %10 fötal sığır serumu (FBS; 

Capricorn Scientific, Almanya), 100 U/mL penisilin ve 100 µg/mL streptomisin 

(Cegrogen Biotech, Almanya) içeren Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; 

Pricella, Çin) vasatında; 37°C’de %5 CO2 - %95 hava içeren bir hücre kültürü 

atmosferinde tutuldu. Hücrelerin adherans durumu, morfolojisi ve vasatın pH’sı 

düzenli aralıklarla izlendi ve 3-4 günde bir vasat değişimi yapıldı. Hücreler uygun 
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yoğunluğa ulaştığında pasajlandı ve deneylerde 5-10. pasajlar arasındaki BV2 

hücreleri kullanıldı. 

3.1.1. Hücrelerin Çözdürülmesi ve Dondurulması 

Hücreleri çözdürmek için, -80°C’den çıkarılan kriyotüpler hızlıca 37°C’lik su 

banyosunun içinde çözdürüldü. Çözünen hücre süspansiyonu, vasat ile seyreltilerek 

1500 rpm’de 3 dakika santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldıktan sonra hücre 

pelleti yeniden vasatla süspanse edilip aynı yıkama işlemi bir kez daha tekrarlanarak 

dimetil sülfoksitin (DMSO) ortamdan tamamen uzaklaştırılması sağlandı. Sonrasında 

kültür vasatında, T25 flasklara (25 cm2), her flaskta 1x 106 hücre olacak şekilde 

ekilerek, yeterli konfluense ulaşana kadar 37°C’de %5 CO2’li inkübatörde inkübasyona 

bırakıldı.  

Hücreler flaskın yüzeyinin yaklaşık %80’ini kapladığında vasat uzaklaştırılıp 

hücreler steril fosfat tamponlu salin (PBS; pH 7,4) ile yıkandı. Sonra flask yüzeyine 

%0,25 tripsin-EDTA (Capricorn Scientific, ABD) eklenip 37°C’de 3 dakika inkübe edildi 

ve sonrasında tripsinin etkisini durdurmak için vasat eklendi. Elde edilen hücre 

süspansiyonu 1500 rpm'de 3 dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı 

uzaklaştırıldıktan sonra hücre pelleti, 1 mL vasat içinde yeniden süspanse edildi. 

Hücre yoğunluğu ve canlılık oranı otomatik hücre sayım cihazı (Biorad TC20 

Automated Cell Counter) kullanılarak belirlendi.   

Hücre canlılığı testi ve Griess nitrit analizleri için BV2 hücreleri, 96 kuyucuklu 

hücre kültürü plakalarına, her kuyucukta 0,01 x 106 olacak şekilde; Western blot ve 

enzime bağlı immünosorbent analizinde (enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA) kullanılacak hücreler ise 6 kuyucuklu kültür plakalarına her kuyucukta 0,3 x 106 

hücre olacak biçimde ekildi. Hücrelerin plaka yüzeyine tutunabilmesi için plakalar 

37°C’de, %5 CO₂ içeren nemlendirilmiş inkübatörde 24 saat bekletilip ardından 

belirlenen deney gruplarına uygun ilaç ve indüksiyon uygulamalarına geçildi. 

Hücrelerin dondurulması amacıyla aynı şekilde vasat uzaklaştırılıp hücreler 

PBS ile yıkandı ve %0,25 tripsin-EDTA aracılığıyla flask yüzeyinden ayrıldı. Tripsin 

aktivitesi vasatla durdurulduktan sonra hücre süspansiyonu 1500 rpm’de 3 dakika 
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santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırılıp kalan hücre pelletinin, %10 DMSO 

dondurma vasatında yeniden süspanse edilmesi sağlandı. Süspansiyon, 2 mL’lik 

kriyotüplere tüp başına 1 mL olacak şekilde dağıtıldı ve kademeli soğutma amacıyla 

kriyotüpler önce -20°C’de 2 saat bekletildi, ardından -80°C’ye aktarılarak saklandı. 

3.2. Deneysel Ajanlar 

3.2.1. Amiloid Betanın Hazırlanması 

AH-benzeri nöroinflamasyon modeli oluşturulmasında insan Aβ1-42  aminoasit 

dizisi temel alınarak kimyasal peptit sentezi yöntemiyle üretilmiş, %95’in üzerinde 

saflıkta liyofilize Amiloid Beta1-42 peptidi (Peptiteam, Türkiye) kullanıldı. Peptit, 

deneylerde kullanılmak için fibrillere çevrildi (124, 125)  Nöroinflamatuvar yanıtın 

oluşturulması amacıyla, literatürde BV2 hücrelerinde inflamatuvar yanıt 

oluşturulduğu bildirilen 5 μM konsantrasyonu tercih edildi (126, 127).  

Aβ peptidi 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP; AAblocks, ABD) içerisinde 

çözüldü ve laminar hava akımlı kabin içinde bir gece bekletilerek HFIP’ın tamamen 

uzaklaşması sağlandı. Elde edilen peptit mikrofilmi steril PBS içerisinde yeniden 

çözüldü. Aβ agregasyonunu sağlamak için peptit çözeltisi 37°C’'de 24 saat inkübe 

edildi ve ardından nazikçe karıştırıldı. Daha sonra çözelti 5 dakika boyunca 

sonikasyona tabi tutuldu, alikotlara ayrıldı ve kullanıma kadar -80°C’de saklandı. Aβ 

tedavisinden hemen önce, stok çözeltisinin bir alikotu dondurucudan çıkarıldı ve 

çözüldü. Aβ gruplarındaki hücreler 5 μM Aβ ile 24 saat süre ile inkübe edildi. 

3.2.2. Lipopolisakkaritin Hazırlanması  

Nöroinflamasyon modelinin oluşturulmasında, Escherichia coli O55:B5 

serotipinden elde edilen LPS kullanıldı. Nöroinflamatuvar yanıtın oluşturulması 

amacıyla, literatürde BV2 hücrelerinde inflamatuvar yanıt oluşturulduğu bildirilen 

100 ng/mL konsantrasyonu tercih edildi (128, 129). LPS, ilgili konsantrasyonda olacak 

şekilde PBS içinde çözüldü. Bu stok çözeltisinin alikotları -20°C bir dondurucuda 

saklandı. LPS tedavisinden hemen önce, stok çözeltisinin bir alikotu dondurucudan 
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çıkarıldı ve çözdürüldü. LPS ile indüklenen deney gruplarındaki BV2 hücreleri, 100 

ng/mL LPS varlığında 8 saat süreyle inkübe edildi. 

3.2.3. SGLT-2 İnhibitörlerinin Hazırlanması  

SGLT-2 inhibitörlerinin 1 mM stok çözeltileri, distile su içerisinde hazırlandı ve 

deneylerde kullanılmak üzere tek kullanımlık alikotlara ayrılarak -20°C’de saklandı. 

Deney günü uygun çalışma konsantrasyonlarına seyreltildi. 

Tablo 3.2. Çalışmada kullanılan SGLT-2 inhibitörleri. 

Gliflozin Üretici Katalog No Stok Kons. Tarama Kons. 

Beksagliflozin Ambeed  A187149 1 mM 1, 5, 10, 25, 50 µM 

Dapagliflozin Ambeed A120381 1 mM 1, 5, 10, 25, 50 µM 

Empagliflozin Ambeed A112500 1 mM 1, 5, 10, 25, 50 µM 

Ertugliflozin Ambeed A191432 1 mM 1, 5, 10, 25, 50 µM 

Kanagliflozin Ambeed A335983 1 mM 1, 5, 10, 25, 50 µM 

3.3. Hücre Canlılığı Testi   

Uygulanan ajanların farklı konsantrasyon ve maruziyet sürelerinde hücre 

canlılığı üzerindeki etkilerini belirlemek amacıyla 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür (MTT) testi gerçekleştirildi. Yöntem, metabolik olarak aktif 

hücrelerde MTT’nin mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri aracılığıyla çözünmeyen 

mor renkli formazan kristallerine indirgenmesi esasına dayanmaktadır (130). 

Deneyden 24 saat önce BV2 hücreleri, 96 kuyucuklu hücre kültürü plakalarına, 

kuyucuk başına 2 x 10⁴ hücre olacak şekilde ekildi ve hücrelerin yüzeye tutunması için 

37°C’de, %5 CO₂ içeren nemlendirilmiş inkübatörde gece boyunca inkübe edildi. 

Ertesi gün hücrelere beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin veya 

kanagliflozin 1, 5, 10, 25 veya 50 µM konsantrasyonlarında uygulandı ve hücreler 24, 

48 veya 72 saat inkübe edildi. 

İnkübasyon sürelerinin tamamlanmasının ardından kuyucuklardaki vasat 

uzaklaştırıldı ve hücrelere son konsantrasyonu 0,45 mg/mL olacak şekilde MTT 

solüsyonu eklendi. Plakalar, formazan kristallerinin oluşması amacıyla 37°C’de ve 
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ışıktan korunarak 3 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonunda MTT içeren ortam 

dikkatlice uzaklaştırıldı ve oluşan formazan kristallerinin çözünmesi amacıyla her bir 

kuyucuğa 100 µL DMSO eklendi. Kristallerin tamamen çözünmesini sağlamak 

amacıyla plakalar yaklaşık 10-15 dakika orbital çalkalayıcıda çalkalandı. 

Formazan oluşumuna bağlı absorbans değerleri mikroplaka okuyucu 

kullanılarak 570 nm dalga boyunda ölçüldü. Elde edilen absorbans değerleri 

hücrelerin metabolik aktivitesinin ve dolayısıyla hücre canlılığının göstergesi olarak 

değerlendirildi. Kontrol grubunun hücre canlılığı %100 olarak kabul edilerek uygulama 

gruplarındaki hücre canlılığı kontrol grubuna göre yüzde (%) olarak hesaplandı. 

3.4. Nitrit Düzeyinin Griess Yöntemi ile Ölçülmesi 

Uygulanan ajanların, Aβ veya LPS ile indüklenen inflamatuvar yanıtın BV2 

hücrelerinde NO üretimi üzerindeki etkisini değerlendirmek amacıyla Griess yöntemi 

kullanıldı. NO kısa ömürlü ve kararsız bir molekül olduğundan, hücre kültürü 

süpernantlarında NO’nun daha kararlı bir son ürünü olan nitrit (NO₂⁻) düzeyi 

spektrofotometrik olarak ölçüldü. Yöntem, nitritin asidik ortamda sülfanilamit ile 

reaksiyona girmesi ve sonrasında N1-1-naftiletilendiamin dihidroklorür (NED) ile 

birleşerek pembe-mor renkli bir ürün oluşturma esasına dayanır. Oluşan rengin 

şiddeti, örnekte bulunan nitrit miktarı ile doğru orantılı olarak değerlendirildi (131).  

Griess reaktifi, deney günü taze olarak hazırlandı. %1 sülfanilamid ve %0,1 

NED, %3 fosforik asit (H3PO4) içerisinde çözüldü distile su ile 100 mL’ye tamamlandı. 

Hazırlanan reaktif ışıktan korunarak saklandı ve deney sırasında buz üzerinde tutuldu.  

Nitrit konsantrasyonlarının hesaplanabilmesi için, 1 mM sodyum nitrit 

(NaNO₂) stok çözeltisinden PBS ile seri seyreltmeler yapılarak 0-100 µM aralığında (0, 

1, 2,5, 5, 10, 20, 50 ve 100 µM) standartlar hazırlandı. Elde edilen absorbans değerleri 

ile standart eğri oluşturuldu.  

Deneyden bir gün önce BV2 hücreleri tripsin-EDTA uygulanarak flask 

yüzeyinden kaldırıldı. BV2 hücreleri 96 kuyucuklu plakalara ekildikten sonra 24 saat 

inkübe edilerek yüzeye tutunmaları sağlandı. Tripsin aktivitesi serum içeren kültür 

vasatıyla durdurulduktan sonra hücre süspansiyonu 1500 rpm’de 3 dakika santrifüj 
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edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı ve hücre pelleti kültür vasatında yeniden süspanse 

edildi. Hücre sayımının ardından BV2 hücreleri, 96 kuyucuklu kültür plakalarına, 

kuyucuk başına 2 x 10⁴ hücre olacak şekilde ekildi. Plakalar, hücrelerin yüzeye 

tutunması amacıyla 37°C’de ve %5 CO₂ içeren nemlendirilmiş inkübatörde 24 saat 

bekletildi. İnkübasyonun ardından kültür vasatı uzaklaştırıldı ve hücrelere 1-50 µm 

aralığında beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin veya kanagliflozin 

uygulandı. Hücreler SGLT-2 inhibitörleriyle 1 saat ön inkübasyona bırakıldı. Ön 

inkübasyonun tamamlanmasının ardından, ilaç içeren vasat uzaklaştırılmadan ilgili 

deney gruplarına 5 µM Aβ veya 100 ng/mL LPS eklendi ve sonra 24 saat inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası her kuyucuktan 50 µL süpernatant alınarak yeni bir 96 kuyucuklu 

plakaya aktarıldı ve üzerine 50 µL Griess reaktifi eklendikten sonra oda sıcaklığında ve 

ışıktan korunarak 10 dakika daha inkübe edildi. Oluşan rengin absorbansı, mikroplaka 

okuyucu kullanılarak 550 nm dalga boyunda ölçüldü. 

Aβ deneylerinde kullanılan NaNO₂ standart eğri y = 0,0007320x + 0,03936 

denklemiyle yüksek doğrusallık gösterdi (R² = 0,9992). LPS deneylerinde kullanılan 

NaNO₂ standart eğri y = 0,001420x + 0,05397 denklemiyle yüksek doğrusallık gösterdi 

(R² = 0,9982). Bu regresyon denklemleri, hücre kültürü süpernatantlarında ölçülen 

absorbans değerlerinin nitrit konsantrasyonlarına (µM) dönüştürülmesinde kullanıldı 

ve örneklerdeki nitrit düzeyleri, BV2 hücrelerinde oluşan NO üretiminin bir göstergesi 

olarak değerlendirildi. 

3.5. Hücre Kültürü Örneklerinin Analiz İçin Hazırlanması 

Western blot ve ELISA analizlerinde kullanılacak örneklerin hazırlanması 

amacıyla BV2 hücreleri 6 kuyucuklu kültür plakalarında çoğaltıldı. Hücreler tripsin-

EDTA ile flask yüzeyinden kaldırıldıktan sonra serum içeren vasatla süspanse edilerek 

tripsin aktivitesi durduruldu. Hücre süspansiyonu 1500 rpm’de 3 dakika santrifüj 

edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. Elde edilen hücre pelleti vasat içerisinde yeniden 

süspanse edilerek otomatik hücre sayım cihazıyla hücre yoğunluğu belirlendi. 
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Hücreler, 6 kuyucuklu kültür plakalarına, her kuyucukta 0,3 x 106 hücre ve 2 

mL kültür vasatı bulunacak şekilde ekildi. Hücrelerin plaka yüzeyine tutunması için 

plakalar 37°C’de, %5 CO₂ içeren nemlendirilmiş inkübatörde 24 saat inkübe edildi. 

Kullanılan konsantrasyonlar, ön değerlendirmelerde elde edilen hücre canlılığı 

ve nitrit üretimi sonuçları dikkate alınarak, sitotoksisite oluşturmadan belirgin 

antiinflamatuvar etkinlik gösteren konsantrasyonlar arasından her SGLT-2 inhibitörü 

için ayrı olarak belirlendi. Aβ deney gruplarında beksagliflozin, empagliflozin ve 

ertugliflozin 50 µM; dapagliflozin ve kanagliflozin 10 µM konsantrasyonda kullanıldı. 

Bir saatlik ilaç ön inkübasyonunun ardından ilgili gruplara 5 µM Aβ eklenerek hücreler 

24 saat inkübe edildi. LPS deney gruplarında ise SGLT-2 inhibitörleri 50 µM 

konsantrasyonda uygulandı ve bir saat sonra ilgili kuyucuklara 100 ng/mL LPS 

eklenerek inkübasyona 8 saat devam edildi.  

Uygulama sürelerinin sonunda hücre kültürü süpernatantları, hücre 

tabakasına zarar verilmeden dikkatlice toplandı. Süpernatantlar, IL-1β ve IL-18 

düzeylerinin ELISA yöntemiyle belirlenmesinde kullanılmak üzere uygun hacimlerde 

alikotlandı ve analiz zamanına kadar -80°C’de sıcaklıkta muhafaza edildi. 

Süpernatantların toplanmasının ardından kuyucuklarda kalan hücreler soğuk 

PBS ile iki kez yıkandı. Hücreler, yüzeyden hücre kazıyıcı yardımıyla mekanik olarak 

kaldırılarak toplandı ve 4°C’de 1200 rpm’de 5 dakika santrifüjlendi. Western blot 

analizinde kullanılacak protein örneklerinin hazırlanması amacıyla oluşan hücre 

pelletine proteaz ve fosfataz inhibitör kokteyli içeren RIPA tamponu (150 mM NaCl; 

1% NP-40; 0,5% sodyum deoksikolat; 0,1% SDS; 50 mM Tris-HCl; pH 8,0) eklendi. 

Hücreler pipetaj ile süspanse edildi ve kısa aralıklarla vortekslenerek homojen hale 

getirildi. Buz üzerinde 30 dakika bekletildi ve aralıklı olarak vortekslendi. 

Homojenatlar 4°C’de 1200 rpm’de 20 dakika santrifüj edildi ve süpernatant kısmı 

ayrılarak tüplere aktarıldı. Elde edilen hücre lizatları analizlerde kullanılıncaya kadar -

80°C’de saklandı.  
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3.6. Hücre Lizatlarının Protein Konsantrasyonlarının Ölçülmesi 

Western blot analizinde kullanılacak hücre lizatlarının toplam protein 

konsantrasyonu bikinkoninik asit (BCA) yöntemi ile (23227, Pierce, Thermo Fisher 

Scientific, ABD) belirlendi. Yöntem, alkali ortamda proteinler tarafından Cu²⁺ 

iyonlarının Cu⁺ iyonlarına indirgenmesi ve oluşan Cu⁺ iyonlarının BCA ile renkli bir 

kompleks oluşturması esasına dayanmaktadır. Oluşan kompleksin 562 nm’deki 

absorbansı örnekte bulunan protein miktarı ile doğru orantılıdır (132). 

Standartlar kitten çıkan sığır serum albümini (BSA) ile 0-2000 µg/mL aralığında 

(0, 25, 125, 250, 500, 750, 1500, 2000 µg/mL) hazırlandı. Hücre lizatları distile su ile 

1:50 oranında seyreltilerek 96 kuyucuklu plakaya 10 µL olacak şekilde üçer tekrarlı 

yüklendi ve 50:1 oranında hazırlanan reaktif A:B her kuyucuğa 200 µL eklendi. Plaka 

37°C’de ışıktan korunarak 30 dakika inkübe edildikten sonra absorbans değerleri 

mikroplaka okuyucu (SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate Reader, Molecular 

Devices, ABD) ile 562 nm’de ölçüldü. Protein konsantrasyonları BSA standart eğrisi 

kullanılarak hesaplandı. Elde edilen protein konsantrasyonları, Western blot 

analizinde her örnekten eşit miktarda protein yüklenmesi amacıyla kullanıldı. 

3.7. Western Blot Analizi 

NLRP3, ASC, kaspaz-1  proteinlerinin toplam düzeylerinin belirlenmesi 

amacıyla Western blot yöntemi kullanıldı (133). Hücre lizatlarının protein 

konsantrasyonları belirlendikten sonra her örnekten 30 µg protein içerecek hacim 

hesaplandı. 

Örnekler, 4X yükleme tamponu (NP0007, NuPAGE; Invitrogen, ABD) ile 1X 

konsantrasyonunda karıştırıldı ve 95°C’de 5 dakika inkübe edildi. Hazırlanan örnekler 

ve protein moleküler ağırlık belirteci (LC5925, Invitrogen, ABD),  %4-12 Bis-Tris hazır 

jellere (NP0322BOX, NuPAGE; Invitrogen, ABD) yüklenerek XCell SureLock cihazında 

(Invitrogen, ABD) 200 Volt’ta 40 dakika elektroforez yöntemiyle ayrıştırıldı. 

Elektroforez için kullanılmak üzere 20X NuPAGE MES SDS Running Buffer (NP0002, 

Invitrogen, ABD) distile suyla 1X konsantrasyonunda seyreltilerek kullanıldı.  
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Elektroforez sonrasında jelde ayrıştırılan proteinler, Bio-Rad Mini Trans-Blot 

Cell (Bio-Rad, ABD) kullanılarak 200 Volt’ta 90 dakikada, 0,2 µm nitroselüloz 

membranlara veya Bio-Rad Trans-Blot Turbo Transfer Sistemi  (Bio-Rad, ABD) 

kullanılarak 7 dakikada 0,2 µm poliviniliden diflorür (PVDF) membranlara transfer 

edildi. Transfer sonrasında membranlar nonspesifik bağlanma bölgelerinin 

kapatılması amacıyla tris tamponlu salin (TBS) ve %0,1 Tween-20 içeren yıkama 

tamponunda (TBS-T; 20 mM Tris, 150 mM NaCl ve %0,1 Tween-20, pH 7,4-7,6) 

hazırlanmış %5 BSA içeren tamponda 1 saat boyunca oda sıcaklığında hafif 

çalkalamayla bloklandı. 

Ardından membranlar Tablo 3.3.’te belirtilen primer antikorlarla 4°C’de gece 

boyu inkübe edildi. β-aktin, örnekler arasındaki protein yükleme farklılıklarının 

kontrol edilmesi ve hedef protein sinyallerinin normalizasyonu amacıyla yükleme 

kontrolü olarak kullanıldı. Ertesi gün membranlar TBS-T ile üç kez yıkandı ve Tablo 

3.3.’te belirtilen TBS-T içerisinde hazırlanan sekonder antikor ile oda sıcaklığında 

karanlıkta yaklaşık 1 saat inkübe edildi. Sekonder antikor inkübasyonunun ardından 

membranlar tekrar TBS-T ile yıkandı.  

Protein bantları, yakın kızılötesi (IR) floresan görüntüleme sistemi (LI-COR 

Odyssey Imaging System; LI-COR Biosciences, ABD) kullanılarak görüntülendi. Bu 

yöntemde sekonder antikorlara bağlı IR floresan boyaları (IRDye, infrared dye), 

kendilerine özgü dalga boylarındaki lazerlerle uyarılmakta ve yayılan floresan sinyal 

cihazın dedektörleri tarafından kaydedilmektedir. Elde edilen bant yoğunlukları 

ImageJ, Fiji (versiyon 1.54p)  programı kullanılarak analiz edildi. Örnekler arasındaki 

yükleme farklılıklarının kontrol edilmesi amacıyla β-aktin yükleme kontrolü olarak 

kullanıldı. 

NLRP3, ASC ve kaspaz-1 proteinlerine ait bant yoğunlukları aynı örneğe ait β-

aktin bant yoğunluğuna oranlanarak normalize edildi: 

𝐺ö𝑟𝑒𝑐𝑒𝑙𝑖 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑑ü𝑧𝑒𝑦𝑖  =  
(𝐻𝑒𝑑𝑒𝑓 𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑏𝑎𝑛𝑡 𝑦𝑜ğ𝑢𝑛𝑙𝑢ğ𝑢

𝛽 − 𝑎𝑘𝑡𝑖𝑛 𝑏𝑎𝑛𝑡 𝑦𝑜ğ𝑢𝑛𝑙𝑢ğ𝑢
 

Elde edilen normalize değerler grup karşılaştırmalarında kullanıldı. Kontrol 

grubunun ortalama değeri %100 olarak kabul edilerek diğer deney gruplarındaki 

protein düzeyleri kontrole göre göreceli protein düzeyi şeklinde ifade edildi. 
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Tablo.3.3. Deneylerde kullanılan antikorlar. 

Antikorlar  Kat. No, Marka Seyreltme Oranı 

Anti-NLRP3 30109-1-A, Proteintech 1:2000 

Anti-ASC 10500-1-AP, Proteintech 1:10.000 

Anti-Kaspaz-1 31020-1-AP, Proteintech 1:1.000 

Anti-β-actin MA5-15739, Invitrogen 1:5.000 

IRDye 680RD Donkey Anti-Rabbit IgG 926-68073, LICOR 1:15.000 

3.7. ELISA ile Sitokin Düzeyi Tayini 

IL-1β ve IL-18 düzeylerinin belirlenmesinde sandviç ELISA yöntemi kullanıldı. 

Yöntem, kuyucuk tabanına önceden kaplanmış IL-1β'ye ve IL-18’e özgü antikorun, 

örnekte bulunan IL-1β'yı ve IL-18’i bağlaması ve ardından sırasıyla biyotinlenmiş 

yakalama antikoru ve streptavidin-HRP konjugatının bağlanmasıyla oluşan antijen-

antikor kompleksinin oluşturulmasına dayanmaktadır. Substrat ilavesi sonrasında 

meydana gelen renk değişiminin şiddeti örnekte bulunan IL-1β ve IL-18 

konsantrasyonu ile doğru orantılıdır  (134).  

3.7.1. IL-1β Sitokin Düzeyi Tayini 

Uygulanan ilaçların BV2 hücrelerinde IL-1β salıverilmesi üzerindeki etkilerini 

incelemek amacıyla, hücre kültürü süpernatantlarındaki IL-1β düzeyleri Mouse IL-1β 

ELISA kiti (RE1074M; Reed Biotech, Çin) kullanılarak ölçüldü.  

Standart eğrinin oluşturulması amacıyla kit içerisinde bulunan referans 

standart, 250 pg/mL konsantrasyonunda hazırlandı. Daha sonra seri dilüsyon 

yapılarak 3,91; 7,81; 15,625; 31,25; 62,5; 125 ve 250 pg/mL konsantrasyonlarında 

standart solüsyonları elde edildi. Örnek seyreltme tamponu içeren kuyucuklar kör (0 

pg/mL) olarak kullanıldı. Standart solüsyonları deney günü taze olarak hazırlandı.  

Standartlar, kör ve deney gruplarına ait hücre kültürü süpernatantları 

kuyucuklara 100 µL eklendikten sonra 37°C'de 90 dakika inkübe edildi. İnkübasyonun 

ardından kuyucuklardaki sıvı uzaklaştırıldı ve her kuyucuğa 300 µL yıkama tamponu 

eklenerek yaklaşık 30 saniye bekletildi ve yıkama solüsyonu uzaklaştırıldı. Bu işlem 

toplam üç kez tekrarlandı. Ardından her kuyucuğa 100 µL biyotinlenmiş yakalama 
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antikorlu çalışma solüsyonu eklenerek 37°C'de 60 dakika inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrasında kuyucuklar üç kez yıkandı ve her kuyucuğa 100 µL HRP konjugatı çalışma 

solüsyonu ilave edilerek 37°C'de 30 dakika inkübe edildi. Kuyucuklar üç kez yıkandı. 

Son yıkama işleminin ardından karanlık bir ortamda her kuyucuğa 100 µL substrat 

reaktifi eklendi ve plaka ışıktan korunarak 37°C'de 15 dakika inkübe edildi. Oluşan 

enzimatik reaksiyon, her kuyucuğa 50 µL stop solüsyonu ilave edilerek sonlandırıldı. 

Optik yoğunluk (OD) değerleri stop solüsyonunun eklenmesinin hemen ardından 

SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, ABD) kullanılarak 

450 nm dalga boyunda ölçüldü. 

Standartların ve örneklerin ölçümlerinden elde edilen OD değerlerinin 

ortalamaları hesaplandı ve kör kuyucuklarının ortalama OD değeri bu değerlerden 

çıkarıldı. Standart konsantrasyonları ile düzeltilmiş OD değerleri kullanılarak dört 

parametreli lojistik (4PL) regresyon modeli ile standart eğri oluşturuldu. Hücre kültürü 

süpernatantlarındaki IL-1β konsantrasyonları standart eğri üzerinden hesaplanarak 

pg/mL cinsinden ifade edildi.  

3.7.2. IL-18 Sitokin Düzeyi Tayini 

IL-18 düzeylerinin belirlenmesi amacıyla IL-18 ELISA kiti (YLA0109MO; YLBiont, 

Çin) kullanıldı. Standart eğrinin hazırlanması için kit içerisinde 640 ng/L 

konsantrasyonunda bulunan standart solüsyon kullanıldı. Seri dilüsyon yapılarak 

sırasıyla 20, 40, 80, 160 ve 320 ng/L konsantrasyonlarında standart çalışma 

solüsyonları hazırlandı. 

Standart kuyucuklarına 50 µL standart solüsyonu ve 50 µL streptavidin-HRP 

eklendi. Deney gruplarına ait örnek kuyucuklarına ise 40 µL süpernatant, 10 µL 

biyotinlenmiş yakalama antikoru ve 50 µL streptavidin-HRP ilave edildi ve 37°C’de 60 

dakika inkübe edildi. İnkübasyonun ardından kuyucuklardaki sıvı uzaklaştırıldı ve 

yıkama solüsyonu ile beş kere yıkandı. 

Her kuyucuğa sırasıyla 50 µL kromojen A ve 50 µL kromojen B solüsyonları 

eklendi. Plaka ışıktan korunarak 37°C’de 10 dakika inkübe edildi. Reaksiyon, her 

kuyucuğa 50 µL stop solüsyonu eklenerek sonlandırıldı ve OD değerleri, IL-1β 
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analizinde kullanılan SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate Reader (Molecular 

Devices, ABD) ile 450 nm dalga boyunda ölçüldü. 

Standart konsantrasyonları ile düzeltilmiş OD değerleri kullanılarak 4PL 

regresyon modeli ile standart eğri oluşturuldu.  

3.8. İstatistiksel Analiz  

Elde edilen veriler ortalama ± standart hata (SH) şeklinde sunuldu. İstatistiksel 

analizler GraphPad Prism 9.5 (GraphPad Software, ABD) programı kullanılarak 

gerçekleştirildi. Analizlerden önce veriler aykırı değerler açısından değerlendirildi ve 

aykırı değerlerin belirlenmesinde ROUT yöntemi, Q=%1 olacak şekilde kullanıldı. 

Griess, Western blot ve ELISA deneylerinde birden fazla grubun ilgili model grubuyla 

karşılaştırılması amacıyla tek yönlü varyans analizi (one-way ANOVA) ve ardından 

Dunnett çoklu karşılaştırma testi kullanıldı. İstatistiksel anlamlılık düzeyi p<0,05 

olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. SGLT-2 İnhibitörlerinin BV2 Hücre Canlılığı Üzerine Etkileri 

Beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozinin BV2 

hücre canlılığı üzerindeki etkileri, 1-50 µM konsantrasyon aralığında artan 

konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 25, 50 µM) ve 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon 

sürelerinde MTT testiyle değerlendirildi (Şekil 4.1.).  

Elde edilen sonuçlar, hücre canlılığının kullanılan gliflozine, konsantrasyona ve 

inkübasyon süresine bağlı olarak değiştiğini ancak incelenen konsantrasyon 

aralığında konsantrasyona bağlı bir sitotoksik yanıt oluşmadığını gösterdi. (Şekil 4.1.). 

Beksagliflozin uygulamasında 24 saatte hücre canlılığı %47,0-84,4 aralığında 

seyrederken, 48 saatte %50,5-80,9 arasında bulundu; 72 saatte ise özellikle 5-50 µM 

konsantrasyonlarında kontrol düzeyinin üzerine çıkarak %116,4-146,5 aralığına ulaştı 

(Şekil 4.1A.).  

Dapagliflozin uygulamasında 24 saatte hücre canlılığı %82,0-116,1 arasında 

değişirken, 48 saatte %71,5-100,3 aralığında seyretti. Buna karşılık 72 saatte düşük 

konsantrasyonlarda yüksek hücre canlılığı gözlenirken konsantrasyon arttıkça azalma 

eğilimi ortaya çıktı ve değerler 1 µM’de %186,9’dan 50 µM’de %73,9’a geriledi (Şekil 

4.1B.).  

Empagliflozin uygulamasında 24 ve 48 saatte konsantrasyon artışıyla birlikte 

genel olarak hücre canlılığında artış eğilimi gözlendi; 24 saatte değerler %45,7-113,2, 

48 saatte ise %58,4-100,3 arasında değişti. Yetmiş iki saatte tüm konsantrasyonlarda 

kontrolün üzerinde hücre canlılığı saptandı ve en yüksek değer 50 µM’de %194,4 

olarak ölçüldü (Şekil 4.1C.).  

Ertugliflozin uygulamasında 24 ve 48 saatte özellikle düşük 

konsantrasyonlarda hücre canlılığı daha düşük olmakla birlikte, konsantrasyon 

arttıkça kısmi bir artış gözlendi; 72 saatte ise 10-50 µM konsantrasyonlarında hücre 

canlılığı yaklaşık kontrol düzeyine ulaştı veya üzerine çıktı (Şekil 4.1D.).  

Kanagliflozin uygulamasında 24 saatte 5-50 µM konsantrasyonlarında hücre 

canlılığı %92,9-110,3 arasında seyrederken, 48 saatte 10-50 µM’de %83,0-98,7 
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arasında bulundu. Yetmiş iki saatte ise özellikle 1 ve 10 µM konsantrasyonlarında 

belirgin değişkenlik gözlendi; diğer konsantrasyonlarda hücre canlılığı yaklaşık kontrol 

düzeyinde seyretti (Şekil 4.1E.).  

Bu bulgular genel olarak değerlendirildiğinde, hiçbir gliflozin için 

konsantrasyon artışıyla paralel ve süreklilik gösteren belirgin bir sitotoksisite paterni 

saptanmadı. MTT sonuçları Griess testi sonuçlarıyla birlikte değerlendirilerek sonraki 

deneylerde kullanılacak konsantrasyonlar belirlendi. 

 

Şekil 4.1. Beksagliflozin (A), dapagliflozin (B), empagliflozin (C), ertugliflozin (D) ve 
kanagliflozinin (E) farklı konsantrasyonlarda BV2 hücre canlılığı üzerindeki 
etkilerinin MTT testi ile 24, 48 ve 72. saatlerde değerlendirilmesi. Veriler 
ortalama ± SH olarak gösterilmiştir. 
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4.2. SGLT-2 İnhibitörlerinin Nitrit Üretimi Üzerine Etkileri 

4.2.1. Aβ ile İndüklenen BV2 Hücrelerinde Nitrit Üretiminin 

Değerlendirilmesi 

Aβ ile indüklenen AH benzeri nöroinflamasyon modelinde beksagliflozin, 

dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozinin nitrit düzeyleri üzerindeki 

etkileri Griess testi ile değerlendirildi (Şekil 4.2.).  Kullanılan SGLT-2 inhibitörlerinin 

çoğunun Aβ inkübasyonu ile artmış olan nitrit düzeylerinde doza bağlı bir azaltma 

yaptığı görüldü ancak bu azalma anlamlı değildi. 

Beksagliflozin 5 µM (p=0,0484), 10 µM (p=0,0225), 25 µM (p=0,0201) ve 50 

µM (p=0,0072) konsantrasyonlarda nitrit düzeyini Aβ grubuna kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı azaltırken, 1 µM konsantrasyonda anlamlı bir değişiklik yapmadı 

(p=0,9996) (Şekil 4.2A.). 

Dapagliflozin 5 µM (p=0,001), 10 µM (p=0,0004), 25 µM (p=0,0009) ve 50 µM 

(p=0,0008) konsantrasyonlarda nitrit düzeyini Aβ grubuna kıyasla istatistiksel olarak 

anlamlı olarak azalttı. Buna karşın 1 µM konsantrasyonda anlamlı bir değişiklik 

saptanmadı (p=0,0832) (Şekil 4.2B.). 

Empagliflozin  5 µM (p=0,0093), 10 µM (p=0,0041), 25 µM (p=0,0012) ve 50 

µM (p=0,0002) konsantrasyonlarda nitrit düzeyini Aβ grubuna kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı olarak azalttı 1 µM konsantrasyonda anlamlı bir farklılık saptanmadı 

(p=0,4614) (Şekil 4.2C.). 

Ertugliflozin 1 µM (p=0,0015), 5 µM (p=0,0024), 25 µM (p=0,0044) ve 50 µM 

(p=0,0005) konsantrasyonlarda nitrit düzeyini Aβ grubuna kıyasla istatistiksel olarak 

anlamlı olarak azaltırken , 10 µM konsantrasyonda değişim istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmadı (p=0,5380) (Şekil 4.2D.). 

Kanagliflozin  5 µM (p=0,018), 10 µM (p=0,0026) ve 25 µM (p=0,0067) 

konsantrasyonlarda nitrit düzeyini Aβ grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

olarak azaltırken 1 µM (p=0,9687) ve 50 µM (p=0,0722) konsantrasyonlardaki  azalma 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (Şekil 4.2E.). 
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 Şekil 4.2. Aβ ile indüklenen BV2 hücrelerinde beksagliflozin (A), dapagliflozin (B), 
empagliflozin (C), ertugliflozin (D) ve kanagliflozinin (E) farklı 
konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 25, 50 µM) nitrit üretimi üzerine etkileri. 
Veriler ortalama ± SH olarak sunulmuştur (n=4). İstatistiksel analiz tek 
yönlü ANOVA ve Dunnett çoklu karşılaştırma testi kullanılarak 
gerçekleştirilmiştir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. 

4.2.2. LPS ile İndüklenen BV2 Hücrelerinde Nitrit Üretiminin 

Değerlendirilmesi 

LPS ile indüklenen BV2 hücrelerinde beksagliflozin, dapagliflozin, ertugliflozin 

ve kanagliflozinin nitrit düzeyleri üzerindeki etkileri Griess testi ile değerlendirildi 

(Şekil 4.3.). LPS uygulaması nitrit düzeylerinde kontrol grubuna kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı artış gösterdi (p<0,05) (Şekil 4.3). 

Beksagliflozin  10 µM (p=0,0186) ve 50 µM (p=0,002) konsantrasyonlarda 

nitrit düzeyini LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı olarak azalttı. 
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Beksagliflozinin 5 µM (p=0,0863) ve 25 µM (p=0,0594) konsantrasyonlarında yaptığı  

azalmalar istatistiksel anlamlılığa ulaşmazken 1 µM beksagliflozin LPS grubuna göre 

nitrit düzeyini anlamlı şekilde artırdı (p=0,0104) (Şekil 4.3A.).  

Dapagliflozin uygulaması her konsantrasyonda nitrit  düzeylerininLPS grubuna 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı olarak azalttı (p<0,0001) (Şekil 4.3B.).  

Ertugliflozin uygulamasında 1 µM (p=0,0029), 5 µM (p=0,0097), 25 µM 

(p=0,0118) ve 50 µM (p=0,0077) konsantrasyonlarda nitrit düzeyi LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı olarak azalırken, 10 µM konsantrasyonundaki değişiklik 

anlamlı bulunmadı (p=0,9175) (Şekil 4.3C.). 

Kanagliflozin 5 µM (p=0,0143), 10 µM (p=0,0480) ve 50 µM (p=0,0116) 

konsantrasyonlarda nitrit düzeyini LPS grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

olarak azalttı. Buna karşılık 1 µM (p=0,2381) ve 25 µM (p=0,0887) konsantrasyonlarda 

anlamlı farklılık saptanmadı (Şekil 4.3D.). 

Empagliflozin deneylerindeki absorbans değerleri standart eğrinin güvenilir 

ölçüm aralığının altında kaldığından bu gliflozine ait nitrit ölçümleri nicel 

karşılaştırmaya dahil edilmedi.  
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Şekil 4.3. LPS ile indüklenen BV2 hücrelerinde beksagliflon (A), dapagliflozin (B), 
ertugliflozin (C) ve kanagliflozinin (D) farklı konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 
25, 50 µM) nitrit üretimi üzerine etkileri. Veriler ortalama ± SH olarak 
sunulmuştur (n=4). İstatistiksel analiz tek yönlü ANOVA ve Dunnett çoklu 
karşılaştırma testi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. *p<0,05; **p<0,01; 
****p<0,0001. 
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4.2.3. SGLT-2 İnhibitörlerinin Sonraki Deneylerde Kullanılacak 

Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

Her iki indüksiyon yöntemi ile oluşturulan nöroinflamasyon modelinde de 

SGLT-2 inhibitörlerinin konsantrasyon seçimi, hücre canlılığı ve NO düzeylerindeki 

etkileri birlikte değerlendirilerek belirlendi. Bu değerlendirmede, hücre canlılığının 

kontrol grubuna göre en az %80 düzeyinde korunduğu ve NO düzeylerinde azalma 

gözlenen konsantrasyonlar sonraki deneylerde kullanılmak üzere seçildi.  

Aβ modeli için beksagliflozin için 50 µM, dapagliflozin için 10 µM, 

empagliflozin için 50 µM, ertugliflozin için 50 µM ve kanagliflozin için 10 µM 

konsantrasyonları seçildi.  

LPS ile indüklenen modelde ise beksagliflozin, dapagliflozin, ertugliflozin ve 

kanagliflozin için 50 µM konsantrasyonu seçildi. Empagliflozin için konsantrasyon 

seçimi nitrit verilerine dayandırılmadı. 50 µM konsantrasyon hücre canlılığının 

korunması ve diğer gliflozinler arasında ortak bir konsantrasyon kullanılabilmesi 

amacıyla tercih edildi.  

4.3. SGLT-2 İnhibitörlerinin NLRP3 İnflamazom Proteinleri Üzerindeki 

Etkileri 

4.3.1. SGLT-2 İnhibitörlerinin NLRP3 Protein Düzeylerine Etkisi 

Aβ uygulaması, NLRP3 toplam protein düzeylerini kontrol grubuna kıyasla 

%49,9 artırdı (p<0,0001). Beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve 

kanagliflozin gruplarında NLRP3 düzeyleri sırasıyla kontrolün %114,8’i, %130,3’ü, 

%147,2’si, %118,5’i ve %117,0’ı olarak ölçüldü. Aβ grubuyla karşılaştırıldığında, 

beksagliflozin NLRP3 düzeyini %23,4 oranında azalttı (p<0,0001). Dapagliflozin, 

ertugliflozin ve kanagliflozin uygulamaları NLRP3 protein düzeylerini Aβ grubuna 

kıyasla sırasıyla %13,1 (p=0,0003), %21,0 (p<0,0001) ve %22,0 (p<0,0001) oranında 

azalttı. Empagliflozin grubunda NLRP3 düzeyi Aβ grubuna göre %1,8 oranında azalmış 

olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamlı değildi (p=0,9749) (Şekil 4.4A.). 
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LPS uygulaması ise, NLRP3 protein düzeylerini kontrol grubuna kıyasla %56,9 

artırdı (p<0,0001). Beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve 

kanagliflozin uygulamalarında NLRP3 düzeyleri sırasıyla kontrolün %110,5’i, 

%114,9’u, %122,9’u, %116,9’u ve %117,3’ü olarak belirlendi. Bu değerler LPS grubuna 

kıyasla sırasıyla %29,5; %26,8; %21,6; %25,5 ve %25,2 oranında anlamlı azalmaya 

karşılık geldi ve hepsinde anlamlı bir azalma sağladı (tümü için p<0,0001) (Şekil 4.4B.). 

 

Şekil 4.4. Aβ (A) veya LPS (B) ile indüklenen BV2 hücrelerinde beksagliflozin, 
dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozin uygulamalarının 
NLRP3 protein düzeyleri üzerine etkisi. (Aβ grupları için n=7; LPS grupları 
için n=6). İstatistiksel analiz tek yönlü ANOVA ve Dunnett çoklu 
karşılaştırma testi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. ***p<0,001; 
****p<0,0001. 

4.3.2. SGLT-2 İnhibitörlerinin ASC Protein Düzeylerine Etkisi 

Aβ uygulaması, ASC protein düzeylerini kontrol grubuna kıyasla %31,0 artırdı 

(p<0,0001). Beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozin 

gruplarında ASC düzeyleri sırasıyla %106,2, %110,3, %138,7, %138,3 ve %124,8’i 

olarak belirlendi. Bu değerler Aβ grubuna kıyasla beksagliflozin için %18,9 (p<0,0001) 

ve dapagliflozin için %15,8 (p=0,0003) oranında azalarak anlamlı bir azalmaya karşılık 
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geldi. Kanagliflozin grubunda Aβ grubuna göre %4,7’lik sayısal bir azalma gözlenirken 

bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p=0,5702). Empagliflozin ve 

ertugliflozin gruplarında ise ASC düzeyleri Aβ grubuna kıyasla sırasıyla %5,9 ve %5,6 

oranında sayısal olarak daha yüksek bulundu ancak bu değerler istatistiksel olarak 

anlamlı değildi (sırasıyla p=0,3513 ve p=0,4007) (Şekil 4.5A.). 

LPS uygulaması, ASC protein düzeylerini kontrol grubuna kıyasla %64,9 artırdı 

(p<0,0001). Beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozin 

gruplarında ASC düzeyleri sırasıyla kontrolün %111,2, %128,9, %135,1, %140,5 ve 

%145,2’si olarak belirlendi. LPS grubuyla karşılaştırıldığında, beksagliflozin ASC 

düzeyini %32,6, dapagliflozin %21,8 ve empagliflozin %18,1 oranında anlamlı olarak 

azalttı (her üçü için p<0,0001). Ertugliflozin ile %14,8 (p=0,0007), kanagliflozin ile 

%12,0 (p=0,0072) oranında anlamlı azalma gözlendi (Şekil 4.5B.). 

 

Şekil 4.5. Aβ (A) veya LPS (B) ile indüklenen BV2 hücrelerinde beksagliflozin, 
dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozin uygulamalarının 
ASC protein düzeyleri üzerine etkisi. Veriler ortalama ± SH olarak 
sunulmuştur (Aβ grupları için n=7; LPS grupları için n=6). İstatistiksel analiz 
tek yönlü ANOVA ve Dunnett çoklu karşılaştırma testi kullanılarak 
gerçekleştirilmiştir. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. 
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4.3.3. SGLT-2 İnhibitörlerinin Kaspaz-1 Protein Düzeylerine Etkisi 

Aβ uygulaması, kaspaz-1 protein düzeylerini kontrol grubuna kıyasla %20,9 

artırdı (p<0,0001). Beksagliflozin grubunda kaspaz-1 düzeyi Aβ grubuna kıyasla %9,6 

oranında anlamlı azalma gösterdi (p=0,0024). Dapagliflozin, ertugliflozin ve 

kanagliflozin gruplarında kaspaz-1 düzeyleri sırasıyla kontrolün %113,0’ı, %116,0’ı ve 

%115,0’ı olarak belirlendi. Bu gruplarda Aβ grubuna kıyasla sırasıyla %6,6, %4,0 ve 

%4,9 oranında sayısal azalma gözlenmesine karşın bu farklılıklar istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmadı (sırasıyla p=0,0600; p=0,4102 ve p=0,2316). Empagliflozin 

grubunda kaspaz-1 düzeyi kontrolün %121,2’si olarak ölçüldü. Empagliflozin 

grubunda kaspaz-1 düzeyinde Aβ grubuna göre gözlenen %0,3’lük sayısal artış 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p=0,9999) (Şekil 4.6A.). 

LPS uygulaması, kaspaz-1 protein düzeylerini kontrol grubuna kıyasla %21,6 

artırdı (p<0,0001). Beksagliflozin grubunda kaspaz-1 düzeyi kontrolün %106,2’si 

olarak ölçüldü ve LPS grubuna göre %12,7 oranında istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalma gösterdi (p=0,0022). Empagliflozin grubunda kaspaz-1 düzeyi kontrolün 

%109,8’i olarak belirlendi ve LPS grubuna kıyasla %9,7 oranında anlamlı azalma 

saptandı (p=0,0248). Dapagliflozin ve kanagliflozin gruplarında kaspaz-1 düzeyleri 

sırasıyla kontrolün %119,7’si ve %115,8’i olarak ölçüldü. LPS grubuna göre gözlenen 

sırasıyla %1,6 ve %4,8 oranındaki sayısal azalmalar istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmadı (sırasıyla p=0,9926 ve p=0,4878). Ertugliflozin grubunda kaspaz-1 düzeyi 

kontrolün %125,4’ü olarak ölçüldü. Ertugliflozin uygulaması kaspaz-1 düzeyini LPS 

grubuna kıyasla %3,1 oranında sayısal olarak artırdı; ancak bu farklılık istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadı (p=0,8415) (Şekil 4.6B.). 
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Şekil 4.6. Aβ (A) veya LPS (B) ile indüklenen BV2 hücrelerinde beksagliflozin, 

dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozin uygulamalarının 
kaspaz-1 protein düzeyleri üzerine etkisi. Veriler ortalama ± SH olarak 
sunulmuştur (Aβ grupları için n=7; LPS grupları için n=6). İstatistiksel analiz 
tek yönlü ANOVA ve Dunnett çoklu karşılaştırma testi kullanılarak 
gerçekleştirilmiştir. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. 

4.4. SGLT-2 İnhibitörlerinin Proinflamatuvar Sitokinler Üzerine Etkileri 

4.4.1. SGLT-2 İnhibitörlerinin IL-1β Düzeyi Üzerine Etkileri 

Aβ ile indüklenen AH benzeri nöroinflamasyon modelinde, Aβ uygulaması IL-

1β sitokin düzeyinde anlamlı bir artışa neden oldu. Kontrol grubunda 53,57 pg/mL 

olan IL-1β konsantrasyonu, Aβ grubunda 171,28 pg/mL’ye yükseldi (p=0,0002). 

Böylece Aβ’nin BV2 hücrelerinde belirgin bir proinflamatuvar sitokin yanıtı 

oluşturduğu gösterildi. 

Aβ ile indüklenen IL-1β artışı, beksagliflozin uygulaması ile 93,99 pg/mL’ye 

(p=0,0022), dapagliflozin uygulaması ile 115,57 pg/mL’ye (p=0,0040), ertugliflozin 

uygulaması ile 126,10 pg/mL’ye (p=0,0041) geriledi ve bu gruplardaki IL-1β düzeyleri 
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Aβ grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı olarak azalmış bulundu. Empagliflozin 

grubunda IL-1β düzeyi 156,97 pg/mL’ye (p=0,1726), kanagliflozin grubunda ise 147,87 

pg/mL’ye (p=0,8179) azalmış olsa da, Aβ grubuna kıyasla gözlenen bu farklılıklar 

anlamlı bulunmadı (Şekil 4.7A.). 

LPS ile indüklenen nöroinflamasyon modelinde LPS uygulaması sonucunda 

kontrol grubunda 44,84 pg/mL olan IL-1β konsantrasyonu, LPS grubunda 274,34 

pg/mL’ye yükseldi (p=0,0001). LPS ile indüklenen IL-1β artışı; beksagliflozin grubunda 

71,48 pg/mL’ye (p=0,002), dapagliflozin grubunda 91,36 pg/mL’ye (p=0,0008), 

empagliflozin grubunda 196,56 pg/mL’ye (p=0,0055), ertugliflozin grubunda 137,61 

pg/mL’ye (p=0,0012) ve kanagliflozin grubunda 153,46 pg/mL’ye (p=0,0009) geriledi. 

Tüm SGLT-2 inhibitörlerinin LPS ile indüklenen IL-1β artışını istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde azalttığı belirlendi (Şekil 4.7B.).  

 

Şekil 4.7. SGLT-2 inhibitörlerinin Aβ (A) ve LPS (B) ile indüklenen BV2 hücrelerinde IL-
1β düzeyleri üzerine etkileri. Veriler ortalama ± SH olarak gösterilmiştir 
(n=4). İstatistiksel analiz tek yönlü ANOVA ve Dunnett çoklu karşılaştırma 
testi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. **p<0,01; ***p<0,001. 
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4.4.2. SGLT-2 İnhibitörlerinin IL-18 Düzeyleri Üzerine Etkisi 

Aβ ile indüklenen AH benzeri nöroinflamasyon modelinde, Aβ uygulaması 

sonucunda IL-18 konsantrasyonu kontrol grubundaki 55,34 ng/L düzeyinden 129,10 

ng/L’ye yükseldi ve bu artış istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p=0,0016). Bu sonuç, 

Aβ’nin BV2 hücrelerinde IL-1β'nın yanı sıra IL-18 yanıtını da indüklediğini gösterdi. 

Aβ ile indüklenen IL-18 artışı, beksagliflozin uygulaması ile 81,11  ng/L’ye 

(p=0,0030), dapagliflozin uygulaması ile 92,98 ng/L’ye (p=0,0124) ve kanagliflozin 

uygulaması ile 107,90 ng/L’ye (p=0,0020) geriledi. Bu azalışlar Aβ grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı bulunurken ertugliflozin grubunda IL-18 düzeyi 109,59 

ng/L’ye azalmasına rağmen bu farklılık istatistiksel olarak anlamlılığa ulaşmadı (p 

=0,2148). Empagliflozin grubunda ise IL-18 konsantrasyonu 133,67 ng/L olarak 

ölçüldü ve Aβ grubuna kıyasla anlamlı bir farklılık saptanmadı (p=0,7860) (Şekil 4.8A.). 

LPS ile oluşturulan nöroinflamasyon modelinde IL-18 konsantrasyonu kontrol 

grubundaki 45,76 ng/L düzeyinden 208,64 ng/L’ye yükseldi ve bu artış istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu (p<0,0001). LPS ile indüklenen IL-18 artışı, beksagliflozin 

grubunda 67,77 ng/L’ye (p=0,0003), dapagliflozin grubunda 85,90 ng/L’ye (p<0,0001), 

empagliflozin grubunda 165,51 ng/L’ye (p=0,0011), ertugliflozin grubunda 113,21 

ng/L’ye (p=0,0002) ve kanagliflozin grubunda 98,23 ng/L’ye p=0,0002) geriledi. Tüm 

SGLT-2 inhibitörlerinin LPS ile indüklenen IL-18 artışını LPS grubuna kıyasla 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azalttığı belirlendi (Şekil 4.8B.). 
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Şekil 4.8. SGLT-2 inhibitörlerinin Aβ (A) ve LPS (B) ile indüklenen BV2 hücrelerinde IL-
18 düzeyleri üzerine etkileri. Veriler ortalama ± SH olarak gösterilmiştir 
(n=3). İstatistiksel analiz tek yönlü ANOVA ve Dunnett çoklu karşılaştırma 
testi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; 
****p<0,0001. 

Aβ ve LPS uygulamalarının BV2 hücrelerinde IL-1β ve IL-18 düzeylerini anlamlı 

olarak artırması, her iki uyaranın proinflamatuvar sitokin yanıtı oluşturduğunu 

gösterdi. Aβ modelinde gliflozinlerin etkileri bileşiğe ve sitokine göre farklılık 

gösterirken, LPS ile oluşturulan daha güçlü inflamatuvar yanıt altında SGLT-2 

inhibitörlerinin tamamı her iki sitokin düzeyinde de azalma oluşturdu. 

 

 



46 
 

5. TARTIŞMA 

Nöroinflamasyon, artık AH’nin sadece sonucu olarak değil, AH patolojisinde 

Aβ ve tau patolojisinin ilerlemesine katkıda bulunan temel süreçlerden biri olarak 

kabul edilmektedir (135, 136). NLRP3 inflamazomu; inflamatuvar bir yanıtın 

başlatılması, sürdürülmesi ve nöronal hasarla ilişkilendirilmesi bakımından giderek 

önem kazanmaktadır.  

SGLT-2 inhibitörlerinin bilinen antiinflamatuvar etkileri ve özellikle NLRP3 

inflamazomunun baskılanmasına yönelik etkileri farklı hastalık ve deneysel 

modellerde gösterilmiş ancak AH özelinde sınırlı sayıda çalışma bulunmakla birlikte, 

farklı gliflozinlerin aynı deneysel koşullarda ve NLRP3 inflamazomunun birden fazla 

bileşeni üzerinden karşılaştırmalı olarak değerlendirildiği çalışma bulunmamaktadır. 

Bu tez çalışması kapsamında beş farklı gliflozinin (beksagliflozin, dapagliflozin, 

empagliflozin, ertugliflozin, kanagliflozin)  BV2 hücrelerinde Aβ ve LPS ile indüklenen 

inflamasyon modellerinde NLRP3 inflamazomu üzerine etkileri araştırılmıştır. 

Çalışmamızda nöroinflamasyon modeli oluşturmak için BV2 fare mikroglia 

hücreleri LPS ile indüklenirken AH benzeri nöroinflamasyon modeli oluşturmak için 

Aβ ile indüklendi. BV2 hücre hattı, primer mikroglia kültürlerinin sürdürülmesindeki 

güçlükleri azaltması, hayvan kullanımını sınırlandırması ve deneysel koşulların 

standardizasyonuna olanak sağlaması nedeniyle nöroinflamasyon çalışmalarında 

yaygın olan in vitro modellerde kullanılan bir hücre hattıdır (122).  Çalışmamızda Aβ, 

AH patolojisinin temel bileşenlerinden biri olan Aβ'nın mikroglial inflamasyonu 

tetikleyebilme özelliği nedeniyle, gliflozinlerin AH ile ilişkili nöroinflamatuvar 

koşullardaki etkilerini araştırmak amacıyla kullanılmıştır. Aβ’nın mikroglial hücreler 

tarafından tanınarak proinflamatuvar yanıtı tetikleyebildiği ve bu nedenle AH’de 

endojen bir tehlike sinyali olarak işlev görebildiği gösterilmiştir (135, 137). Özellikle 

fibriler Aβ’nın mikroglial fagositozun ardından lizozomal bütünlüğü bozduğu, 

katepsin-B salımını ve mitokondriyal reaktif oksijen türlerinin oluşumunu artırdığı ve 

bu mekanizmalar aracılığıyla NLRP3 inflamazom aktivasyonuna katkıda bulunduğu 

bildirilmiştir (65,128). LPS ise TLR4/ NF-κB sinyal yolağını aktive ederek indüklenebilir 

nitrik oksit sentaz (iNOS) ve proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu artıran, iyi 
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tanımlanmış ve tekrarlanabilir bir inflamatuvar uyarandır (138). LPS ile uyarılan BV2 

hücrelerinin primer mikroglia kültürleri ve in vivo nöroinflamasyon modellerine 

benzer bir proinflamatuvar yanıt sergilediğini göstermesi, bu hücre hattının LPS aracılı 

inflamasyon çalışmalarında kullanılmasını desteklemektedir. Çalışmamızda LPS, güçlü 

ve iyi tanımlanmış bir mikroglial inflamatuvar yanıt oluşturan bir uyarıcı olarak, 

gliflozinlerin inflamatuvar priming ve NLRP3 inflamazomu ile ilişkili yanıtlar üzerindeki 

etkilerinin değerlendirilmesi amacıyla kullanılmıştır. Bu nedenle LPS, Aβ ile 

oluşturulan AH’ye özgü nöroinflamatuvar modele karşılaştırmalı bir referans 

oluşturarak, gliflozinlerin etkilerinin güçlü ve iyi tanımlanmış genel bir inflamatuvar 

yanıt altında da değerlendirilmesine olanak sağlamıştır. 

Çalışmamızda ilk olarak gliflozinlerle çalışma konsantrasyonunun 

belirlenebilmesi için gliflozinlerin hücre canlılığına etkileri incelendi. Farklı 

konsantrasyonlarda (1-50 µM) ve sürelerde (24, 48, 72 saat) yapılan uygulamalarda 

hücre canlılığının kullanılan gliflozinin türüne, konsantrasyonuna ve inkübasyon 

süresine göre değiştiği ancak bu değişikliklerin konsantrasyon veya inkübasyon 

süresinin artışıyla paralel olmadığı gözlendi.  

Nöroinflamatuvar süreçlerde aktif forma geçen mikroglialardan özellikle iNOS 

aracılığıyla artan nitrit  üretimi, inflamatuvar yanıtın ve buna eşlik eden nitrozatif 

stresin önemli bileşenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (139). Çalışmamızda 

nitrit düzeyleri, LPS modelinde kontrole kıyasla anlamlı bir artış gösterirken, Aβ 

modelinde görülen  artış  istatiksel anlamlılığa ulaşmadı. Bulgularımıza paralel şekilde 

BV2 hücrelerinde yapılan bir çalışmada LPS’nin, NO düzeylerini artırırken Aβ’nın bir 

değişiklik oluşturmadığı gösterilmiştir (140). LPS ve Aβ modelleri arasındaki bu 

farklılık, iki uyaranın mikroglial hücrelerde farklı reseptör ve hücre içi sinyal 

mekanizmalarını devreye sokmasıyla ilişkili olabilir. Çalışmamızda Aβ modelinde bazı 

gliflozinlerin nitrit düzeylerini Aβ grubuna kıyasla anlamlı olarak azaltması, Aβ 

modelinde de bir nitrozatif yanıtın var olduğunu ancak bunun LPS’ye kıyasla daha 

sınırlı ve değişken olduğunu düşündürdü. Ayrıca Aβ modelinde NLRP3, ASC, kaspaz-1 

protein düzeyleri ile IL-1β ve IL-18 düzeylerinde gözlenen değişiklikler, bu modelde 
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Aβ’nin güçlü bir nitrit yanıtı oluşturmaksızın da inflamatuvar süreçleri en azından 

NLRP3 inflamazomunu aktive edebildiğini düşündürmektedir. 

Tez kapsamında NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu ve aşağı akış 

inflamatuvar yanıtı, üç temel protein (NLRP3, ASC ve kaspaz-1) ve iki efektör sitokin 

(IL-1β ve IL-18) düzeyinde değerlendirilmiştir. Beksagliflozinin hem Aβ modelinde Aβ 

grubuna kıyasla, hem de LPS modelinde LPS grubuna kıyasla NLRP3, ASC ve kaspaz-1 

proteinleri ile IL-1β ve IL-18’i anlamlı olarak azalttığı görülmüştür. NLRP3 sensörü, ASC 

adaptörü ve toplam kaspaz-1 ile her iki sitokinin birlikte azalması, beksagliflozinin Aβ 

ile ilişkili mikroglial inflamatuvar yanıtı NLRP3 ekseninin birden fazla bileşeni 

üzerinden baskıladığını düşündürmektedir.  

Renal iskemi-reperfüzyon  modeli üzerinde yapılan bir çalışmada 

beksagliflozinin IL-6 düzeyini, oksidatif stresi ve doku hasarını azalttığının gösterilmesi 

ilacın genel antiinflamatuvar potansiyelini desteklemektedir.  (141).  Ancak bugüne 

kadar beksagliflozinin nöroinflamasyon, AH-benzeri deneysel modeller ya da NLRP3 

inflamazomu üzerindeki etkisini araştıran bir çalışmaya literatürde rastlanmamıştır 

Bildiğimiz kadarıyla çalışmamız, beksagliflozinin AH-benzeri deneysel modelde 

nöroinflamasyonu ve NLRP3 inflamazomunu baskıladığını gösteren ilk çalışma olup, 

bu yönüyle özgün bir nitelik taşımaktadır. 

Dapagliflozin hem Aβ ile hem LPS ile indüklenen nöroinflamasyon modelinde NLRP3 

ve ASC protein düzeylerini  ve IL-1β ve IL-18 sitokin düzeylerini anlamlı olarak 

azaltırken, kaspaz-1 protein düzeyinde anlamlı bir değişikliğe neden olmamıştır. 

Bulgularımıza paralel olarak dapagliflozinin BV2 hücrelerinde  NLRP3 yanıtı üzerindeki 

baskılayıcı etkisi daha önce de gösterilmiştir (116, 142-144). Yüksek glukozla 

indüklenen BV2 hücrelerinde dapagliflozin artmış NLRP3 düzeyini azaltmış, IL-1β ile 

TNF-α düzeylerini azaltmıştır (143).  Benzer şekilde, LPS ile indüklenen BV2 

nöroinflamasyon modelinde yapılan bir çalışmada dapagliflozin mikroglial 

aktivasyonu ve oksidatif stresi baskılamış ve IL-1β ile IL-18 düzeyini azaltmıştır (142). 

İnsan HMC3 ölümsüzleştirilmiş mikroglia hücre hattında Aβ ile oluşturulan hücresel 

nörotoksisite ve nöroinflamasyon modelinde dapagliflozinin Aβ'ya bağlı ROS 

oluşumunu ve NLRP3 inflamazom ekspresyonunu azalttığı bildirilmiştir (116). LPS ile 
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oluşturulan AH-benzeri sıçan modelinde de dapagliflozinin hipokampüste artmış 

NLRP3 ve NF-κB düzeylerini ve bunlara eşlik eden IL-1β ve IL-18 yanıtını azalttığı 

gösterilmiştir (144). Tüm bu çalışmalar dapagliflozinin çalışmamızda hem Aβ hem de 

LPS modellerinde gözlenen NLRP3 inflamazomunu baskılaması ile uyumludur ve 

dapagliflozinin farklı inflamasyon koşullarında NLRP3 yanıtını baskılayabildiğini 

desteklemektedir. Bununla birlikte, söz konusu çalışmalarda NLRP3, ASC ve kaspaz-1 

düzeylerinin  çalışmamızdaki gibi birlikte değerlendirilmemiş olması, çalışmamızın 

dapagliflozinin NLRP3 inflamazomunun farklı bileşenleri üzerindeki etkisini daha 

ayrıntılı biçimde ortaya koyması açısından önemlidir (144). Dapagliflozinin NLRP3 

inflamazomu üzerindeki baskılayıcı etkisi SSS dışındaki inflamatuvar modellerde de 

tekrarlanmış; non-alkolik steatohepatit, ateroskleroz, diyabetik kardiyomiyopati, 

ülseratif kolit, renal hasar modellerinde NLRP3 ve/veya kaspaz-1 ile IL-1β ve IL-18 

düzeylerini azalttığı bildirilmiştir (109, 110, 145-147). 

Empagliflozin; Aβ ile oluşturulan modelde ne NLRP3, ASC, ve toplam kaspaz-1 

proteinlerinin düzeyleri üzerinde ne de IL-1β ve IL-18 sitokin düzeyleri üzerinde 

anlamlı bir değişiklik göstermiştir. Buna karşılık LPS ile oluşturduğumuz modelde hem 

NLRP3, ASC ve toplam kaspaz-1 proteinlerinin düzeyleri üzerinde hem de IL-1β ve IL-

18 düzeyleri üzerinde anlamlı bir azalma göstermiştir. Bulgularımızla uyumlu olarak 

yüksek glukoz ile indüklenen BV2 modelinde yapılan bir çalışmada empagliflozin 

NLRP3 düzeyi üzerinde anlamlı bir etki göstermemiş IL-1β salıverilmesini azaltmamış, 

yalnızca TNF-α düzeylerinde azalma sağlamıştır (143).  Buna karşın bulgularımız insan 

HMC3 ölümsüzleştirilmiş mikroglia hücre hattında Aβ ile uyarılan modelde 

empagliflozinin ROS ve NLRP3 düzeylerini azalttığını bildiren çalışma ile uyumsuzdur 

(116). Bu sonuçlar, empagliflozinin NLRP3 inflamazomu üzerindeki etkisinin hücre, 

inflamatuvar uyaran tipi ve deneysel koşullara bağlı olarak değişebileceğini 

düşündürmektedir. Literatürde empagliflozinin SSS ile ilgili olmayan diğer 

hastalıklarda, NLRP3 inflamazomu üzerinde baskılayıcı etkiler gösterdiği bildirilmiştir. 

Kardiyovasküler hastalık geliştirme riski taşıyan T2DM, vasküler proliferatif 

hastalıklar, kalp yetmezliği, obeziteye bağlı metabolik bozukluklar ve diyabetik 

kardiyomiyopatide empagliflozin tedavisinin NLRP3 ekspresyonu ve/veya 
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aktivasyonunu, kaspaz-1 aktivasyonunu ve buna bağlı IL-1β ve IL-18 üretimini azalttığı 

bildirilmiştir (108, 111, 148-152). Sonuç olarak çalışmamızda empagliflozinin Aβ 

modelinde etkisiz, LPS modelinde ise NLRP3 iflamazomunu baskılayıcı bulunması, 

ilacın antiinflamatuvar etkisinin inflamatuvar uyaranın oluşturduğu hücresel sinyal 

profiline bağlı olarak değişebileceğini düşündürmektedir. 

Ertugliflozin, Aβ ile indüklenen modelde NLRP3 ve IL-1β düzeylerini azaltırken 

ASC, toplam kaspaz-1 ve IL-18’de anlamlı değişiklik yapmamıştır.  LPS modelinde ise 

NLRP3, ASC, IL-1β ve IL-18 düzeylerini anlamlı şekilde azaltırken kaspaz-1 üzerine etki 

oluşturmamıştır. Benzer şekilde yüksek glukozla indüklenen BV2 hücrelerinde yapılan 

çalışmada ertugliflozinin artmış NLRP3 protein düzeyi ile IL-1β düzeyini azalttığı 

bildirilmiştir (143). Bununla birlikte, söz konusu çalışmada ASC ve kaspaz-1 

aktivasyonu ile IL-18 düzeylerinin değerlendirilmemiş olması, ertugliflozinin bütüncül 

NLRP3 inflamazom aktivasyonu üzerindeki etkisine ilişkin kanıtı sınırlamaktadır. 

Mevcut literatürde, ertugliflozinin Aβ veya LPS ile indüklenen mikroglial modellerde 

NLRP3–ASC–kaspaz-1 ekseni ve sitokin düzeyindeki etkilerini doğrudan araştıran bir 

çalışmaya rastlanmamıştır. Çalışmamız, ertugliflozinin bu eksen üzerindeki etkilerini 

ilk kez ortaya koyması bakımından özgün bir nitelik taşımaktadır. 

Kanagliflozin, Aβ ile oluşturulan modelde NLRP3 ve IL-18 düzeylerini anlamlı 

olarak azaltırken ASC, toplam kaspaz-1 ve IL-1β üzerinde anlamlı bir değişiklik 

oluşturmamıştır. LPS modelinde ise NLRP3, ASC, IL-1β ve IL-18 düzeylerini anlamlı 

ölçüde azaltmış, toplam kaspaz-1 düzeyini etkilememiştir. Kanagliflozinin NLRP3 

inflamazomu üzerindeki baskılayıcı etkilerini gösteren ilk çalışmada, LPS ile 

indüklenen fareler ve J774A.1 makrofaj hücreleri kullanılmış; NLRP3, aktif kaspaz-1, 

IL-1β ve IL-18 düzeylerinde azalma gösterilmiş; bu azalmanın NF- κB’nin baskılanması 

ve Bif-1 aracılı otofajinin artmasıyla ilişkili olduğu bildirilmiştir (153). Alüminyum 

klorürle AH benzeri patoloji oluşturulan sıçanlarda kanagliflozinin TXNIP/NF- 

κB/NLRP3 sinyal yolağını baskıladığı, Aβ ve tau patolojisini azalttığı ve bilişsel işlevleri 

iyileştirdiği bildirilmiştir (115). Yüksek glukozla uyarılmış BV2 hücrelerinde ise 

kanagliflozinin ROS, NO, iNOS, NLRP3, IL-1β ve TNF-α düzeylerini azalttığını 

bildirilmiştir (143). Çalışmamızda her iki deneysel modelde de kanagliflozin 
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uygulaması, değerlendirilen NLRP3 inflamazomu ile ilişkili parametrelerin ve NO 

düzeyinin ,bazıları istatistiksel anlamlılığa ulaşmasa da, azalma yönünde bir değişim 

oluşturmuştur. Gözlenen bu genel azalma eğilimi, yukarıda bahsedilen çalışmalarla 

uyumludur. 

Çalışmamızın tüm sonuçları birlikte değerlendirildiğinde, incelenen beş SGLT-

2 inhibitörünün her iki modelde de mikroglial inflamatuvar yanıtı azaltabildiği, ancak 

her ilacın NO, NLRP3, ASC, toplam kaspaz-1, IL-1β ve IL-18 üzerindeki etkisinin aynı 

bütünlükte ve büyüklükte olmadığı görülmektedir. . 

Protein ve sitokin sonuçları arasındaki bu ayrışmanın birkaç olası nedeni 

bulunmaktadır. NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu; NLRP3 oligomerizasyonu, ASC 

aracılı kompleks oluşumu ve pro-kaspaz-1'in aktivasyonu gibi protein 

ekspresyonundan bağımsız olarak gerçekleşen downstream süreçlerin yanı sıra K⁺ 

effluksu, hücre içi Ca²⁺ değişiklikleri, mitokondriyal ROS üretimi ve lizozomal hasar 

gibi aktivasyon sinyallerine de bağlıdır. Çalışmamızda gliflozinler NLRP3 düzeyini 

modele kıyasla azaltmasına karşın, bu aktivasyon basamaklarını yeterince 

baskılamamış ve NLRP3'teki azalma ASC ve toplam kaspaz-1 düzeylerine  aynı ölçüde 

yansımamış olabilir. 

Çalışmamızda da gliflozinlerin tamamının NLRP3 düzeyini  azaltmış olmasına 

rağmen az bir kısmının kaspaz-1 düzeyini azaltması toplam kaspaz-1 ölçtüğümüz için 

olabilir.  

Bu çalışmada aktif kaspaz-1 p20 oluşumu, ASC oligomerizasyonu ve benek 

oluşumu, pro-IL-1β’nın olgun IL-1β’ya dönüşümü, GSDMD parçalanması ve piroptoz 

değerlendirilmemiştir. Bu nedenle sonuçlar, gliflozinlerin NLRP3 inflamazom 

aktivasyonunu kesin olarak inhibe ettiğini göstermekten çok, NLRP3 inflamazomuyla 

ilişkili protein ve sitokin yanıtını baskıladığını ortaya koymaktadır. İleri çalışmalarda 

aktif kaspaz-1 p20, olgun IL-1β, ASC oligomerizasyonu ve parçalanmış GSDMD’nin 

değerlendirilmesi yararlı olacaktır. Ayrıca seçici bir NLRP3 inhibitörüyle pozitif kontrol 

oluşturulması, NLRP3’ün genetik olarak susturulması ve gliflozin etkisinin bu 

koşullarda değişip değişmediğinin incelenmesi, gözlenen antiinflamatuvar etkinin 

NLRP3’e bağımlılığını daha doğrudan gösterebilir. 
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Ayrıca çalışmamızda çoklu zamanlarda ölçüm yapılmaması, daha erken veya 

geç ortaya çıkan etkilerin saptanamamasına neden olmuş olabilir. İnflamatuar 

uyarının süresi ve tipi, hücre tipi  de elde edilen yanıtların farklılaşmasına katkıda 

bulunmuş olabilir.  

Bu sınırlılıklara karşın çalışmamızın özgün katkılarından biri, beksagliflozin, 

dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozinin nöroinflamasyon 

bağlamında aynı deneysel koşullar altında değerlendirilmesi ve böylece bu ilaçların 

NLRP3 inflamazomu ile ilişkili yanıtlar üzerindeki ortak ve farklı etkilerinin ortaya 

konulmasıdır.. Ayrıca yalnızca tek bir inflamasyon göstergesi incelenmemiş; NLRP3, 

ASC ve toplam kaspaz-1 protein düzeyleri ile IL-1β ve IL-18 salıverilmesi iki farklı 

modelde birlikte değerlendirilmiştir. Böylece bazı ilaçlarda NLRP3 düzeyindeki 

azalmanın ASC veya toplam kaspaz-1’e yansımadığı, bazı koşullarda ise protein 

düzeylerindeki sınırlı değişikliğe karşın sitokin salıverilmesinin azaldığı gösterilmiştir. 

Bu durum, gliflozinlerin mikroglial inflamasyon üzerindeki etkilerinin tek bir sonlanım 

noktası kullanılarak değerlendirilmesinin yeterli olmayabileceğini ortaya 

koymaktadır. 

Sonuç olarak beksagliflozin ve dapagliflozin başta olmak üzere SGLT-2 

inhibitörleri AH ile ilişkili NLRP3 aracılı mikroglial inflamasyonun sınırlandırılmasında 

potansiyel bir farmakolojik hedef olarak öne çıkmaktadır.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasında beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve 

kanagliflozinin Aβ ve LPS ile oluşturulan mikroglial inflamasyonda NLRP3 

inflamazomuyla ilişkili yanıtlar üzerindeki etkileri incelenmiştir. Çalışmamızda SGLT-2 

inhibitörlerinin NLRP3, ASC ve toplam kaspaz-1 protein düzeyleri ile IL-1β ve IL-18 

salıverilmesini farklı ölçülerde azaltabildiği gösterilmiştir. Bu bulgular, SGLT-2 

inhibitörlerinin mikroglial inflamasyon üzerindeki etkilerinde NLRP3 inflamazomunun 

rol oynayabileceğini desteklemektedir.  

Bildiğimiz kadarıyla bu çalışma, bu beş SGLT-2 inhibitörünü hem Aβ hem LPS 

ile uyarılan iki farklı modelde ele alan ve etkilerini NLRP3 sensörü, ASC adaptörü, 

kaspaz-1 efektörü ile IL-1Β ve IL-18 yanıtlarını birlikte değerlendirerek inceleyen ilk 

çalışmadır. Ayrıca beksagliflozinin AH ile ilişkili mikroglial inflamasyon ve NLRP3 yanıtı 

üzerindeki etkisini gösteren ilk çalışmadır.  

Bu yönleriyle çalışma, yalnızca SGLT-2 inhibitörlerinin sınıf düzeyindeki 

antiinflamatuvar potansiyeline ilişkin kanıt sunmakla kalmamakta, aynı zamanda her 

bir gliflozinin NLRP3 ile ilişkili inflamatuvar yanıtın farklı bileşenleri üzerinde ayrışan 

etkiler gösterebildiğini ortaya koymaktadır.  

Bulgularımız, NLRP3 inflamazomunun AH ile ilişkili nöroinflamasyonun 

sınırlandırılmasında potansiyel bir farmakolojik hedef olabileceğini ve SGLT-2 

inhibitörlerinin bu hedefle ilişkili inflamatuvar yanıtı modüle edebilecek aday ilaçlar 

arasında değerlendirilebileceğini desteklemektedir.  

Gelecekte bu etkilerin ileri hücresel ve in vivo AH modellerinde doğrulanması, 

gliflozinlerin nöroinflamasyonun kontrolü ve AH tedavisinde yeniden 

konumlandırılma potansiyelinin belirlenmesine katkı sağlayabilir. 
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