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OZET

Mercan, B.E., Sodyum Glukoz Kotransporteri-2 inhibitérlerinin Alzheimer Hastalig
Benzeri Modelde NLRP3 inflamazomu Aracili Néroinflamasyon Uzerine Etkisi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmakoloji Programi Yiiksek
Lisans Tezi, Ankara, 2026. Noroinflamasyon, 6zellikle mikroglial aktivasyon ve NLRP3
inflamazomu aracili inflamatuvar yanitlar, Alzheimer hastaligi (AH) patogenezinin
onemli bilesenlerindendir. Sodyum glukoz kotransporter-2 (SGLT-2) inhibitorlerinin
glukoz diizeyini azaltici etkilerinin yani sira anti-inflamatuvar 6zellikleri bulundugu ve
bu etkilerin kismen NLRP3 inflamazomunun baskilanmasiyla iliskili olabilecegi
gosterilmistir. Bununla birlikte, SGLT-2 inhibitorlerinin AH benzeri kosullarda NLRP3
inflamazomu ile iliskili inflamatuvar yanitlar Gzerindeki etkileri henliz tam olarak
acikhga kavusmamistir. Bu calismada beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin,
ertugliflozin ve kanagliflozinin amiloid beta (AB) ve lipopolisakkarit (LPS) ile
indiiklenen BV2 mikroglial inflamasyon modellerindeki etkileri MTT, Griess, Western
blot ve ELISA yontemleriyle degerlendirildi. AB modelinde beksagliflozin NLRP3, ASC
ve kaspaz-1 proteinleri ile IL-1B ve IL-18 diizeylerini anlamli olarak azaltirken,
dapagliflozin NLRP3 ve ASC ile her iki sitokin dizeyini azaltti. Ertugliflozin ve
kanagliflozin daha secici etkiler gosterirken, empagliflozin incelenen belirteglerde
anlamli degisiklik olusturmadi. LPS modelinde bes inhibitdriin tamami NLRP3, ASC, IL-
1B ve IL-18 diizeylerini anlamli olarak azaltti; kaspaz-1 ise yalnizca beksagliflozin ve
empagliflozin ile azaldi. Bu bulgular, 6zellikle beksagliflozin ve dapagliflozinin AH ile
iliskili néroinflamasyonda NLRP3 eksenini hedefleyen potansiyel farmakolojik adaylar
olarak daha ileri mekanistik ve preklinik arastirmalarda degerlendirilmesini
desteklemektedir.

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

inhibitorleri, NLRP3 inflamazomu, néroinflamasyon, 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 (AB)- and lipopolysaccharide (LPS)-induced BV2 microglial inflammation models
using MTT, Griess, Western blot, and ELISA assays. In the AR model, bexagliflozin
significantly reduced NLRP3, ASC, and caspase-1 protein levels as well as IL-1p 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-1B, 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. GiRis

Norodejeneratif hastaliklar arasinda en sik gortlen Alzheimer Hastaligi (AH),
tim demans vakalarinin yaklasik %60-70’ini olusturur. Diinya Saghk Orgiiti (DSO)
verileri, 2023 yih itibariyla dinya c¢apinda 55 milyondan fazla bireyin demansla
yasadigini ve yaslanan nifusla birlikte bu sayinin 2050 yilina kadar 130 milyonun
Uzerinde olacagini 6ngoérmektedir (1).

AH patogenezi uzun vyillar boyunca amiloid beta (AB) ve hiperfosforile tau
Uzerinden agiklanmistir. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar, hastaligin gelisimi ve
ilerlemesinde noéroinflamasyonun da 6nemli bir rol oynadigini gdstermektedir.
Ozellikle santral sinir sisteminin (SSS) yerlesik immiin hiicreleri olan mikroglialarin,
patolojik uyaranlara karsi verdigi yanitin bu siirecte etkili oldugu distiniimektedir (2).
Mikroglialarin uzun siireli aktivasyonu, niikleotid baglayici oligomerizasyon alani
benzeri reseptor (NLR) ailesi pirin bdlgesi iceren 3 (NLRP3) inflamazomu gibi
inflamatuvar yolaklarin uyarilmasina ve proinflamatuvar sitokinlerin saliverilmesine
neden olarak hiicresel hasari artirabilmektedir (3, 4).

NLRP3 inflamazomu, hiicresel stres ve hasara yanit olarak aktive olan ¢ok
proteinli bir komplekstir. Aktivasyonu sonucunda kaspaz-1 aktiflesip interlokin-1B
(IL-1PB) ve interlokin-18 (IL-18) gibi cesitli proinflamatuvar sitokinlerin saliverilmesini
tetikler (3). AH’de NLRP3 inflamazomunu aktivasyonunun AR birikimini ve tau
hiperfosforilasyonunu artirarak AH patojisini kotilestirdigi bildirilmistir (5, 6).

Sodyum glukoz kotransporter 2 (SGLT-2) inhibitorleri, yeni nesil antidiyabetik
ilaclardandir. Empagliflozin, dapagliflozin ve kanagliflozin gibi bu gruptaki daha eski
ilaclarin kardiyovaskiiler ve renal korucu etkileri iyi bilinmektedir (7). Son vyillarda
yapilan preklinik ¢calismalar, bu ilaglarin glisemik kontroliin 6tesinde antiinflamatuvar
etkiler gosterebilecegine isaret etmektedir (8). Bazi calismalarda NLRP3 inflamazomu
aktivasyonunu azaltarak antiinflamatuvar etkiler sagladigi da bildirilmistir (9).

SGLT-2 inhibitorlerinin AH ile iliskili noroinflamasyon baglaminda NLRP3
inflamazomu Gizerindeki etkileri henliz yeterince acikliga kavusmamistir. Bu calismada
SGLT-2 inhibitorlerinin AH benzeri noéroinflamasyon kosullarinda NLRP3 aracili

inflamatuvar yaniti azaltip azaltmadigini ve bu ilaglarin AH acisindan olasi koruyucu



etkilerini arastirmak hedeflenmistir. Bu amagla BV2 mikroglia hicreleri,
lipopolisakkarit (LPS) ve AB ile inklibe edilerek néroinflamasyon modeli olusturulmus
ve SGLT-2 inhibitorlerinin NLRP3 inflamazomu ile IL-1B ve IL-18 diizeyleri Gizerindeki

etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Alzheimer Hastalig

AH; hafiza, muhakeme ve dil becerileri basta olmak (zere cesitli bilissel
islevlerde giderek artan kayiplara, karakter degisikliklerine yol acan ilerleyici
norodejeneratif bir hastaliktir. Hastalik ilk kez 1906 yilinda Alman psikiyatrist ve
norolog Alois Alzheimer tarafindan; Auguste Deter isimli hastasinin 6liminin
ardindan beyin dokusunun histopatolojik olarak incelenmesi ile tanimlanmistir. Bu
incelemelerde, serebral kortekste belirgin yapisal degisiklikler gozlemleyen
Alzheimer, bunlara ek olarak glinimiizde AH'nin temel néropatolojik 6zellikleri olarak
kabul edilen ekstraseliiler plak benzeri olusumlari tanimlamistir (10). Alzheimer, o
dénem vyaptigl histolojik gozlemlerinde plaklarin ¢evresinde glial hicresel
reaksiyonlara dikkat cekse de bunlarin mikroglia oldugunun anlasilmasi ve bu
hiicrelerin noroinflamasyon ile iliskili 6zelliklerinin tanimlanmasi daha sonraki yillarda
gergeklesmistir (11).

AH genel olarak ailesel ve sporadik olmak Uzere iki grupta
degerlendirilmektedir. Ailesel AH daha az gorilmekte ve amiloid dncii proteini (APP)
ile presenilin-1 ve presenilin-2 proteinlerini kodlayan genlerde meydana gelen
patojenik mutasyonlarla iliskilendirilmektedir (12). Sporadik AH ise hastalarin biyik
cogunlugunu olusturmakta ve tek bir genetik nedenden cok genetik, cevresel ve
metabolik faktorlerin etkilesimi sonucunda gelismektedir. Apolipoprotein E’'nin €4
aleli (APOE €4), sporadik AH gelisimi acisindan en gliclii genetik risk faktorlerinden biri
olarak kabul edilmektedir (13). APOE €4’e ilaveten, TREMZ2 ve CD33 basta olmak lizere
MS4A gen ailesi, INPP5D, SPI1, ABCA7, CR1 ve CLU gibi dogustan bagisiklik sistemi ve
mikroglial fonksiyonlarla iliskili genetik varyantlarin da AH gelisme riskini artirmasi,
hastaligin patogenezinde noroimmiin mekanizmalarin 6nemini desteklemektedir

(14-16).



2.1.1 Alzheimer Hastaliginin Patofizyolojisi

Amiloid Kaskat Hipotezi

Amiloid kaskad hipotezi, son birka¢ on yildir hastaligin patofizyolojisinde
onemli bir yere sahiptir (17). Bu hipoteze gore, AR birikimi AH’nin merkezinde yer alir
ve zamanla tau patolojisi, sinaptik ve néronal hasar, vaskiler degisikliklere katkida
bulunan asagi akis (downstream) sireglerini tetikleyebilmektedir (18). AR peptitleri,
transmembran bir protein olan APP’nin amiloidojenik yolakta B-sekretaz ve y-
sekretaz tarafindan ardisik olarak parcalanmasi sonucunda olusur. Bunlardan ABaove
ABa2 en yaygin olanlaridir. Fizyolojik kosullarda tretilen AR gesitli proteolitik, fagositik
ve transport mekanizmalari aracihigiyla beyinden uzaklastirilabilmektedir. Bununla
birlikte AP dUretiminin artmasi veya temizlenmesinin azalmasi, ¢ozlinir AP
diizeylerinin artmasina ve peptitlerin oligomerler, protofibriller ve fibriller halinde
agregasyonuna yol acabilmektedir. Ozellikle ¢éziinir AP oligomerlerinin,
sinaptikasirrm ve sinaptik plastisiteyi bozarak belirgin sinaptotoksik etkiler
olusturabilecegi, daha ileri agregasyon sonucunda ise AH’nin karakteristik patolojik
bulgularindan biri olan ekstraseliler amiloid plaklari meydana getirebilecegi
bilinmektedir (19-21).

AB peptitlerinin birikiminin nérodejenerasyona yol acan olaylari tetikledigine
inanilmaktadir. AB agregasyonu, glikojen sentaz kinaz-3f (GSK-3B) gibi kinazlari aktive
ederek tau fosforilasyonunu tetikler. AB peptitleri, amilin reseptorleri yoluyla
mikroglial aktivasyona da neden olarak NLRP3 inflamazom olusumunu tetikleyerek
noroinflamasyona neden olabilir (22).

Amiloid kaskad hipotezi AH arastirmalarinda énemini hala koruyor olsa da,
son zamanlarda vyapilan klinik ¢alismalardan bazilarinin  6nemli faydalar
gostermemesi veya AB birikimini hedefleyen tedavilerin ciddi yan etkilere sahip
olmasi nedeniyle AH patogenezinde yer alan tau patolojisi, néroinflamasyon, sinaptik
kayip gibi diger alternatif mekanizmalar AH tedavisi arastirmalari icin giderek 6nem

kazanmistir. (23, 24).



Tau Hipotezi

AB plaklarinin birikimine ek olarak, AH’nin diger ayirt edici patolojisi, anormal
tau proteini agregatlarindan olusan norofibriler yumaklarin (NFY) varligidir. Tau
proteini, néronlarda eksprese edilen ve mikrotiibil ile iliskili proteinler (microtubule-
associated proteins, MAPs) ailesine ait bir proteindir. Fizyolojik kosullarda temel
gorevi, mikrotubillere baglanarak mikrotiibillerin stabilitesini saglamak ve
mikrotibiler agin yapisal butinliglinG korumaktir (25, 26). AH’de ise, tau;
hiperfosforilasyon gibi posttranslasyonel modifikasyonlara ugrayarak toksik bir hale
gelir.  Mikrotibullerden ayrilan hiperfosforile tau proteinleri néronlarin
somatodendritik bolgelerinde birikerek NFY’lerin olugsmasina sebep olur (27-29).

NFY birikimi; noronal mikrotlbal blGtinliglnin bozulmasi,
noroinflamasyonun artmasi ve tau patolojisinin yayillmasiyla iligkilidir. NFY agisindan
zengin beyin bolgelerinde mikroglial aktivasyonun ve astrositik yanitin arttigi, bu
kronik inflamatuvar ortamin ise noronal hasari ve tau patolojisini daha da
siddetlendirebildigi gosterilmistir (28, 30, 31)

Ayrica, tau patolojisinin yalnizca NFY olusumuyla sinirli olmadigi; sinaptik
disfonksiyon, aksonal transport bozuklugu ve ilerleyici néronal kayipla da iliskili
oldugu gosterilmistir (28, 32). Patolojik tau tlrleri aksonal mikrottbullerden ayrilarak
somatodendritik ve sinaptik bolgelere yanls lokalize olabilmekte ve burada sinaptik
fonksiyonu bozabilmektedir. Ayrica tau patolojisinin sinaptik olarak baglantili
noronlar boyunca yayilabildigine ve bu yayilimin NFY olusumu, sinaptik kayip, aksonal
dejenerasyon ve hiicre 6limdi ile iliskili olduguna dair bulgular bulunmaktadir (33). Bu
nedenle tau; fosforilasyon ve diger posttranslasyonel modifikasyonlarin
dizenlenmesi, agregasyonun ve hiicreler arasi yayilimin engellenmesi ve tau
dizeylerinin azaltilmasi gibi farkli yaklasimlarla ginimizde 6nemli bir hastalik-

modifiye edici tedavi hedefi olarak arastirilmaktadir (34).

Noroinflamasyon
inflamasyon; organizmanin enfeksiyon, hiicresel hasar ve cesitli zararl
uyaranlara karsi gelistirdigi temel savunma mekanizmalarindan biridir. inflamatuvar

yanitin uzun siire devam etmesi veya yeterince kontrol edilememesi durumunda ise



bu koruyucu ozellik patolojiklesmektedir. SSS’de gelisen inflamatuvar vyanit,
noroinflamasyon olarak tanimlanmaktadir ve 6zellikle néroinflamasyonun, AH’de
hastaligin patogenezine aktif katkida bulundugu kabul edilmektedir (35). Deneysel,
noropatolojik ve genetik bulgularin dogal ve adaptif bagisiklik mekanizmalarinin AH
patogenezinde rol oynadigini gdstermesi de bu goriisi desteklemektedir (36).

Beyindeki immin mikrogevrenin diizenlenmesine mikroglialar basta olmak
Uzere astrositler, néronlar ve endotel hiicreleri katkida bulunmaktadir. Kan beyin
bariyerinin (KBB) butlnliginin bozulmasi durumunda periferik bagisiklik hicreleri
ve dolasimdaki inflamatuvar mediyatérler de SSS’ye gecerek noroinflamatuvar yaniti
etkileyebilmektedir (30, 37, 38).

Mikroglialar, SSS’nin dogustan gelen rezidiiel bagisiklik hicreleridir ve
fizyolojik kosullarda cevresel degisiklikleri surekli izleyerek hasarli veya apoptotik
hiicrelerin ve hicresel atiklarin fagositoz yoluyla uzaklastirilmasina, sinaptik yeniden
yapilanmaya ve doku homeostazinin korunmasina katkida bulunurlar (39).
Mikroglialar, patojen ile iliskili molekiler kaliplar (pathogen-associated molecular
patterns, PAMP) ve hasar gormis ya da olen hiicrelerden saliverilen endojen tehlike
sinyallerini (hasar ile iliskili molekuler kaliplar; damage/danger-associated molecular
patterns, DAMP) kalip tanima reseptorleri (pattern recognition receptors, PRR)
aracihgiyla algilamaktadir. Mikroglial PRR’lerin dnemli Gyeleri arasinda Toll-benzeri
reseptor (TLR) ailesinden TLR4 ve NLR ailesinden NLRP3 yer almakta ve mikroglial
dogal bagisiklik yanitinin baslatilmasinda rol oynamaktadir (40).

AH’de AR oligomerleri ve fibrilleri de DAMP gibi davranarak mikroglia
yuzeyinde bulunan TLR2 ve TLR4 gibi gesitli PRR’ler ile etkisebilmekte ve inflamatuvar
sinyallemeyi baslatabilmektedir (36, 41, 42). Kronik olarak aktive olan
mikroglialardan, tiimoér nekroz faktori a (TNF-a), IL-6 ve IL-1B gibi proinflamatuvar
sitokinler, kemokinler, reaktif oksijen tirleri (ROS) ve nitrik oksit (NO) vb.
inflamatuvar mediyatorlerin Uretimi artar (35, 43). AB’nin mikroglialar tarafindan
fagosite edilmesi baslangicta peptidin uzaklastirilmasina ve doku homeostazinin
korunmasina katkida bulunurken, AP birikiminin stirmesi ve inflamatuvar yanitin

yeterince sonlandirilamamasi kronik mikroglial aktivasyona yol acabilmektedir.



Sirekli inflamatuvar mediyator Uretimi ise sinaptik islev bozuklugu ve néronal hasari
artirarak nérodejeneratif stirecin ilerlemesine katkida bulunabilmektedir. Dolayisiyla
mikroglial yanitin etkisi, aktivasyonun siresi ve siddeti ile bulundugu mikrogevrenin
ozelliklerine bagh olarak néroprotektif ya da ndrotoksik yonde degisebilmektedir (37-
39).

Bunun yani sira sistemik inflamasyonun da AH’deki néroinflamatuvar siirecleri
etkileyebilecegi 6ne sirilmektedir. Diyabet, obezite ve kardiyovaskiiler hastalik gibi
kronik sistemik inflamasyonla iliskili durumlar AH riskinin artisiyla iliskilendirilmistir
(44, 45). Sistemik inflamasyonun KBB butlinligini bozmasi, periferik inflamatuvar
mediyatorlerin ve bagisiklik hiicrelerinin SSS ile etkilesimini artirmasina ek olarak
mikroglialari sonraki inflamatuvar uyaranlara karsi daha duyarli hale getirebilecegi ve
boylece mevcut noroinflamatuvar yaniti gliclendirebilecegi 6ne siriilmektedir (46,

47).
2.2 NLRP3 inflamazomu

inflamazomlar; PAMP ve DAMP’lara yanit olarak olusan ve inflamatuvar
yanitin diizenlenmesinde gorev alan sitozolik ¢oklu protein kompleksleridir (48). NLR
ailesinin bir Gyesi olan NLRP3 inflamazomu, AH dahil olmak Uzere birgok kronik
inflamatuvar ve nérodejeneratif hastaligin patolojisinde 6énemli bir rol oynadigi
duslintlmektedir (49).

NLRP3 inflamazomu (¢ temel kissmdan olusur: DAMP ve PAMP’larla iliskili
hiicresel degisiklikleri algilayan bir sensor protein olan NLRP3, NLRP3 ile efektor
protein arasindaki baglantiyl saglayan adaptor protein ASC (apoptozla iliskili benek
benzeri protein) ve aktive oldugunda proteolitik olarak aktif kaspaz-1'e donlisen
efektor prokaspaz-1 (50). NLRP3 proteini; N-terminal pirin bolgesi (PYD), ATPaz
aktivitesine sahip merkezi NACHT bolgesi ve C-terminal 16sin agisindan zengin tekrar
(LRR) bolgesinden olusur (51). Aktivasyon sirasinda NLRP3’(in PYD boélgesi, ASC'nin
PYD bolgesiyle; ASC'nin kaspaz aktivasyon ve baglanma bolgesi (CARD) ise prokaspaz-
1’in CARD bolgesiyle etkileserek NLRP3-ASC-prokaspaz-1 kompleksininin kurulmasini
saglar (Sekil 2.1.) (49).
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Sekil 2.1. NLRP3 inflamazom aktivasyonu (52 numaral referanstan modifiye edilerek
alinmistir) (52).

Kanonik NLRP3 inflamazomu aktivasyonu genel olarak hazirlama (priming) ve
aktivasyon olmak (zere birbirini izleyen basamaklardan olusur. Hazirlama
basamaginda PAMP veya DAMP’lar, hiicre yuzeyindeki TLR gibi PRR’ler tarafindan
algilanir. Miyeloid farklilasma birincil yanit proteini 88 (MyD88) aracili sinyal iletimi
sonucunda nukleer faktor-kB (NF-kB) sinyal yolagi aktive olarak NLRP3 ile pro-IL-1
ve pro-IL-18 gibi inflamazomla iliskili proteinlerin ekspresyonunu artirir. Bu sirada
meydana gelen posttranslasyonel diizenlemeler NLRP3’U aktivasyona hazir hale
getirir. ikinci basamakta ise hiicre disi ATP, iyon dengesindeki degisiklikler ve dzellikle
K* cikisi, mitokondriyal stres, ROS olusumu veya lizozomal bitlnligin bozulmasi gibi
hicresel degisiklikler ~NLRP3-ASC-pro-kaspaz-1 kompleksinin  aktivasyonunu
indlikleyebilir. NLRP3 cok ¢esitli PAMP ve DAMP’larla iliskilendirilmis olsa da NLRP3
yanitinin bu molekiillerle dogrudan baglanarak degil, bunlarin olusturdugu ortak
hicresel stres sinyalleri ile olustugu kabul edilmektedir (49, 51).

Kompleksin birlesmesi prokaspaz-1'in aktif kaspaz-1'e donismesini saglar.
Aktif kaspaz-1 ise pro-IL-1B ve pro-IL-18’i proteolitik olarak parcalayarak olgun IL-13
ve |L-18’e donustirir. Olgun IL-1B, dogal immdin hiicrelerinin inflamasyonun oldugu

yere yonlendirilmesini saglayan ve edinilmis immin yanitin diizenlenmesine katki



sunan, inflamatuvar yanitin gelisiminde énemli rol oynayan gtigli bir proinflamatuvar
sitokindir. Olgun IL-18 ise dogal katil hiicreler ile T hiicrelerinin sitozolik aktivitesinin
artirilmasi ve interferon-y tretiminin uyarilmasinda 6nemli rol oynar (53). Aktive olan
kaspaz-1 ayni zamanda, gasdermin D’yi (GSDMD) parcalayarak membranda por
olusturan N-terminal GSDMD fragmanini olusturur. Bu porlar IL-1B ve IL-18’in hiicre
disina saliverilmesini kolaylastirirken, ileri diizey aktivasyonda hiicre sismesi ile
membran butinlGginlin kaybiyla karakterize piroptoza yol agabilir (Sekil 2.2.) (54,
55).
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Sekil 2.2. AH’de NLRP3 inflamazomunun 6n hazirlik ve aktivasyon mekanizmalari (51
numarali referanstan modifiye edilerek alinmistir) (51).

NLRP3 inflamazomunun anormal veya asiri aktivasyonu, bircok kronik
inflamatuvar hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Gut, ateroskleroz, tip 2
diyabet (T2DM), multipl skleroz, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, UGlseratif kolit,
kolon kanseri, meme kanseri, melanom gibi cesitli kanserlerin yani sira AH’de de
artmis NLRP3 aktivasyonu bildirilmistir (56). Ozellikle AH’de AB’nin TLR'ler ve diger
PRR’ler araciligiyla NF-kB sinyal yolagini aktive ederek hazirlama sinyalini, diger

yandan fagosite edilen fibriller AB’nin lizozomal batlnligl bozarak aktivasyon
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sinyalini olusturdugu gosterilmistir (57). Bu inflamatuvar siireg; noéroinflamasyonun
siddetlenmesine, néronal apoptozun tetiklenmesine ve bdylece AH patolojisinin

ilerlemesine neden olabilir (49).

2.2.1 NLRP3 inhibitorleri

NLRP3 inflamazomunun bircok hastaligin  patolojisindeki  rolinin
aydinlatiimasi, bu kompleksin 6nemli bir farmakolojik hedef haline gelmesini
saglamistir. NLRP3 inflamazomunun potansiyel inhibisyonu igin NLRP3 inflamazom
aktivasyonunun inhibisyonu, yukari akis (upstream) sinyallerinin baskilanmasi,
inflamazom montajinin bloke edilmesi, kaspaz-1 aktivasyonunun inhibisyonu,
GSDMD pargalanmasinin bloke edilmesi ve NLRP3 inflamazomu tarafindan Uretilen
inflamatuvar sitokinlerin noétralize edilmesi gibi cesitli mekanizmalari hedefleyen
ajanlar gelistirilmistir (56). Bu ajanlar, hedef secicilikleri, KBB’yi gecme Ozellikleri ve
preklinik ve klinik gelistirilme asamalari bakimindan birbirinden ayrilmaktadir.

En iyi karakterize edilmis direkt NLRP3 inhibitorlerinden olan MCC950,
NLRP3’Gin NACHT bolgesine baglanip ATPaz aktivitesini engelledigi ve boylece
proteinin aktif konformasyona gecisini, oligomerizasyonunu ve bunu izleyen kaspaz-
1 aktivasyonunu engeller (58). AH modelinde MCC950’nin AR birikimini ve
noroinflamasyonu azalttigi, bilissel islevleri iyilestirdigi gosterilmistir (59).

Benzer sekilde dapansutril (OLT1177) de, ATPaz aktivitesini inhibe edip NLRP3
inflamazom aktivasyonunu bloke ederek etkisini gosterir (56). OLT1177’nin gut
ataklarinda etkisini degerlendiren tamamlanmis bir Faz 2a galismasinin sonuglarina
gore OLT1177’nin hedef eklem agrisini, sistemik inflamasyonu azalttigi ve kabul
edilebilir bir guvenlilik profili gosterdigi ve NLRP3 inhibisyonu igin etkili oldugu
gosterilmistir (60). AH fare modelinde yapilan bir calisma, OLT1177’nin NLRP3
kompleksinin olusumunu ve pro-IL-1B ve pro-IL-18’in IL-1B ve IL-18’e donlistimind
engelleyerek néroprotektif etkiler gosterdigini bildirmistir (61).

CY-09, tranilast ve oridonin gibi direkt inhibitorler ile KBB’'yi gecmek Uzere
gelistirilen ACI-19764, VTX3232 ve VEN-02XX gibi yeni molekiller farkli preklinik veya

klinik gelistirme asamalarindadir (56, 62, 63). ACI-19764, oral yoldan uygulanabilen
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ve KBB'yi gegebilen segici bir NLRP3 inhibitorl olarak gelistiriimektedir. Mart 2026’da
Faz-1 ¢alismasinin baslatildigi bildirilmis olup agustosta agiklanan 6n sonuglarda 20
mg/gln’e kadar uygulanan dozlarinin gtivenli oldugu ve iyi tolere edildigi, ayrica IL-1
saliveriimesinde doza bagh inhibisyon goézlendigi bildirilmistir. Bu bulgular sirket
tarafindan agiklanan 6n veriler olup ¢alismanin tam sonuglarinin 2027’nin ilk yarisinda
yayimlanmasi beklenmektedir (64, 65) .

Direkt inhibitoérlere ek olarak; NLRP3’G dolayl yoldan inhibe eden glibiirid,
B-hidroksibitirat (B-HB) gibi ajanlar da siklikla preklinik ¢calismalarda denenmektedir
(56, 63).

Baglica NLRP3 inhibitorleri ve bildirilen etki mekanizmalari Tablo 2.1.de
Ozetlenmistir.

Tablo 2.1. NLRP3 inhibitorleri ve etki mekanizmalari.

Ajan Farmakolojik Etki Mekanizmasi
Hedef

MCC950 | NLRP3-NACHT NACHT bolgesindeki ATP hidroliz mekanizmasini
bolgesi hedefleyerek NLRP3’Gn aktif konformasyona
gecisini, oligomerizasyonunu ve ASC/kaspaz-1
aktivasyonunu engeller (66).

CY-09 NLR3-NACHT ATP baglanma motifine dogrudan baglanarak
bolgesi ATPaz aktivitesini, NLRP3 oligomerizasyonunu ve
inflamazom olusumunu inhibe eder (67).

OLT1177 | NLRP3 NLRP3 ATPaz aktivitesini ve NLRP3—ASC/NLRP3—
kaspaz-1 etkilesimlerini azaltarak kompleks
olusumunu ve IL-1B/IL-18 olgunlasmasini
baskilar (68).

Tranilast | NLRP3—NACHT NACHT boélgesine baglanarak oligomerizasyonu
bolgesi engeller (69).

Oridonin NLRP3—Cys279 NACHT bolgesindeki Cys279’u modifiye ederek
inflamazom olusumunu engeller (70).

VTX3232 NLRP3; kesin | Oral ve KBB’yi gecebilen secici bir inhibitor
baglanma bolgesi | olarak NLRP3’e bagh kaspaz-1 ve sitokin
actklanmamistir olusumunu baskilar (71).
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Tablo 2.1. (Devam) NLRP3 inhibitorleri ve etki mekanizmalari.

ACI-19764 | Oral ve KBB'yi gegebilen segici bir inhibitor olarak
NLRP3;  kesin | NiRp3 aracili kaspaz-1 aktivasyonu ile IL-1B/IL-18
baglanma bdlgesi | ;) verilmesini azaltir (64).
actklanmamistir.

Glibarid NLRP3’Gn  yukari | NLRP3 oligomerizasyonunu ve ASC
akis aktivasyon | kiimelenmesini  engelleyerek prokaspaz-1'in
basamaklari kaspaz-1’e donlismesini inhibe eder (72).

B-HB K* akisi/ASC | ATP gibi NLRP3 aktivatorlerinin neden oldugu K*
oligomerizasyonu | cikisini azaltarak NLRP3 aktivasyonunu inhibe

eder. ASC oligomerizasyonu ve ASC benek
olusumunu azaltir (73).

JC124 NLRP3; kesin | NLRP3, ASC, aktif kaspaz-1 ve IL-1B dlzeylerini
baglanma bdlgesi | azaltarak inflamazom sinyallemesini baskilar
actklanmamistir. (74).

VEN-02XX | NLRP3; kesin | Oral, segici ve KBB'yi gegebilen kiiglik moleklli
baglanma bdlgesi | bir NLRP3 inhibitortudir; NLRP3 aktivasyonunu ve
actklanmamistir. IL-1B/1L-18 Uretimini baskilar (75).

2.3 Alzheimer Hastaliginda NLRP3 inflamazomu

NLRP3 inflamazomunun AH patogenezindeki roliine iliskin ilk dogrudan

kanitlardan biri Halle ve arkadaslarinin fibriler AB’'nin mikroglialar tarafindan fagosite

edilmesinin lizozomal butinligl bozarak katepsin-B gibi lizozomal bilesenlerin

sitoplazmaya saliverilmesinin NLRP3 aktivasyonu yaptigini ve bu nedenle kaspaz-1’in

aktive olup IL-1pB saliverilmesini tetikledigini gosterdigi calismasidir (57).

APP/PS1 transgenik AH fare modeli ile yapilan bir calismada, NLRP3/kaspaz-1

yolaginin aktive oldugu, Nirp3 veya Caspl gen delesyonunun mikroglial AR

fagositozunu artirdigi, amiloid birikimini azalttigi ve bilissel gerilemeye karsi koruyucu

etki gosterdigi bildirilmistir (5). insanlardan elde edilen bulgular da bu sonuclari

desteklemektedir. ileri evre AH hastalarinin periferik monositlerinde NLRP3, kaspaz-

1, IL-1B, IL-18 aktivasyonunun arttig1 gosterilmistir (76). Postmortem AH beyinlerinde
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ise NLRP3, ASC ve kaspaz-1'in mikroglialarda birlikte eksprese edildigi ve
inflamazomla iliskili piroptotik sinyallemenin arttigi gosterilmistir (77).

NLRP3 aktivasyonu vyalnizca inflamatuvar sitokinlerin saliverilmesini
tetiklemekle kalmayip, ayni zamanda AP ve tau patolojisini gliclendiren bir geri
besleme donglisi de olusturabilmektedir. Aktive mikroglialardan hiicre digina
saliverilen ASC beneklerinin AB’ya baglanarak AP oligomerizasyonunu ve
agregasyonunu artirdigi ve boylece AP patolojisinin yayilimini destekledigi
gosterilmis; buna karsilik APP/PS1/Asc”~ farelerinde veya anti-ASC antikoru
uygulanan modellerde AB agregasyonu ve patolojisinin yayiliminin azaldig
bildirilmistir  (78). Benzer sekilde tau agregatlari, mikroglial NLRP3-ASC
inflamazomunu aktive etmis; ASC eksikligi patolojik tau birikimini azaltmistir (79).
NLRP3 fonksiyon kaybinin tau kinaz ve fosfatazlarin aktivitesini dizenleyerek tau
hiperfosforilasyonunu ve agregasyonunu azalttigi gosterilmistir (80). Bu bulgular,
NLRP3 aktivasyonunun AP birikimine verilen ikincil bir inflamatuvar yanit olmanin
otesinde hem AB hem de tau patolojisini giclendiren aktif bir mekanizma
olabilecegini disindiirmektedir.

NLRP3’(in farmakolojik olarak inhibe edildigi calismalar da bu hedefin
terapétik potansiyelini desteklemektedir. NLRP3 inhibitorlerinin uygulanmasinin
farkli AH modellerinde inflamazom aktivasyonunu, néroinflamasyonu ve amiloid
patolojisini azalttig1 bildirilmistir. MCC950 tedavisi APP/PS1 transgenik farelerinde
kaspaz-1 ve mikroglia aktivasyonunu azaltmis, mikroglial AB fagositozunu artirmis,
amiloid yukind distirmis ve bilissel performansi iyilestirmistir (59). JC-124 tedavisi
TgCRNDS8 farelerde NLRP3 inflamazom aktivasyonunu, AB birikimini, oksidatif stres ve
mikroglial aktivasyonu azaltirken sinaptofizin dizeylerini artirmistir (81); APP/PS1
transgenik farelerde JC-124 uygulanarak gerceklestirilen baska bir calismada ise
NLRP3 inhibisyonu, amiloid ylkinld ve néroinflamasyonu azaltip sinaptik protein
dizeylerini koruyarak bilissel islevleri iyilestirmistir (74). Oral NLRP3 inhibitori
OLT1177 tedavisi, APP/PS1 transgenik farelerinde bozulmus 6grenme ve bellek
islevlerinde iyilestirme saglamis; IL-1B, IL-6 gibi inflamatuvar sitokin dizeylerini ve

kortikal AB plak yikini azaltmistir (61). APP/PS1 transgenik fare modelinde, NLRP3
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gen delesyonunun veya kronik farmakolojik NLRP3 inhibisyonunun mikroglial
glutamin metabolizmasini yeniden dizenleyerek AB fagositozunu artirdigi (82),
5XFAD/Rubicon gen delesyonlu transgenik farelerde, selektif NLRP3 inhibitorii VEN-
02XX’in bilissel bozuklugu, mikrogliozu, néronal kaybi ve tau patolojisini azalttig
bildirilmistir (75). Bu bulgular, NLRP3 inhibisyonunun AH icin arastirilmaya deger bir

tedavi stratejisi oldugunu géstermektedir.
2.4 Alzheimer ve Diyabet Hastaligi iliskisi

DSO 2022 verilerine gére yaklasik 830 milyon Diabetes Mellitus (DM) hastasi
vardir (83).

Artan epidemiyolojik kanitlar, DM’li bireylerin demans gelisme riskinin daha
yuksek oldugunu gostermektedir (84). T2DM’li bireylerde demans gelisme riski,
diyabeti olmayanlara kiyasla yaklasik %60 daha yiksektir (85). DM ve AH arasindaki
baglanti, bu iki hastaligin noérodejeneratif sirecler sirasinda benzer patolojik
mekanizmalari paylasmasiyla ortaya c¢ikmaktadir (86, 87). DM’nin makrovaskiler
(kardiyovaskiler hastaliklar) ve mikrovaskiler (nefropati, retinopati ve noropati)
komplikasyonlari iyi bilinmektedir ve bilissel fonksiyon bozukluguna ve demansa
zemin olan beyne 6zgl komplikasyonlari da bir¢ok arastirmanin konusu olmustur
(88). Her iki hastaligin patogenezinde de kronik inflamasyon, vaskiiler disfonksiyonlar,
oksidatif stres, amiloidogenez ile insilin, glukoz ve yag asidi metabolizmasindaki
bozukluklar 6ne c¢ikmakta; glikasyona ya da oksidatif modifikasyona ugramis
proteinlerin birikimi gézlenmektedir (89).

DM ve AH arasindaki ortak patofizyolojik mekanizmalar, antidiyabetik ilaglarin
AH tedavisinde yeniden konumlandirilmasina (repurposing) yonelik ilgiyi artirmistir.
Bu kapsamda intranazal insilin, metformin ve tiyazolidindionlar gibi insilin
sinyallemesini veya duyarhligini hedefleyen ajanlarin yani sira glukagon benzeri
peptid-1 (GLP-1) reseptor agonistleri ve dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) inhibitorleri gibi
inkretin temelli tedaviler farkh preklinik ve klinik calismalarda degerlendirilmistir.
Preklinik modellerde bu ilag siniflarinin  biylik bolimi AB birikimi, tau

hiperfosforilasyonu, noroinflamasyon ve bilissel bozulma Ulizerine olumlu etkiler
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gostermis ancak insan calismalarina gecildiginde bulgular ila¢g gruplari arasinda
belirgin sekilde farklilasmistir. GLP-1 reseptor agonistleri T2DM hastalarinda azalmis
demans riskiyle iliskilendirilirken, DPP-4 inhibitorlerine dair kanitlar karigsik olmakla
birlikte bazi calismalar koruyucu bir etkiye isaret etmektedir. Metformin ve
tiyazolidindionlar igin ise gozlemsel ¢alismalar ve klinik galismalar tutarsiz sonuglar
verirken, bazi kohort ¢alismalarinda artmis demans bildirilmektedir. Son yillarda
SGLT-2 inhibitorlerinin de glisemik etkilerinin 6tesinde preklinik modellerde AR
birikimini, tau hiperfosforilasyonunu ve néronal kaybi azalttig1 gosterildigi icin AH’de
yeniden konumlandirilabilecek potansiyel ila¢ adaylari arasinda yer aldigi ve bu

yondeki preklinik ve gézlemsel kanitlarin giderek arttigi bildirilmektedir (90).
2.5 Sodyum Glukoz Kotransporteri-2 inhibitérleri

SGLT-2 proteinleri, bobrek proksimal tiibillerinde glukozun blyik béliminin
geri emiliminden sorumlu transmembranal proteinlerdir. Glinimizde DM
tedavisinde kullanilan ve gliflozinler olarak da adlandirilan SGLT-2 inhibitorleri, renal
glukoz geri emilimini azaltip glukoziriyi artirarak serum glukoz diizeylerini instilinden
bagimsiz bicimde dusliren bir etki mekanizmasina sahiptirler. Ayni zamanda
natrilireze neden olarak kan basincinda azalmaya yol acarlar (91).

SGLT-2 inhibitorlerinin gelistirilme sireci, 1835 yilinda elma agaci kok
kabugundan florizinin izole edilmesine dayanmaktadir. Florizinin  duglk
biyoyararlanimi, SGLT1 veya SGLT-2’ye kars! se¢ici olmamasi ve ciddi gastrointestinal
yan etkileri nedeniyle terapotik kullanimi uygun bulunmamistir. Kanagliflozin, 2013
yilinda T2DM tedavisi icin Amerika Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ilk
SGLT-2 inhibitori olmus, bunu 2014 yilinda empagliflozin ve dapagliflozin izlemistir
(92). Gunumizde klinik kullanim icin ruhsatlandiriimis diger SGLT-2 inhibitorleri
ertugliflozin, beksagliflozin, ipragliflozin, luseogliflozin, tofogliflozin, remogliflozin
etabonat, sotagliflozindir. Ertugliflozin ve beksagliflozin FDA tarafindan onaylanmis
olup ipragliflozin, luseogliflozin ve tofogliflozin basta Japonya olmak lzere bazi Asya
Ulkelerinde, remogliflozin etabonat Hindistan’da ruhsathdir. Hem SGLT-1 hem SGLT-

2 inhibitori olan sotagliflozin ise ABD’de kalp yetmezligi ve Avrupa’da ise segilmis
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T1DM hastalarinda kullanim iginruhsathdir (93-98). Tiirkiye'de ise klinik kullanimda
olan ajanlar dapagliflozin, empagliflozin ve kanagliflozindir (99).

Kan glukozunu dizenlemedeki rollerinin otesinde, SGLT-2 inhibitorlerinin
kardiyoprotektif ve nefroprotektif etkileri bulunmaktadir veDM varligindan bagimsiz
olarak kalp yetmezligi ve kronik bobrek hastaligi olan hastalarda kullanilabilmektedir.
Bu kardiyovaskiiler ve renal yararlarin yalnizca glisemik kontrol ile agiklanamamasi,
SGLT-2 inhibitorlerinin metabolik etkilerinin 6tesinde hicresel stres ve/veya
inflamatuvar yanitlari da modiile edebilecegini disindirmustir (100-105).

Ozellikle kronik inflamasyonun hem DM komplikasyonlarinda hem de AH
patogenezinde ortak bir mekanizma olarak 6ne cikmasi, SGLT-2 inhibitorlerinin

antiinflamatuvar 6zelliklerine olan ilgiyi artirmistir.
2.5.1 SGLT-2 inhibitérlerinin Antiinflamatuvar Etkileri

SGLT-2 inhibitorlerinin antiinflamatuvar etkileri; TLR4/NF-kB, mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK) ve Janus kinaz (JAK)/ sinyal donustiirtici ve transkripsiyon
aktivatorlii (STAT) gibi proinflamatuvar sinyal yolaklarinin baskilanmasi, adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinaz (AMPK) aktivasyonunun artiriimasi, TNF-a,
IL-6 ve IL-18 gibi proinflamatuvar mediyatorlerin Uretiminin azaltilmasi ve
monosit/makrofajlarin inflamatuvar aktivasyonu gibi c¢esitli mekanizmalarla
iliskilendirilmektedir (106). Bu antiinflamatuvar etkiler arasinda NLRP3 inflamazom
aktivasyonunun baskilanmasi da 6nemli bir mekanizma olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Bununla birlikte SGLT-2 inhibitorleri, NLRP3’e dogrudan baglanan selektif inhibitorler
degildir. NLRP3 Uzerindeki etkilerinin B-HB dizeylerini artirmalari, instlin dizeyini
azaltmalari, AMPK aktivasyonu, mitokondriyal islevlerin ve hiicre i¢ci Ca®*
homeostazini iyilestirilmeleri ile oksidatif ve endoplazmik retikulum stresini
azaltmalari gibi dolayli mekanizmalar araciligiyla gerceklestigi disiiniiimektedir (8).

T2DM hastasi olan ve yiksek kardiyovaskiler riski bulunan hastalarda yapilan
bir calismada 30 giin sireyle empagliflozin veya silfoniliire uygulanmistir. Her iki
tedavi benzer glukoz disiriici etki gostermesine ragmen SGLT-2 inhibitori alan

hastalardan elde edilen makrofajlarda ATP veya palmitat ile uyarilan IL-1B
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saliverilmesinin daha fazla azaldigi bildirilmistir. Bu etkiye serum B-HB dlzeylerindeki
artis ve inslilin diizeylerindeki azalma eslik etmis; ex vivo deneylerde yiksek B-HB ve
disik insllin dizeylerinin NLRP3 aktivasyonunu baskiladigi dogrulanmistir. Bu
bulgular, SGLT-2 inhibitérlerinin NLRP3 tzerindeki etkisinin yalnizca glisemik kontrole
bagh olmadigini diislindlirmistir (100).

Diyabetik kardiyomiyopati modelinde yapilan bir ¢alismada dapagliflozin,
NLRP3, ASC, kaspaz-1 ve IL-1B dizeylerini azaltarak kardiyak inflamasyon ve fibrozisi
azaltmis ve ventrikll fonksiyonlari iyilestirmistir (107). Empagliflozin de diyabetik
olmayan kalp yetmezligi modellerinde NLRP3 aktivasyonunu azaltarak kardiyak
fonksiyonlarin korunmasini saglamistir (108).

Benzer etkiler bébrek hastaliklarinda da gdsterilmistir. Dapagliflozin, diyabetik
nefropati modelinde NLRP3/ASC yolagini ve inflamatuvar sitokinleri inhibe ederek
bobrek fonksiyonlarini iyilestirmistir (109). Renal fibrozis modelinde ise itakonat
Uretimini artirarak NLRP3 aktivasyonunu ve fibrozisi azaltmistir (110). Empagliflozinin
ayrica obeziteye bagli bobrek hasarinda ve metabolik karaciger hastaliginda NLRP3
aktivasyonu ile lipid birikimini azalttigi bildirilmigtir (111, 112). Bu bulgular, SGLT-2
inhibitorlerinin farkli hastaliklardaki inflamatuvar mekanizmalara NLRP3 inhibisyonu
Uzerinden antiinflamatuvar etkisinin olabilecegini gostermektedir.

SGLT-2 inhibitorlerinin kardiyak, renal ve metabolik hastalik modellerinde
NLRP3 inflamazomunu baskilayabildiginin gosterilmesi, benzer mekanizmalarin
SSS’deki inflamatuvar sireglerde de etkili olabilecegini distindirmis, SGLT-2
inhibitorlerinin AH acisindan potansiyel noéroprotektif etkilerinin arastirilmasina

temel olusturmustur.
2.5.2 SGLT-2 inhibitérlerinin Alzheimer Hastaligi Tedavisinde Kullaniimasi

SGLT-2 inhibitorlerinin kardiyak, renal ve metabolik hastalik modellerinde
NLRP3 inflamazomunu baskilayabildiginin gosterilmesi, benzer mekanizmalarin
SSS’deki inflamatuvar slireclerde de etkili olabilecegini distindirmis, SGLT-2
inhibitorlerinin AH acisindan potansiyel noroprotektif etkilerinin arastirilmasina

temel olusturmustur.
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AH ve T2DM ozelliklerini birlikte tasiyan APP/PS1 x db/db fareleriyle yapilan
bir calismada empagliflozin tedavisinin; kortikal incelmeyi, néronal kaybi, mikroglial
aktivasyonu, serebral hemoraji ve amiloid plak yiikin( azalttigl; 6grenme ve bellek
bozuklugunu iyilestirdigi gosterilmistir (113). Yiksek yagh diyet ve streptozotosinle
olusturulan baska bir T2DM ve AH modelinde de empagliflozin, beyin insilin
sinyallemesini iyilestirmis, AR birikimini ve tau hiperfosforilasyonunu azaltarak
hipokampal 6grenme ve bellek islevlerini korumustur (114).

SGLT-2 inhibitorlerinin AH’deki etkilerinde noroinflamasyonun baskilanmasi
da onemli goérinmektedir. Aliminyum klorirle olusturulan AH-benzeri sig¢an
modelinde kanagliflozin, tiyoredoksin ile etkilesen protein (TXNIP)/NLRP3
inflamazom yolagini ve proinflamatuvar sinyallemeyi baskilamis; mitokondriyal
fonksiyonlari, otofajiyi ve bilissel performansi doza bagimli olarak iyilestirmistir (115).
Hicresel AH modellerinde ise empagliflozin ve dapagliflozin, AB’nin neden oldugu
hicre 6limiini, ROS olusumunu, NLRP3 aktivasyonunu ve p-taul81 dizeylerini
azaltmis; GSK-3pB ve sikline bagimli kinaz 5 (CDKS5) sinyallemesini baskilamistir (116).
Daha yakin tarihli bir galismada enavogliflozin, 5XFAD farelerde mikroglial AMPK
sinyallemesini ve mitokondriyal islevleri gliclendirerek AR fagositozunu artirmis; ABao,
A4z dizeylerini, plak yikini ve néroinflamasyonu azaltirken sinaptik plastisiteyi ve
bilissel performansi iyilestirmistir (117).

Klinik calismalar da bu potansiyeli desteklemektedir. T2DM’li 110.885
eslestirilmis hasta ¢iftinin incelendigi bir kohort ¢alismasinda SGLT-2 inhibitori
kullananlarda, DPP-4 inhibitoéru kullananlara kiyasla AH gelisme riskinin yaklasik %39
oraninda azaldigi, SGLT-2 inhibitorleriyle DPP-4 inhibitorlerini  kullananlari
karsilastiran 278.689 kisilik baska bir kohortta bu oranin %18 azaldigi bildirilmistir
(118, 119). Dokuz retrospektif kohort calismasini ve toplam 2.433.086 T2DM
hastasini (601.692 SGLT-2 inhibitérd kullanicisi ve 1.831.394 DPP-4 inhibitori
kullanicisi) kapsayan bir meta-analizde, SGLT-2 inhibitérid kullanimi DPP-4
inhibitorlerine kiyasla Alzheimer hastaligi riskinde %38 azalma ile iliskili bulunmustur

(120). 1.348.362 kisilik T2DM kohortunda, SGLT-2 inhibitéri kullanan hastalarda,
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SGLT-2 inhibitori disindaki oral antidiyabetik ilaglari kullanan hastalara kiyasla AH
gelisme riskinin yaklasik %19 daha dusiik oldugu bildirilmistir (121).

Mevcut bulgular, SGLT-2 inhibitorlerinin AH’de metabolik, vaskiler ve
inflamatuvar yolaklari hedefleyen potansiyel ila¢ adaylari oldugunu gostermekle
birlikte, hastalik modifiye edici etkinliklerinin kanitlanmasi icin daha genis 6rneklemli
ve uzun sureli klinik ¢alismalara ihtiyag vardir.

AH’de mikroglial aktivasyon ve NLRP3 inflamazomunun asiri aktivasyonu,
kronik noroinflamasyonun gelismesinde ve norodejeneratif slrecin ilerlemesinde
onemli rol oynamaktadir. SGLT-2 inhibitorlerinin glisemik kontroliin 6tesinde
antiinflamatuvar etkiler gosterebildigi ve NLRP3 inflamazom aktivasyonunu
baskilayabildigi bildirilmis olmakla birlikte, bu ilaglarin AH ile iligkili néroinflamatuvar
kosullarda NLRP3 inflamazomu Uzerindeki etkileri ve farkli SGLT-2 inhibitorleri
arasindaki olasi farkliliklar heniiz yeterince aydinlatilmamistir. Bu tez ¢alismasinda,
oncelikle AR ve LPS kullanilarak BV2 mikroglia hiicrelerinde in vitro néroinflamasyon
modelleri olusturulmus, devaminda beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin,
ertugliflozin ve kanagliflozinin NLRP3 inflamazomu aracili inflamatuvar yanit
Uzerindeki etkileri arastiriimistir.

Calismanin temel hipotezi, SGLT-2 inhibitérlerinin mikroglial NLRP3
inflamazom aktivasyonunu baskilayarak inflamatuvar yaniti azaltacagi ve bu etkinin
farkli SGLT-2 inhibitorleri arasinda degiskenlik gosterecegidir. Bu kapsamda, SGLT-2
inhibitorlerinin NLRP3, ASC ve kaspaz-1 protein dizeyleri ile IL-1B ve IL-18 dizeyleri
Uzerindeki etkilerinin degerlendirilmesi ve AP ile LPS tarafindan olusturulan
inflamatuvar kosullardaki etkilerinin karsilastirilmasi hedeflenmistir. Mikroglial
inflamatuvar yanitin SGLT-2 inhibitorleriyle degisiminin kontrolli deneysel kosullarda
incelenebilmesi, farkli ajanlarin ayni kosullarda karsilastirilabilmesi ve sistemik
degiskenlerin etkisinin sinirlandirilabilmesi amaciyla in vivo bir model yerine BV2
hiicrelerine dayali in vitro bir model tercih edilmistir. Boylece SGLT-2 inhibitorlerinin
AH ile iliskili noroinflamasyonda NLRP3 inflamazomunu hedefleyen potansiyel
farmakolojik yaklasimlar olarak degerlendiriimesine ve gelecekte vyapilacak

mekanistik ve preklinik calismalara bilimsel zemin olusturulmasi amaglanmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Kordinasyon
Birimi (BAP, Proje numarasi: THD-2025-21818) tarafindan desteklenmistir. Hicre
kiltird deneyleri Hacettepe Universitesi Farmakoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvari ve Hiicre Kiiltliri biriminde, Western blot ve ELISA deneyleri Karolinska
Institutet Neo Isotope Core Facility’de gerceklestirilmistir. Calismada ticari hiicre

kaltard hatti kullanildigindan etik kurul izni gerekmemektedir.
3.1. Hiicre Kiiltiirii

AH benzeri néroinflamasyon modeli fare mikroglial hiicre hatti olan BV2 hiicre
hatti (Cytion, Almanya) kullanilarak olusturulmustur. BV2 hiicreleri, primer mikroglial
hicrelerin morfolojik ve fonksiyonel 6zelligini koruyan immortalize murin mikroglial
hicre hatti olmasi nedeniyle in vitro mikroglia modeli olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir (122). Calismamizda kullanilan BV2 hiicre hattinin 6zellikleri Tablo
3.1.”de verilmistir.

Tablo 3.1 BV2 hiicre hattinin 6zellikleri (123).

Hiicre hatti BV2
Organizma Mus musculus
Doku Beyin

Sus C57BL/6
Cinsiyet Disi

Hiicre tipi Mikroglia
Kultiir 6zelligi Adherent

BV2 mikroglia hicreleri; i1siyla inaktive edilmis %10 fotal sigir serumu (FBS;
Capricorn Scientific, Almanya), 100 U/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin
(Cegrogen Biotech, Almanya) iceren Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,;
Pricella, Cin) vasatinda; 37°C'de %5 CO; - %95 hava igeren bir hicre kilturi
atmosferinde tutuldu. Hiicrelerin adherans durumu, morfolojisi ve vasatin pH’si

dizenli araliklarla izlendi ve 3-4 glinde bir vasat degisimi yapildi. Hiicreler uygun
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yogunluga ulastiginda pasajlandi ve deneylerde 5-10. pasajlar arasindaki BV2

hicreleri kullanildu.
3.1.1. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Dondurulmasi

Hicreleri ¢ozdirmek igin, -80°C'den ¢ikarilan kriyotiipler hizlica 37°C'lik su
banyosunun icinde ¢6zdiirtldi. Cozlinen hiicre slispansiyonu, vasat ile seyreltilerek
1500 rpm’de 3 dakika santriflij edildi. Slipernatant uzaklastirildiktan sonra hiicre
pelleti yeniden vasatla slispanse edilip ayni yikama islemi bir kez daha tekrarlanarak
dimetil stlfoksitin (DMSO) ortamdan tamamen uzaklastirilmasi saglandi. Sonrasinda
kultur vasatinda, T25 flasklara (25 cm?), her flaskta 1x 10° hiicre olacak sekilde
ekilerek, yeterli konfluense ulasana kadar 37°C'de %5 CO>’li inklbatorde inkiibasyona
birakildi.

Hiicreler flaskin yizeyinin yaklasik %80’ini kapladiginda vasat uzaklastirilip
hicreler steril fosfat tamponlu salin (PBS; pH 7,4) ile yikandi. Sonra flask ylzeyine
%0,25 tripsin-EDTA (Capricorn Scientific, ABD) eklenip 37°C'de 3 dakika inkiibe edildi
ve sonrasinda tripsinin etkisini durdurmak igin vasat eklendi. Elde edilen hiicre
sispansiyonu 1500 rpm'de 3 dakika santrifiij edildi. Slipernatant kismi
uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti, 1 mL vasat icinde yeniden slspanse edildi.
Hicre yogunlugu ve canlilik orani otomatik hiicre sayim cihazi (Biorad TC20
Automated Cell Counter) kullanilarak belirlendi.

Hiicre canlihgl testi ve Griess nitrit analizleri icin BV2 hiicreleri, 96 kuyucuklu
hiicre kiltiru plakalarina, her kuyucukta 0,01 x 10° olacak sekilde; Western blot ve
enzime bagli imminosorbent analizinde (enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) kullanilacak hiicreler ise 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarina her kuyucukta 0,3 x 10°
hiicre olacak bicimde ekildi. Hiicrelerin plaka ylizeyine tutunabilmesi icin plakalar
37°C'de, %5 CO; iceren nemlendirilmis inklibatorde 24 saat bekletilip ardindan
belirlenen deney gruplarina uygun ila¢ ve indliksiyon uygulamalarina gegildi.

Hiicrelerin dondurulmasi amaciyla ayni sekilde vasat uzaklastirilip hiicreler
PBS ile yikandi ve %0,25 tripsin-EDTA araciligiyla flask ylizeyinden ayrildi. Tripsin

aktivitesi vasatla durdurulduktan sonra hiicre slispansiyonu 1500 rpm’de 3 dakika
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santrifiij edildi. Stpernatant uzaklastirihp kalan hiicre pelletinin, %10 DMSO
dondurma vasatinda yeniden slispanse edilmesi saglandi. Sispansiyon, 2 mL’lik
kriyotlplere tiip basina 1 mL olacak sekilde dagitildi ve kademeli sogutma amaciyla

kriyotlpler once -20°C’'de 2 saat bekletildi, ardindan -80°C’ye aktarilarak saklandi.

3.2. Deneysel Ajanlar

3.2.1. Amiloid Betanin Hazirlanmasi

AH-benzeri néroinflamasyon modeli olusturulmasinda insan ABi-42 aminoasit
dizisi temel alinarak kimyasal peptit sentezi yontemiyle Uretilmis, %95’in lGizerinde
saflikta liyofilize Amiloid Betai-s2 peptidi (Peptiteam, Tirkiye) kullanildi. Peptit,
deneylerde kullaniimak igin fibrillere gevrildi (124, 125) Noroinflamatuvar yanitin
olusturulmasi amaciyla, literatirde BV2 hiicrelerinde inflamatuvar yanit
olusturuldugu bildirilen 5 uM konsantrasyonu tercih edildi (126, 127).

AB peptidi 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP; AAblocks, ABD) icerisinde
¢Ozlldl ve laminar hava akiml kabin icinde bir gece bekletilerek HFIP’in tamamen
uzaklasmasi saglandi. Elde edilen peptit mikrofilmi steril PBS icerisinde yeniden
¢ozuldi. AP agregasyonunu saglamak igin peptit ¢ozeltisi 37°C’'de 24 saat inkiibe
edildi ve ardindan nazikce karistirildi. Daha sonra c¢ozelti 5 dakika boyunca
sonikasyona tabi tutuldu, alikotlara ayrildi ve kullanima kadar -80°C’de saklandi. AB
tedavisinden hemen 0Once, stok c¢ozeltisinin bir alikotu dondurucudan cikarildi ve

¢Ozlldl. AB gruplarindaki hiicreler 5 uM AB ile 24 saat siire ile inklibe edildi.

3.2.2. Lipopolisakkaritin Hazirlanmasi

Noroinflamasyon modelinin olusturulmasinda, Escherichia coli 055:B5
serotipinden elde edilen LPS kullanildi. Noroinflamatuvar yanitin olusturulmasi
amaciyla, literatiirde BV2 hiicrelerinde inflamatuvar yanit olusturuldugu bildirilen
100 ng/mL konsantrasyonu tercih edildi (128, 129). LPS, ilgili konsantrasyonda olacak
sekilde PBS icinde ¢ozildi. Bu stok ¢ozeltisinin alikotlari -20°C bir dondurucuda

saklandi. LPS tedavisinden hemen 6nce, stok ¢ozeltisinin bir alikotu dondurucudan
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cikarildi ve ¢ozdirildi. LPS ile indiklenen deney gruplarindaki BV2 hiicreleri, 100
ng/mL LPS varhiginda 8 saat slreyle inklbe edildi.

3.2.3. SGLT-2 inhibitorlerinin Hazirlanmasi

SGLT-2 inhibitorlerinin 1 mM stok ¢ozeltileri, distile su igerisinde hazirlandi ve
deneylerde kullaniimak tzere tek kullanimlik alikotlara ayrilarak -20°C’de saklandi.

Deney glini uygun ¢alisma konsantrasyonlarina seyreltildi.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan SGLT-2 inhibitorleri.

Gliflozin Uretici Katalog No Stok Kons. | Tarama Kons.

Beksagliflozin | Ambeed A187149 1 mM 1,5,10, 25,50 uM
Dapagliflozin Ambeed A120381 1 mM 1,5, 10, 25, 50 um
Empagliflozin | Ambeed A112500 1 mM 1,5,10, 25,50 uM
Ertugliflozin Ambeed A191432 1 mM 1,5,10, 25,50 uM
Kanagliflozin Ambeed A335983 1 mM 1,5, 10, 25, 50 um

3.3. Hiicre Canhlig: Testi

Uygulanan ajanlarin farkh konsantrasyon ve maruziyet siirelerinde hicre
canhhg Uzerindeki etkilerini belirlemek amaciyla 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromir (MTT) testi gerceklestirildi. YOontem, metabolik olarak aktif
hiicrelerde MTT’nin mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri araciligiyla ¢éziinmeyen
mor renkli formazan kristallerine indirgenmesi esasina dayanmaktadir (130).

Deneyden 24 saat dnce BV2 hiicreleri, 96 kuyucuklu hticre kiltira plakalarina,
kuyucuk basina 2 x 10* hiicre olacak sekilde ekildi ve hiicrelerin ylizeye tutunmasi igin
37°C'de, %5 CO; iceren nemlendirilmis inklibatérde gece boyunca inkibe edildi.
Ertesi glin hicrelere beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin veya
kanagliflozin 1, 5, 10, 25 veya 50 uM konsantrasyonlarinda uygulandi ve hiicreler 24,
48 veya 72 saat inkilibe edildi.

inkiibasyon siirelerinin tamamlanmasinin ardindan kuyucuklardaki vasat
uzaklastirildi ve hiicrelere son konsantrasyonu 0,45 mg/mL olacak sekilde MTT

solisyonu eklendi. Plakalar, formazan kristallerinin olusmasi amaciyla 37°C'de ve
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isiktan korunarak 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda MTT iceren ortam
dikkatlice uzaklastirildi ve olusan formazan kristallerinin ¢éziinmesi amaciyla her bir
kuyucuga 100 pL DMSO eklendi. Kristallerin tamamen c¢o6ziinmesini saglamak
amaciyla plakalar yaklasik 10-15 dakika orbital ¢alkalayicida galkalandi.

Formazan olusumuna baglh absorbans degerleri mikroplaka okuyucu
kullanilarak 570 nm dalga boyunda olguldi. Elde edilen absorbans degerleri
hicrelerin metabolik aktivitesinin ve dolayisiyla hiicre canhliginin géstergesi olarak
degerlendirildi. Kontrol grubunun hiicre canliligl %100 olarak kabul edilerek uygulama

gruplarindaki hiicre canhhgi kontrol grubuna gore yiizde (%) olarak hesaplandi.
3.4. Nitrit Diizeyinin Griess Yontemi ile Olgiilmesi

Uygulanan ajanlarin, AB veya LPS ile indiiklenen inflamatuvar yanitin BV2
hiicrelerinde NO Uretimi Gizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla Griess yontemi
kullanildi. NO kisa émirli ve kararsiz bir molekil oldugundan, hicre kiltlri
sipernantlarinda NO’nun daha kararli bir son drini olan nitrit (NO?) dizeyi
spektrofotometrik olarak o6l¢lildii. Yontem, nitritin asidik ortamda silfanilamit ile
reaksiyona girmesi ve sonrasinda N1-1-naftiletilendiamin dihidrokloriir (NED) ile
birleserek pembe-mor renkli bir riin olusturma esasina dayanir. Olusan rengin
siddeti, 6rnekte bulunan nitrit miktari ile dogru orantili olarak degerlendirildi (131).

Griess reaktifi, deney gilinii taze olarak hazirlandi. %1 silfanilamid ve %0,1
NED, %3 fosforik asit (H3POa) icerisinde ¢6zuldl distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.
Hazirlanan reaktif isiktan korunarak saklandi ve deney sirasinda buz izerinde tutuldu.

Nitrit konsantrasyonlarinin hesaplanabilmesi icin, 1 mM sodyum nitrit
(NaNO,) stok ¢ozeltisinden PBS ile seri seyreltmeler yapilarak 0-100 uM araliginda (O,
1,2,5,5, 10, 20, 50 ve 100 uM) standartlar hazirlandi. Elde edilen absorbans degerleri
ile standart egri olusturuldu.

Deneyden bir giin o6nce BV2 hicreleri tripsin-EDTA uygulanarak flask
ylzeyinden kaldirildi. BV2 hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara ekildikten sonra 24 saat
inkliibe edilerek ylizeye tutunmalari saglandi. Tripsin aktivitesi serum iceren kultir

vasatiyla durdurulduktan sonra hiicre stispansiyonu 1500 rpm’de 3 dakika santrifj
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edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti kiltir vasatinda yeniden siispanse
edildi. Hiicre sayiminin ardindan BV2 hiicreleri, 96 kuyucuklu kiltlr plakalarina,
kuyucuk basina 2 x 10* hiicre olacak sekilde ekildi. Plakalar, hiicrelerin ylzeye
tutunmasi amaciyla 37°C'de ve %5 CO, igeren nemlendirilmis inklibatorde 24 saat
bekletildi. inkiibasyonun ardindan kiltiir vasati uzaklastirildi ve hiicrelere 1-50 pm
araliginda beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin veya kanagliflozin
uygulandi. Hiicreler SGLT-2 inhibitérleriyle 1 saat 6n inkiibasyona birakildi. On
inklibasyonun tamamlanmasinin ardindan, ilag iceren vasat uzaklastirilmadan ilgili
deney gruplarina 5 uM AR veya 100 ng/mL LPS eklendi ve sonra 24 saat inkibe edildi.
inkiibasyon sonrasi her kuyucuktan 50 plL siipernatant alinarak yeni bir 96 kuyucuklu
plakaya aktarildi ve tizerine 50 uL Griess reaktifi eklendikten sonra oda sicakliginda ve
istktan korunarak 10 dakika daha inklibe edildi. Olusan rengin absorbansi, mikroplaka
okuyucu kullanilarak 550 nm dalga boyunda 6l¢lld.

AB deneylerinde kullanilan NaNO, standart egri y = 0,0007320x + 0,03936
denklemiyle yuksek dogrusallik gésterdi (R? = 0,9992). LPS deneylerinde kullanilan
NaNO, standart egriy = 0,001420x + 0,05397 denklemiyle yiksek dogrusallik gbsterdi
(R? = 0,9982). Bu regresyon denklemleri, hiicre kulturi stipernatantlarinda 6lcllen
absorbans degerlerinin nitrit konsantrasyonlarina (uM) donustiridlmesinde kullanildi
ve orneklerdeki nitrit diizeyleri, BV2 hiicrelerinde olusan NO (iretiminin bir gdstergesi

olarak degerlendirildi.
3.5. Hiicre Kiiltiirii Orneklerinin Analiz i¢in Hazirlanmasi

Western blot ve ELISA analizlerinde kullanilacak &rneklerin hazirlanmasi
amaciyla BV2 hicreleri 6 kuyucuklu kiltir plakalarinda gogaltildi. Hiicreler tripsin-
EDTA ile flask ylizeyinden kaldirildiktan sonra serum iceren vasatla slispanse edilerek
tripsin aktivitesi durduruldu. Hiicre sispansiyonu 1500 rpm’de 3 dakika santrifij
edildi ve slipernatant uzaklastirildi. Elde edilen hiicre pelleti vasat icerisinde yeniden

sispanse edilerek otomatik hiicre sayim cihaziyla hiicre yogunlugu belirlendi.
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Hiicreler, 6 kuyucuklu kiltir plakalarina, her kuyucukta 0,3 x 10° hiicre ve 2
mL kultlr vasati bulunacak sekilde ekildi. Hiicrelerin plaka ylzeyine tutunmasi igin
plakalar 37°C'de, %5 CO, iceren nemlendirilmis inklibatorde 24 saat inkibe edildi.

Kullanilan konsantrasyonlar, 6n degerlendirmelerde elde edilen hiicre canliligi
ve nitrit Uretimi sonuglar dikkate alinarak, sitotoksisite olusturmadan belirgin
antiinflamatuvar etkinlik gésteren konsantrasyonlar arasindan her SGLT-2 inhibitori
icin ayri olarak belirlendi. AR deney gruplarinda beksagliflozin, empagliflozin ve
ertugliflozin 50 uM; dapagliflozin ve kanagliflozin 10 uM konsantrasyonda kullanildi.
Bir saatlik ilag 6n inklibasyonunun ardindan ilgili gruplara 5 uM AR eklenerek hiicreler
24 saat inkiibe edildi. LPS deney gruplarinda ise SGLT-2 inhibitorleri 50 uM
konsantrasyonda uygulandi ve bir saat sonra ilgili kuyucuklara 100 ng/mL LPS
eklenerek inkiibasyona 8 saat devam edildi.

Uygulama sirelerinin sonunda hiicre kiltlri stpernatantlar, hicre
tabakasina zarar verilmeden dikkatlice toplandi. Siipernatantlar, IL-1B ve IL-18
dizeylerinin ELISA yontemiyle belirlenmesinde kullanilmak Gzere uygun hacimlerde
alikotlandi ve analiz zamanina kadar -80°C’de sicaklikta muhafaza edildi.

Supernatantlarin toplanmasinin ardindan kuyucuklarda kalan hiicreler soguk
PBS ile iki kez yikandi. Hicreler, ylizeyden hiicre kaziyici yardimiyla mekanik olarak
kaldirilarak toplandi ve 4°C’'de 1200 rpm’de 5 dakika santrifijlendi. Western blot
analizinde kullanilacak protein 6rneklerinin hazirlanmasi amaciyla olusan hiicre
pelletine proteaz ve fosfataz inhibitér kokteyli iceren RIPA tamponu (150 mM NaCl;
1% NP-40; 0,5% sodyum deoksikolat; 0,1% SDS; 50 mM Tris-HCl; pH 8,0) eklendi.
Hiicreler pipetaj ile siispanse edildi ve kisa araliklarla vortekslenerek homojen hale
getirildi. Buz Uzerinde 30 dakika bekletildi ve aralikh olarak vortekslendi.
Homojenatlar 4°C’'de 1200 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi ve stpernatant kismi
ayrilarak tlplere aktarildi. Elde edilen hiicre lizatlari analizlerde kullanilincaya kadar -

80°C’de saklandi.
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3.6. Hiicre Lizatlarinin Protein Konsantrasyonlarinin Olgiilmesi

Western blot analizinde kullanilacak hiicre lizatlarinin toplam protein
konsantrasyonu bikinkoninik asit (BCA) yontemi ile (23227, Pierce, Thermo Fisher
Scientific, ABD) belirlendi. Yontem, alkali ortamda proteinler tarafindan Cu?*
iyonlarinin Cu* iyonlarina indirgenmesi ve olusan Cu* iyonlarinin BCA ile renkli bir
kompleks olusturmasi esasina dayanmaktadir. Olusan kompleksin 562 nm’deki
absorbansi 6rnekte bulunan protein miktari ile dogru orantihdir (132).

Standartlar kitten g¢ikan sigir serum albimini (BSA) ile 0-2000 pg/mL araliginda
(0, 25, 125, 250, 500, 750, 1500, 2000 pg/mL) hazirlandi. Hicre lizatlari distile su ile
1:50 oraninda seyreltilerek 96 kuyucuklu plakaya 10 uL olacak sekilde Ucer tekrarli
ylklendi ve 50:1 oraninda hazirlanan reaktif A:B her kuyucuga 200 pL eklendi. Plaka
37°C'de 1siktan korunarak 30 dakika inklibe edildikten sonra absorbans degerleri
mikroplaka okuyucu (SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate Reader, Molecular
Devices, ABD) ile 562 nm’de 6lglildl. Protein konsantrasyonlari BSA standart egrisi
kullanilarak hesaplandi. Elde edilen protein konsantrasyonlari, Western blot

analizinde her 6rnekten esit miktarda protein yiklenmesi amaciyla kullanildi.
3.7. Western Blot Analizi

NLRP3, ASC, kaspaz-1 proteinlerinin toplam dlzeylerinin belirlenmesi
amaciyla Western blot yontemi kullanildi (133). Hiicre lizatlarinin protein
konsantrasyonlari belirlendikten sonra her 6rnekten 30 g protein icerecek hacim
hesaplandi.

Ornekler, 4X yiikleme tamponu (NP0O007, NuPAGE; Invitrogen, ABD) ile 1X
konsantrasyonunda karistirildi ve 95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Hazirlanan 6rnekler
ve protein molekiler agirlik belirteci (LC5925, Invitrogen, ABD), %4-12 Bis-Tris hazir
jellere (NP0O322BOX, NuPAGE; Invitrogen, ABD) yiiklenerek XCell SureLock cihazinda
(Invitrogen, ABD) 200 Volt'ta 40 dakika elektroforez yontemiyle ayristirildi.
Elektroforez icin kullaniimak (izere 20X NuPAGE MES SDS Running Buffer (NP0002,

Invitrogen, ABD) distile suyla 1X konsantrasyonunda seyreltilerek kullanildi.
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Elektroforez sonrasinda jelde ayristirilan proteinler, Bio-Rad Mini Trans-Blot
Cell (Bio-Rad, ABD) kullanilarak 200 Volt'ta 90 dakikada, 0,2 um nitroseliiloz
membranlara veya Bio-Rad Trans-Blot Turbo Transfer Sistemi (Bio-Rad, ABD)
kullanilarak 7 dakikada 0,2 um poliviniliden diflortir (PVDF) membranlara transfer
edildi. Transfer sonrasinda membranlar nonspesifik baglanma bdlgelerinin
kapatilmasi amaciyla tris tamponlu salin (TBS) ve %0,1 Tween-20 iceren yikama
tamponunda (TBS-T; 20 mM Tris, 150 mM NaCl ve %0,1 Tween-20, pH 7,4-7,6)
hazirlanmis %5 BSA iceren tamponda 1 saat boyunca oda sicakliginda hafif
calkalamayla bloklandi.

Ardindan membranlar Tablo 3.3.’te belirtilen primer antikorlarla 4°C’de gece
boyu inkibe edildi. B-aktin, 6rnekler arasindaki protein yukleme farkhliklarinin
kontrol edilmesi ve hedef protein sinyallerinin normalizasyonu amaciyla yikleme
kontrolu olarak kullanildi. Ertesi glin membranlar TBS-T ile li¢ kez yikandi ve Tablo
3.3.te belirtilen TBS-T igerisinde hazirlanan sekonder antikor ile oda sicakliginda
karanlikta yaklasik 1 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor inklibasyonunun ardindan
membranlar tekrar TBS-T ile yikandi.

Protein bantlari, yakin kizilotesi (IR) floresan goriintileme sistemi (LI-COR
Odyssey Imaging System; LI-COR Biosciences, ABD) kullanilarak gorintilendi. Bu
yontemde sekonder antikorlara bagh IR floresan boyalari (IRDye, infrared dye),
kendilerine 6zgl dalga boylarindaki lazerlerle uyarilmakta ve yayilan floresan sinyal
cihazin dedektorleri tarafindan kaydedilmektedir. Elde edilen bant yogunluklari
Imagel, Fiji (versiyon 1.54p) programi kullanilarak analiz edildi. Ornekler arasindaki
yukleme farkliliklarinin kontrol edilmesi amaciyla B-aktin ylikleme kontroll olarak
kullanild.

NLRP3, ASC ve kaspaz-1 proteinlerine ait bant yogunluklari ayni rnege ait -
aktin bant yogunluguna oranlanarak normalize edildi:

(Hedef protein bant yogunlugu

Goreceli vrotein diizevi =
orecett protetn auzeyt B — aktin bant yogunlugu

Elde edilen normalize degerler grup karsilastirmalarinda kullanildi. Kontrol
grubunun ortalama degeri %100 olarak kabul edilerek diger deney gruplarindaki

protein diizeyleri kontrole gbére goreceli protein diizeyi seklinde ifade edildi.



29

Tablo.3.3. Deneylerde kullanilan antikorlar.

Antikorlar Kat. No, Marka Seyreltme Orani
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-B-actin MAS5-15739, Invitrogen 1:5.000

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

3.7. ELISA ile Sitokin Diizeyi Tayini

IL-1B ve IL-18 diizeylerinin belirlenmesinde sandvig ELISA yéntemi kullanildi.
Yontem, kuyucuk tabanina dnceden kaplanmis IL-1B'ye ve IL-18’e 6zgl antikorun,
ornekte bulunan IL-1B'y1 ve IL-18'i baglamasi ve ardindan sirasiyla biyotinlenmis
yakalama antikoru ve streptavidin-HRP konjugatinin baglanmasiyla olusan antijen-
antikor kompleksinin olusturulmasina dayanmaktadir. Substrat ilavesi sonrasinda
meydana gelen renk degisiminin siddeti ©rnekte bulunan IL-1 ve IL-18

konsantrasyonu ile dogru orantilidir (134).
3.7.1. IL-1B Sitokin Diizeyi Tayini

Uygulanan ilaglarin BV2 hiicrelerinde IL-1B saliverilmesi Uzerindeki etkilerini
incelemek amaciyla, hiicre kiltlrl sipernatantlarindaki IL-1B dlzeyleri Mouse IL-1
ELISA kiti (RE1074M; Reed Biotech, Cin) kullanilarak 6lctld.

Standart egrinin olusturulmasi amaciyla kit igerisinde bulunan referans
standart, 250 pg/mL konsantrasyonunda hazirlandi. Daha sonra seri dillisyon
yapilarak 3,91; 7,81; 15,625; 31,25; 62,5; 125 ve 250 pg/mL konsantrasyonlarinda
standart soliisyonlari elde edildi. Ornek seyreltme tamponu iceren kuyucuklar kér (0
pg/mL) olarak kullanildi. Standart sollisyonlari deney giini taze olarak hazirlandi.

Standartlar, kér ve deney gruplarina ait hiicre kiltiri slpernatantlar
kuyucuklara 100 pL eklendikten sonra 37°C'de 90 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun
ardindan kuyucuklardaki sivi uzaklastirildi ve her kuyucuga 300 pL yikama tamponu
eklenerek yaklasik 30 saniye bekletildi ve yikama sollisyonu uzaklastirildi. Bu islem

toplam (¢ kez tekrarlandi. Ardindan her kuyucuga 100 pL biyotinlenmis yakalama
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antikorlu ¢alisma soliisyonu eklenerek 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda kuyucuklar Gg kez yikandi ve her kuyucuga 100 uL HRP konjugati ¢alisma
sollisyonu ilave edilerek 37°C'de 30 dakika inklibe edildi. Kuyucuklar tg kez yikandi.
Son yikama isleminin ardindan karanlik bir ortamda her kuyucuga 100 pL substrat
reaktifi eklendi ve plaka isiktan korunarak 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Olusan
enzimatik reaksiyon, her kuyucuga 50 pL stop sollisyonu ilave edilerek sonlandirildi.
Optik yogunluk (OD) degerleri stop solisyonunun eklenmesinin hemen ardindan
SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, ABD) kullanilarak
450 nm dalga boyunda olculd.

Standartlarin ve orneklerin 6l¢iimlerinden elde edilen OD degerlerinin
ortalamalari hesaplandi ve kér kuyucuklarinin ortalama OD degeri bu degerlerden
cikarildi. Standart konsantrasyonlari ile diizeltilmis OD degerleri kullanilarak dort
parametreli lojistik (4PL) regresyon modeliile standart egri olusturuldu. Hiicre kiltara
sipernatantlarindaki IL-1B konsantrasyonlari standart egri lizerinden hesaplanarak

pg/mL cinsinden ifade edildi.
3.7.2. IL-18 Sitokin Diizeyi Tayini

IL-18 dlizeylerinin belirlenmesi amaciyla IL-18 ELISA kiti (YLAO109MO; YLBiont,
Cin) kullanildi. Standart egrinin hazirlanmasi icin kit icerisinde 640 ng/L
konsantrasyonunda bulunan standart sollisyon kullanildi. Seri dilisyon yapilarak
sirasiyla 20, 40, 80, 160 ve 320 ng/L konsantrasyonlarinda standart c¢alisma
sollsyonlari hazirland.

Standart kuyucuklarina 50 pL standart sollisyonu ve 50 pL streptavidin-HRP
eklendi. Deney gruplarina ait 6érnek kuyucuklarina ise 40 pL stpernatant, 10 pL
biyotinlenmis yakalama antikoru ve 50 uL streptavidin-HRP ilave edildi ve 37°C'de 60
dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki sivi uzaklastirildi ve
yikama sollsyonu ile bes kere yikandi.

Her kuyucuga sirasiyla 50 puL kromojen A ve 50 pL kromojen B soliisyonlari
eklendi. Plaka i1siktan korunarak 37°C’'de 10 dakika inkibe edildi. Reaksiyon, her

kuyucuga 50 pL stop sollisyonu eklenerek sonlandirildi ve OD degerleri, IL-1B
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analizinde kullanilan SpectraMax i3x Multi-Mode Microplate Reader (Molecular
Devices, ABD) ile 450 nm dalga boyunda olgldi.
Standart konsantrasyonlari ile dulzeltilmis OD degerleri kullanilarak 4PL

regresyon modeli ile standart egri olusturuldu.
3.8. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama * standart hata (SH) seklinde sunuldu. istatistiksel
analizler GraphPad Prism 9.5 (GraphPad Software, ABD) programi kullanilarak
gerceklestirildi. Analizlerden 6nce veriler aykiri degerler agisindan degerlendirildi ve
aykiri degerlerin belirlenmesinde ROUT yoéntemi, Q=%1 olacak sekilde kullanildi.
Griess, Western blot ve ELISA deneylerinde birden fazla grubun ilgili model grubuyla
karsilastirilmasi amaciyla tek yonli varyans analizi (one-way ANOVA) ve ardindan
Dunnett coklu karsilastirma testi kullanildi. istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05

olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. SGLT-2 inhibitérlerinin BV2 Hiicre Canliligi Uzerine Etkileri

Beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozinin BV2
hicre canliigl Gzerindeki etkileri, 1-50 uM konsantrasyon aralig§inda artan
konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 25, 50 uM) ve 24, 48 ve 72 saatlik inkibasyon
surelerinde MTT testiyle degerlendirildi (Sekil 4.1.).

Elde edilen sonuglar, hiicre canlihginin kullanilan gliflozine, konsantrasyona ve
inklibasyon siiresine bagh olarak degistigini ancak incelenen konsantrasyon
araliginda konsantrasyona bagl bir sitotoksik yanit olusmadigini gosterdi. (Sekil 4.1.).

Beksagliflozin uygulamasinda 24 saatte hiicre canlligi %47,0-84,4 araliginda
seyrederken, 48 saatte %50,5-80,9 arasinda bulundu; 72 saatte ise 6zellikle 5-50 uM
konsantrasyonlarinda kontrol diizeyinin lizerine ¢ikarak %116,4-146,5 araligina ulasti
(Sekil 4.1A.).

Dapagliflozin uygulamasinda 24 saatte hicre canlihig %82,0-116,1 arasinda
degisirken, 48 saatte %71,5-100,3 araliginda seyretti. Buna karsilik 72 saatte disik
konsantrasyonlarda yliksek hiicre canliligi gbzlenirken konsantrasyon arttikca azalma
egilimi ortaya ¢ikti ve degerler 1 pM’de %186,9’dan 50 uM’de %73,9’a geriledi (Sekil
4.1B.).

Empagliflozin uygulamasinda 24 ve 48 saatte konsantrasyon artisiyla birlikte
genel olarak hiicre canliliginda artis egilimi gozlendi; 24 saatte degerler %45,7-113,2,
48 saatte ise %58,4-100,3 arasinda degisti. Yetmis iki saatte tim konsantrasyonlarda
kontrollin Gzerinde hiicre canhligi saptandi ve en yiksek deger 50 pM’de %194,4
olarak olculdu (Sekil 4.1C.).

Ertugliflozin  uygulamasinda 24 ve 48 saatte Ozellikle disuk
konsantrasyonlarda hiicre canliigi daha disik olmakla birlikte, konsantrasyon
arttikca kismi bir artis gozlendi; 72 saatte ise 10-50 uM konsantrasyonlarinda hiicre
canlihgr yaklasik kontrol diizeyine ulasti veya (zerine cikti (Sekil 4.1D.).

Kanagliflozin uygulamasinda 24 saatte 5-50 uM konsantrasyonlarinda hiicre

canlihgr %92,9-110,3 arasinda seyrederken, 48 saatte 10-50 uM’de %83,0-98,7
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arasinda bulundu. Yetmis iki saatte ise 6zellikle 1 ve 10 uM konsantrasyonlarinda
belirgin degiskenlik gbzlendi; diger konsantrasyonlarda hiicre canlihgi yaklasik kontrol
dizeyinde seyretti (Sekil 4.1E.).

Bu bulgular genel olarak degerlendirildiginde, hicbir gliflozin igin
konsantrasyon artisiyla paralel ve siireklilik gosteren belirgin bir sitotoksisite paterni
saptanmadi. MTT sonuglari Griess testi sonuglariyla birlikte degerlendirilerek sonraki

deneylerde kullanilacak konsantrasyonlar belirlendi.
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Sekil 4.1. Beksagliflozin (A), dapagliflozin (B), empagliflozin (C), ertugliflozin (D) ve
kanagliflozinin (E) farkh konsantrasyonlarda BV2 hiicre canlihig lizerindeki
etkilerinin MTT testi ile 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirilmesi. Veriler
ortalama * SH olarak gosterilmistir.
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4.2. SGLT-2 inhibitérlerinin Nitrit Uretimi Uzerine Etkileri

4.2.1. ABile indiiklenen BV2 Hiicrelerinde Nitrit Uretiminin

Degerlendirilmesi

AB ile indiklenen AH benzeri noroinflamasyon modelinde beksagliflozin,
dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozinin nitrit diizeyleri Gizerindeki
etkileri Griess testi ile degerlendirildi (Sekil 4.2.). Kullanilan SGLT-2 inhibitorlerinin
¢ogunun AP inklibasyonu ile artmis olan nitrit dizeylerinde doza baglh bir azaltma
yaptigl gorildi ancak bu azalma anlaml degildi.

Beksagliflozin 5 uM (p=0,0484), 10 uM (p=0,0225), 25 uM (p=0,0201) ve 50
UM (p=0,0072) konsantrasyonlarda nitrit diizeyini AB grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli azaltirken, 1 uM konsantrasyonda anlamh bir degisiklik yapmadi
(p=0,9996) (Sekil 4.2A.).

Dapagliflozin 5 uM (p=0,001), 10 uM (p=0,0004), 25 uM (p=0,0009) ve 50 uM
(p=0,0008) konsantrasyonlarda nitrit diizeyini AB grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlaml olarak azaltti. Buna karsin 1 uM konsantrasyonda anlaml bir degisiklik
saptanmadi (p=0,0832) (Sekil 4.2B.).

Empagliflozin 5 uM (p=0,0093), 10 uM (p=0,0041), 25 uM (p=0,0012) ve 50
UM (p=0,0002) konsantrasyonlarda nitrit dizeyini AR grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olarak azaltti 1 uM konsantrasyonda anlamli bir farklilik saptanmadi
(p=0,4614) (Sekil 4.2C.).

Ertugliflozin 1 uM (p=0,0015), 5 uM (p=0,0024), 25 uM (p=0,0044) ve 50 uM
(p=0,0005) konsantrasyonlarda nitrit diizeyini AB grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli olarak azaltirken, 10 uM konsantrasyonda degisim istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi (p=0,5380) (Sekil 4.2D.).

Kanagliflozin 5 uM (p=0,018), 10 uM (p=0,0026) ve 25 uM (p=0,0067)
konsantrasyonlarda nitrit dizeyini AB grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
olarak azaltirken 1 uM (p=0,9687) ve 50 uM (p=0,0722) konsantrasyonlardaki azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.2E.).
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Sekil 4.2. AB ile indiklenen BV2 hiicrelerinde beksagliflozin (A), dapagliflozin (B),
empagliflozin (C), ertugliflozin (D) ve kanagliflozinin (E) farkli
konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 25, 50 uM) nitrit Uretimi Gzerine etkileri.
Veriler ortalama * SH olarak sunulmustur (n=4). istatistiksel analiz tek
yonli. ANOVA ve Dunnett c¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak
gerceklestirilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

4.2.2. LPS ile indiiklenen BV2 Hiicrelerinde Nitrit Uretiminin

Degerlendirilmesi

LPS ile indliklenen BV2 hiicrelerinde beksagliflozin, dapagliflozin, ertugliflozin
ve kanagliflozinin nitrit dlizeyleri lizerindeki etkileri Griess testi ile degerlendirildi
(Sekil 4.3.). LPS uygulamasi nitrit diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli artis gosterdi (p<0,05) (Sekil 4.3).

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

nitrit dizeyini LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml olarak azaltt.
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Beksagliflozinin 5 uM (p=0,0863) ve 25 uM (p=0,0594) konsantrasyonlarinda yaptigi
azalmalar istatistiksel anlamliliga ulasmazken 1 uM beksagliflozin LPS grubuna gore
nitrit dizeyini anlamli sekilde artirdi (p=0,0104) (Sekil 4.3A.).

Dapagliflozin uygulamasi her konsantrasyonda nitrit dizeylerininLPS grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak azaltti (p<0,0001) (Sekil 4.3B.).

Ertugliflozin uygulamasinda 1 uM (p=0,0029), 5 uM (p=0,0097), 25 uM
(p=0,0118) ve 50 uM (p=0,0077) konsantrasyonlarda nitrit diizeyi LPS grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamh olarak azalirken, 10 uM konsantrasyonundaki degisiklik
anlamli bulunmadi (p=0,9175) (Sekil 4.3C.).

Kanagliflozin 5 uM (p=0,0143), 10 uM (p=0,0480) ve 50 uM (p=0,0116)
konsantrasyonlarda nitrit dizeyini LPS grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
olarak azaltti. Buna karsilik 1 uM (p=0,2381) ve 25 uM (p=0,0887) konsantrasyonlarda
anlamli farklihk saptanmadi (Sekil 4.3D.).

Empagliflozin deneylerindeki absorbans degerleri standart egrinin glivenilir
Olcim araliginin altinda kaldigindan bu gliflozine ait nitrit Olgimleri nicel

karsilastirmaya dahil edilmedi.
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Sekil 4.3. LPS ile indiklenen BV2 hiicrelerinde beksagliflon (A), dapagliflozin (B),
ertugliflozin (C) ve kanagliflozinin (D) farkl konsantrasyonlarda (1, 5, 10,
25, 50 uM) nitrit Gretimi UGzerine etkileri. Veriler ortalama * SH olarak
sunulmustur (n=4). istatistiksel analiz tek yénlii ANOVA ve Dunnett ¢oklu

karsilastirma testi kullanilarak gerceklestirilmistir. *p<0,05; **p<0,01;
***%p<0,0001.
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4.2.3. SGLT-2 inhibitérlerinin Sonraki Deneylerde Kullanilacak

Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Her iki indiksiyon yontemi ile olusturulan néroinflamasyon modelinde de
SGLT-2 inhibitorlerinin konsantrasyon secimi, hiicre canhligi ve NO dizeylerindeki
etkileri birlikte degerlendirilerek belirlendi. Bu degerlendirmede, hiicre canhliginin
kontrol grubuna gore en az %80 diizeyinde korundugu ve NO diizeylerinde azalma
gozlenen konsantrasyonlar sonraki deneylerde kullanilmak tizere segildi.

AB modeli icin beksagliflozin icin 50 uM, dapagliflozin icin 10 uM,
empagliflozin icin 50 uM, ertugliflozin icin 50 uM ve kanagliflozin icin 10 uM
konsantrasyonlari segildi.

LPS ile indiklenen modelde ise beksagliflozin, dapagliflozin, ertugliflozin ve
kanagliflozin icin 50 uM konsantrasyonu segildi. Empagliflozin icin konsantrasyon
secimi nitrit verilerine dayandirilmadi. 50 uM konsantrasyon hicre canliliginin
korunmasi ve diger gliflozinler arasinda ortak bir konsantrasyon kullanilabilmesi

amaciyla tercih edildi.

4.3. SGLT-2 inhibitérlerinin NLRP3 inflamazom Proteinleri Uzerindeki
Etkileri

4.3.1. SGLT-2 inhibitérlerinin NLRP3 Protein Diizeylerine Etkisi

AB uygulamasi, NLRP3 toplam protein diizeylerini kontrol grubuna kiyasla
%49,9 artirdi (p<0,0001). Beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve
kanagliflozin gruplarinda NLRP3 dizeyleri sirasiyla kontrolin %114,8’i, %130,3’0,
%147,2’si, %118,5'i ve %117,0"1 olarak olguldu. AB grubuyla karsilastirildiginda,
beksagliflozin NLRP3 diizeyini %23,4 oraninda azaltti (p<0,0001). Dapagliflozin,
ertugliflozin ve kanagliflozin uygulamalari NLRP3 protein diizeylerini AB grubuna
kiyasla sirasiyla %13,1 (p=0,0003), %21,0 (p<0,0001) ve %22,0 (p<0,0001) oraninda
azaltti. Empagliflozin grubunda NLRP3 diizeyi AB grubuna gére %1,8 oraninda azalmis
olsa da bu fark istatistiksel olarak anlaml degildi (p=0,9749) (Sekil 4.4A.).
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LPS uygulamasi ise, NLRP3 protein dizeylerini kontrol grubuna kiyasla %56,9
artirdi (p<0,0001). Beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve
kanagliflozin uygulamalarinda NLRP3 diizeyleri sirasiyla kontrolin %110,5'i,
%114,9'u, %122,9'u, %116,9’u ve %117,3’li olarak belirlendi. Bu degerler LPS grubuna
kiyasla sirasiyla %29,5; %26,8; %21,6; %25,5 ve %25,2 oraninda anlamli azalmaya

karsilik geldi ve hepsinde anlamli bir azalma sagladi (tim icin p<0,0001) (Sekil 4.4B.).
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Sekil 4.4. AB (A) veya LPS (B) ile indiklenen BV2 hicrelerinde beksagliflozin,
dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozin uygulamalarinin
NLRP3 protein diizeyleri Gzerine etkisi. (AR gruplari igin n=7; LPS gruplari
icin n=6). Istatistiksel analiz tek yénli ANOVA ve Dunnett coklu
karsilastirma  testi  kullanilarak  gergeklestirilmistir.  ***p<0,001;
****p<0,0001.

4.3.2. SGLT-2 inhibitorlerinin ASC Protein Diizeylerine Etkisi

AB uygulamasi, ASC protein dizeylerini kontrol grubuna kiyasla %31,0 artirdi
(p<0,0001). Beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozin
gruplarinda ASC duizeyleri sirasiyla %106,2, %110,3, %138,7, %138,3 ve %124,8’i
olarak belirlendi. Bu degerler AB grubuna kiyasla beksagliflozin icin %18,9 (p<0,0001)

ve dapagliflozin igin %15,8 (p=0,0003) oraninda azalarak anlamli bir azalmaya karsihk
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geldi. Kanagliflozin grubunda AP grubuna gore %4,7’lik sayisal bir azalma gozlenirken
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,5702). Empagliflozin ve
ertugliflozin gruplarinda ise ASC dizeyleri AB grubuna kiyasla sirasiyla %5,9 ve %5,6
oraninda sayisal olarak daha yiiksek bulundu ancak bu degerler istatistiksel olarak
anlaml degildi (sirasiyla p=0,3513 ve p=0,4007) (Sekil 4.5A.).

LPS uygulamasi, ASC protein dizeylerini kontrol grubuna kiyasla %64,9 artirdi
(p<0,0001). Beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozin
gruplarinda ASC dlzeyleri sirasiyla kontrolin %111,2, %128,9, %135,1, %140,5 ve
%145,2’si olarak belirlendi. LPS grubuyla karsilastiriidiginda, beksagliflozin ASC
diizeyini %32,6, dapagliflozin %21,8 ve empagliflozin %18,1 oraninda anlamh olarak
azaltti (her Ggu igin p<0,0001). Ertugliflozin ile %14,8 (p=0,0007), kanagliflozin ile
%12,0 (p=0,0072) oraninda anlaml azalma gozlendi (Sekil 4.5B.).
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Sekil 4.5. AR (A) veya LPS (B) ile indiiklenen BV2 hiicrelerinde beksagliflozin,
dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozin uygulamalarinin
ASC protein dlzeyleri lizerine etkisi. Veriler ortalama * SH olarak
sunulmustur (AB gruplari icin n=7; LPS gruplari icin n=6). istatistiksel analiz
tek yonli ANOVA ve Dunnett coklu karsilastirma testi kullanilarak
gergeklestirilmistir. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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4.3.3. SGLT-2 inhibitérlerinin Kaspaz-1 Protein Diizeylerine Etkisi

AB uygulamasi, kaspaz-1 protein dizeylerini kontrol grubuna kiyasla %20,9
artirdi (p<0,0001). Beksagliflozin grubunda kaspaz-1 diizeyi AB grubuna kiyasla %9,6
oraninda anlamli azalma gosterdi (p=0,0024). Dapagliflozin, ertugliflozin ve
kanagliflozin gruplarinda kaspaz-1 dizeyleri sirasiyla kontroliin %113,0’1, %116,0’1 ve
%115,0"1 olarak belirlendi. Bu gruplarda AB grubuna kiyasla sirasiyla %6,6, %4,0 ve
%4,9 oraninda sayisal azalma gozlenmesine karsin bu farkliliklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (sirasiyla p=0,0600; p=0,4102 ve p=0,2316). Empagliflozin
grubunda kaspaz-1 dizeyi kontrolin %121,2’si olarak o6lguldi. Empagliflozin
grubunda kaspaz-1 dizeyinde AP grubuna gore gozlenen %0,3’lik sayisal artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,9999) (Sekil 4.6A.).

LPS uygulamasi, kaspaz-1 protein dlizeylerini kontrol grubuna kiyasla %21,6
artirdi (p<0,0001). Beksagliflozin grubunda kaspaz-1 diizeyi kontroliin %106,2’si
olarak olclldi ve LPS grubuna gore %12,7 oraninda istatistiksel olarak anlaml bir
azalma gosterdi (p=0,0022). Empagliflozin grubunda kaspaz-1 diizeyi kontroliin
%109,8’i olarak belirlendi ve LPS grubuna kiyasla %9,7 oraninda anlamh azalma
saptandi (p=0,0248). Dapagliflozin ve kanagliflozin gruplarinda kaspaz-1 dizeyleri
sirastyla kontroliin %119,7’si ve %115,8’i olarak 6lgilda. LPS grubuna gore gozlenen
sirasiyla %1,6 ve %4,8 oranindaki sayisal azalmalar istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (sirasiyla p=0,9926 ve p=0,4878). Ertugliflozin grubunda kaspaz-1 dizeyi
kontroliin %125,4’U olarak o6lglldl. Ertugliflozin uygulamasi kaspaz-1 diizeyini LPS
grubuna kiyasla %3,1 oraninda sayisal olarak artirdi; ancak bu farklilik istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (p=0,8415) (Sekil 4.6B.).
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Sekil 4.6. AB (A) veya LPS (B) ile indiklenen BV2 hiicrelerinde beksagliflozin,
dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozin uygulamalarinin
kaspaz-1 protein dlizeyleri Gzerine etkisi. Veriler ortalama = SH olarak
sunulmustur (AB gruplari icin n=7; LPS gruplari icin n=6). istatistiksel analiz
tek yonli ANOVA ve Dunnett c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
gergeklestirilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.

4.4. SGLT-2 inhibitorlerinin Proinflamatuvar Sitokinler Uzerine Etkileri
4.4.1. SGLT-2 inhibitérlerinin IL-1pB Diizeyi Uzerine Etkileri

AB ile indliklenen AH benzeri néroinflamasyon modelinde, AB uygulamasi IL-
1B sitokin dlizeyinde anlamli bir artisa neden oldu. Kontrol grubunda 53,57 pg/mL
olan IL-1B konsantrasyonu, AB grubunda 171,28 pg/mL’ye ylikseldi (p=0,0002).
Boylece AP’nin BV2 hiicrelerinde belirgin bir proinflamatuvar sitokin yaniti
olusturdugu gosterildi.

AB ile induklenen IL-1B artisi, beksagliflozin uygulamasi ile 93,99 pg/mL’ye
(p=0,0022), dapagliflozin uygulamasi ile 115,57 pg/mL’ye (p=0,0040), ertugliflozin
uygulamasi ile 126,10 pg/mL’ye (p=0,0041) geriledi ve bu gruplardaki IL-1B duzeyleri
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AB grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml olarak azalmig bulundu. Empagliflozin
grubunda IL-1B diizeyi 156,97 pg/mL’ye (p=0,1726), kanagliflozin grubundaise 147,87
pg/mLl’ye (p=0,8179) azalmis olsa da, AR grubuna kiyasla g6zlenen bu farkliliklar
anlamli bulunmadi (Sekil 4.7A.).

LPS ile indlklenen noroinflamasyon modelinde LPS uygulamasi sonucunda
kontrol grubunda 44,84 pg/mL olan IL-18 konsantrasyonu, LPS grubunda 274,34
pg/mL’ye yikseldi (p=0,0001). LPS ile indiklenen IL-1pB artisi; 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.
Tim SGLT-2 inhibitorlerinin LPS ile indiklenen IL-1B artisini istatistiksel olarak anlamli

diizeyde azalttigi belirlendi (Sekil 4.7B.).
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Sekil 4.7. SGLT-2 inhibitorlerinin AB (A) ve LPS (B) ile indiiklenen BV2 hiicrelerinde IL-
1B dizeyleri Gzerine etkileri. Veriler ortalama * SH olarak gosterilmistir
(n=4). istatistiksel analiz tek yénli ANOVA ve Dunnett coklu karsilastirma
testi kullanilarak gergeklestirilmistir. **p<0,01; ***p<0,001.
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4.4.2. SGLT-2 inhibitérlerinin IL-18 Diizeyleri Uzerine Etkisi

AB ile indiklenen AH benzeri noroinflamasyon modelinde, AB uygulamasi
sonucunda IL-18 konsantrasyonu kontrol grubundaki 55,34 ng/L diizeyinden 129,10
ng/L’ye yukseldi ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,0016). Bu sonug,
AB’nin BV2 hicrelerinde IL-1B'nin yani sira IL-18 yanitini da indukledigini gdsterdi.

AB ile induklenen IL-18 artisi, beksagliflozin uygulamasi ile 81,11 ng/L’'ye
(p=0,0030), dapagliflozin uygulamasi ile 92,98 ng/L'ye (p=0,0124) ve kanagliflozin
uygulamasi ile 107,90 ng/L’ye (p=0,0020) geriledi. Bu azalislar AR grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamh bulunurken ertugliflozin grubunda IL-18 dizeyi 109,59
ng/L'ye azalmasina ragmen bu farkhlk istatistiksel olarak anlamliiga ulasmadi (p
=0,2148). Empagliflozin grubunda ise IL-18 konsantrasyonu 133,67 ng/L olarak
Olculdu ve AR grubuna kiyasla anlaml bir farklilik saptanmadi (p=0,7860) (Sekil 4.8A.).

LPS ile olusturulan néroinflamasyon modelinde IL-18 konsantrasyonu kontrol
grubundaki 45,76 ng/L dizeyinden 208,64 ng/L’ye ylikseldi ve bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0,0001). LPS ile induklenen IL-18 artisi, 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. Tum
SGLT-2 inhibitorlerinin LPS ile indiklenen IL-18 artisini LPS grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig belirlendi (Sekil 4.8B.).
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Sekil 4.8. SGLT-2 inhibitorlerinin AR (A) ve LPS (B) ile indlklenen BV2 hiicrelerinde IL-
18 duizeyleri Uzerine etkileri. Veriler ortalama * SH olarak gosterilmistir
(n=3). istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ve Dunnett ¢oklu karsilastirma
testi kullanilarak gergeklestirilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001.

AB ve LPS uygulamalarinin BV2 hiicrelerinde IL-1B ve IL-18 diizeylerini anlamli
olarak artirmasi, her iki uyaranin proinflamatuvar sitokin yaniti olusturdugunu
gosterdi. AR modelinde gliflozinlerin etkileri bilesige ve sitokine goére farklilk
gosterirken, LPS ile olusturulan daha glicli inflamatuvar yanit altinda SGLT-2

inhibitorlerinin tamami her iki sitokin diizeyinde de azalma olusturdu.
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5. TARTISMA

Noroinflamasyon, artik AH nin sadece sonucu olarak degil, AH patolojisinde
AB ve tau patolojisinin ilerlemesine katkida bulunan temel sireglerden biri olarak
kabul edilmektedir (135, 136). NLRP3 inflamazomu; inflamatuvar bir yanitin
baslatilmasi, strdirilmesi ve ndronal hasarla iliskilendirilmesi bakimindan giderek
6nem kazanmaktadir.

SGLT-2 inhibitorlerinin bilinen antiinflamatuvar etkileri ve 6zellikle NLRP3
inflamazomunun baskilanmasina yonelik etkileri farklh hastallk ve deneysel
modellerde gbsterilmis ancak AH 6zelinde sinirli sayida ¢alisma bulunmakla birlikte,
farkl gliflozinlerin ayni deneysel kosullarda ve NLRP3 inflamazomunun birden fazla
bileseni izerinden karsilastirmali olarak degerlendirildigi calisma bulunmamaktadir.
Bu tez c¢alismasi kapsaminda bes farkh gliflozinin (beksagliflozin, dapagliflozin,
empagliflozin, ertugliflozin, kanagliflozin) BV2 hiicrelerinde AR ve LPS ile indiiklenen
inflamasyon modellerinde NLRP3 inflamazomu Uzerine etkileri arastirilmistir.

Calismamizda noroinflamasyon modeli olusturmak icin BV2 fare mikroglia
hicreleri LPS ile indiiklenirken AH benzeri néroinflamasyon modeli olusturmak igin
AB ile indiiklendi. BV2 hiicre hatti, primer mikroglia kiltlrlerinin strdirilmesindeki
glglukleri azaltmasi, hayvan kullanimini sinirlandirmasi ve deneysel kosullarin
standardizasyonuna olanak saglamasi nedeniyle noéroinflamasyon cgalismalarinda
yaygin olan in vitro modellerde kullanilan bir hiicre hattidir (122). Calismamizda AR,
AH patolojisinin temel bilesenlerinden biri olan AB'nin mikroglial inflamasyonu
tetikleyebilme o0zelligi nedeniyle, gliflozinlerin AH ile iliskili noroinflamatuvar
kosullardaki etkilerini arastirmak amaciyla kullanilmigtir. AB’nin mikroglial hicreler
tarafindan taninarak proinflamatuvar yaniti tetikleyebildigi ve bu nedenle AH’de
endojen bir tehlike sinyali olarak islev gérebildigi gésterilmistir (135, 137). Ozellikle
fibriler AP’'nin mikroglial fagositozun ardindan lizozomal biitlinlGgli bozdugu,
katepsin-B salimini ve mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu artirdigi ve
bu mekanizmalar araciligiyla NLRP3 inflamazom aktivasyonuna katkida bulundugu
bildirilmistir (65,128). LPS ise TLR4/ NF-kB sinyal yolagini aktive ederek indlklenebilir

nitrik oksit sentaz (iNOS) ve proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu artiran, iyi
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tanimlanmis ve tekrarlanabilir bir inflamatuvar uyarandir (138). LPS ile uyarilan BV2
hicrelerinin primer mikroglia kiltirleri ve in vivo noéroinflamasyon modellerine
benzer bir proinflamatuvar yanit sergiledigini gdstermesi, bu hiicre hattinin LPS aracili
inflamasyon g¢alismalarinda kullaniimasini desteklemektedir. Calismamizda LPS, giiglii
ve iyi tanimlanmis bir mikroglial inflamatuvar yanit olusturan bir uyarici olarak,
gliflozinlerin inflamatuvar priming ve NLRP3 inflamazomu ile iliskili yanitlar Gzerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla kullanilmistir. Bu nedenle LPS, AP ile
olusturulan AH’ye 06zglu noroinflamatuvar modele karsilastirmali bir referans
olusturarak, gliflozinlerin etkilerinin glicli ve iyi tanimlanmis genel bir inflamatuvar
yanit altinda da degerlendirilmesine olanak saglamistir.

Calismamizda ilk olarak gliflozinlerle ¢alisma konsantrasyonunun
belirlenebilmesi igin gliflozinlerin hiicre canlihgina etkileri incelendi. Farkh
konsantrasyonlarda (1-50 uM) ve siirelerde (24, 48, 72 saat) yapilan uygulamalarda
hicre canlihginin kullanilan gliflozinin tlriine, konsantrasyonuna ve inkiibasyon
slresine gore degistigi ancak bu degisikliklerin konsantrasyon veya inkiibasyon
sUresinin artisiyla paralel olmadigi gozlendi.

Noéroinflamatuvar streglerde aktif forma gecen mikroglialardan 6zellikle iNOS
araciliglyla artan nitrit Gretimi, inflamatuvar yanitin ve buna eslik eden nitrozatif
stresin dnemli bilesenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (139). Calismamizda
nitrit diizeyleri, LPS modelinde kontrole kiyasla anlamh bir artis gosterirken, AB
modelinde gorilen artis istatiksel anlamliliga ulasmadi. Bulgularimiza paralel sekilde
BV2 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada LPS’nin, NO dtizeylerini artirirken AB’nin bir
degisiklik olusturmadigl gosterilmistir (140). LPS ve AR modelleri arasindaki bu
farklihk, iki uyaranin mikroglial hiicrelerde farkli reseptdor ve hiicre i¢i sinyal
mekanizmalarini devreye sokmasiyla iliskili olabilir. Calismamizda AB modelinde bazi
gliflozinlerin nitrit dizeylerini AB grubuna kiyasla anlamli olarak azaltmasi, AB
modelinde de bir nitrozatif yanitin var oldugunu ancak bunun LPS’ye kiyasla daha
sinirh ve degisken oldugunu dislindirdi. Ayrica AB modelinde NLRP3, ASC, kaspaz-1

protein dizeyleri ile IL-1B ve IL-18 dlizeylerinde gozlenen degisiklikler, bu modelde
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AB’nin glgll bir nitrit yaniti olusturmaksizin da inflamatuvar siiregleri en azindan
NLRP3 inflamazomunu aktive edebildigini disiindirmektedir.

Tez kapsaminda NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu ve asag akis
inflamatuvar yaniti, (¢ temel protein (NLRP3, ASC ve kaspaz-1) ve iki efektor sitokin
(IL-1B ve 1L-18) diizeyinde degerlendirilmistir. Beksagliflozinin hem AP modelinde AB
grubuna kiyasla, hem de LPS modelinde LPS grubuna kiyasla NLRP3, ASC ve kaspaz-1
proteinleriile IL-1B ve IL-18’i anlamli olarak azalttigi goriilmustir. NLRP3 sensorii, ASC
adaptori ve toplam kaspaz-1 ile her iki sitokinin birlikte azalmasi, beksagliflozinin AR
ile iliskili mikroglial inflamatuvar yaniti NLRP3 ekseninin birden fazla bileseni
Uzerinden baskiladigini distindiirmektedir.

Renal iskemi-reperfiizyon modeli Uzerinde vyapilan bir c¢alismada
beksagliflozinin IL-6 diizeyini, oksidatif stresi ve doku hasarini azalttiginin gésterilmesi
ilacin genel antiinflamatuvar potansiyelini desteklemektedir. (141). Ancak bugiine
kadar beksagliflozinin néroinflamasyon, AH-benzeri deneysel modeller ya da NLRP3
inflamazomu lzerindeki etkisini arastiran bir ¢calismaya literatlirde rastlanmamistir
Bildigimiz kadariyla g¢alismamiz, beksagliflozinin AH-benzeri deneysel modelde
noroinflamasyonu ve NLRP3 inflamazomunu baskiladigini gosteren ilk ¢alisma olup,
bu yonuyle 6zglin bir nitelik tasimaktadir.

Dapagliflozin hem AP ile hem LPS ile indiiklenen néroinflamasyon modelinde NLRP3
ve ASC protein dizeylerini ve IL-1B ve IL-18 sitokin dizeylerini anlamli olarak
azaltirken, kaspaz-1 protein dizeyinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir.
Bulgularimiza paralel olarak dapagliflozinin BV2 hiicrelerinde NLRP3 yaniti Gizerindeki
baskilayici etkisi daha ©6nce de gosterilmistir (116, 142-144). Yiksek glukozla
indiiklenen BV2 hiicrelerinde dapagliflozin artmis NLRP3 diizeyini azaltmis, IL-1B ile
TNF-a dizeylerini azaltmistir (143). Benzer sekilde, LPS ile indiklenen BV2
noroinflamasyon modelinde vyapilan bir c¢alismada dapagliflozin mikroglial
aktivasyonu ve oksidatif stresi baskilamis ve IL-1P ile IL-18 diizeyini azaltmistir (142).
insan HMC3 6liimsiizlestirilmis mikroglia hiicre hattinda AP ile olusturulan hiicresel
norotoksisite ve noéroinflamasyon modelinde dapagliflozinin AB'va bagh ROS

olusumunu ve NLRP3 inflamazom ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (116). LPS ile
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olusturulan AH-benzeri sican modelinde de dapagliflozinin hipokamptiste artmis
NLRP3 ve NF-kB dizeylerini ve bunlara eslik eden IL-1B ve IL-18 yanitini azalttig
gosterilmistir (144). Tim bu ¢alismalar dapagliflozinin galismamizda hem AB hem de
LPS modellerinde gbzlenen NLRP3 inflamazomunu baskilamasi ile uyumludur ve
dapagliflozinin farkli inflamasyon kosullarinda NLRP3 yanitini baskilayabildigini
desteklemektedir. Bununla birlikte, sé6z konusu ¢alismalarda NLRP3, ASC ve kaspaz-1
diizeylerinin galismamizdaki gibi birlikte degerlendirilmemis olmasi, ¢alismamizin
dapagliflozinin NLRP3 inflamazomunun farkli bilesenleri Gzerindeki etkisini daha
ayrintili bicimde ortaya koymasi agisindan énemlidir (144). Dapagliflozinin NLRP3
inflamazomu Uzerindeki baskilayici etkisi SSS digsindaki inflamatuvar modellerde de
tekrarlanmis; non-alkolik steatohepatit, ateroskleroz, diyabetik kardiyomiyopati,
ulseratif kolit, renal hasar modellerinde NLRP3 ve/veya kaspaz-1 ile IL-1B ve IL-18
dizeylerini azalttigi bildirilmistir (109, 110, 145-147).

Empagliflozin; A ile olusturulan modelde ne NLRP3, ASC, ve toplam kaspaz-1
proteinlerinin dizeyleri lzerinde ne de IL-1B ve IL-18 sitokin dizeyleri {izerinde
anlamli bir degisiklik gostermigtir. Buna karsilik LPS ile olusturdugumuz modelde hem
NLRP3, ASC ve toplam kaspaz-1 proteinlerinin dizeyleri tGizerinde hem de IL-1p ve IL-
18 diizeyleri Gizerinde anlamh bir azalma gostermistir. Bulgularimizla uyumlu olarak
yuksek glukoz ile indiiklenen BV2 modelinde yapilan bir galismada empagliflozin
NLRP3 diizeyi tizerinde anlamli bir etki géstermemis IL-1B saliverilmesini azaltmamis,
yalnizca TNF-a diizeylerinde azalma saglamistir (143). Buna karsin bulgularimiz insan
HMC3 olimsizlestirilmis mikroglia hilicre hattinda AB ile uyarilan modelde
empagliflozinin ROS ve NLRP3 diizeylerini azalttigini bildiren calisma ile uyumsuzdur
(116). Bu sonuglar, empagliflozinin NLRP3 inflamazomu lzerindeki etkisinin hiicre,
inflamatuvar uyaran tipi ve deneysel kosullara bagl olarak degisebilecegini
dislindirmektedir. Literatlirde empagliflozinin SSS ile ilgili olmayan diger
hastaliklarda, NLRP3 inflamazomu Uzerinde baskilayici etkiler gosterdigi bildirilmistir.
Kardiyovaskiler hastalik gelistirme riski tasiyan T2DM, vaskiler proliferatif
hastaliklar, kalp yetmezligi, obeziteye bagh metabolik bozukluklar ve diyabetik

kardiyomiyopatide empagliflozin tedavisinin NLRP3 ekspresyonu ve/veya
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aktivasyonunu, kaspaz-1 aktivasyonunu ve buna bagli IL-1B ve IL-18 Uiretimini azalttig
bildirilmistir (108, 111, 148-152). Sonu¢ olarak ¢alismamizda empagliflozinin AB
modelinde etkisiz, LPS modelinde ise NLRP3 iflamazomunu baskilayici bulunmasi,
ilacin antiinflamatuvar etkisinin inflamatuvar uyaranin olusturdugu hiicresel sinyal
profiline bagli olarak degisebilecegini diislindlirmektedir.

Ertugliflozin, AB ile indiklenen modelde NLRP3 ve IL-1P diizeylerini azaltirken
ASC, toplam kaspaz-1 ve IL-18’de anlamli degisiklik yapmamistir. LPS modelinde ise
NLRP3, ASC, IL-1B ve IL-18 diizeylerini anlamli sekilde azaltirken kaspaz-1 lizerine etki
olusturmamistir. Benzer sekilde yliksek glukozla indiklenen BV2 hiicrelerinde yapilan
calismada ertugliflozinin artmis NLRP3 protein diizeyi ile IL-1B diizeyini azalttig
bildirilmistir (143). Bununla birlikte, s6z konusu c¢alismada ASC ve kaspaz-1
aktivasyonu ile IL-18 diizeylerinin degerlendirilmemis olmasi, ertugliflozinin bitincil
NLRP3 inflamazom aktivasyonu Uzerindeki etkisine iliskin kaniti sinirlamaktadir.
Mevcut literatiirde, ertugliflozinin AR veya LPS ile indiklenen mikroglial modellerde
NLRP3—-ASC—kaspaz-1 ekseni ve sitokin dlizeyindeki etkilerini dogrudan arastiran bir
calismaya rastlanmamistir. Calismamiz, ertugliflozinin bu eksen Gzerindeki etkilerini
ilk kez ortaya koymasi bakimindan 6zgiin bir nitelik tasimaktadir.

Kanagliflozin, AB ile olusturulan modelde NLRP3 ve IL-18 diizeylerini anlamh
olarak azaltirken ASC, toplam kaspaz-1 ve IL-1B Uzerinde anlamh bir degisiklik
olusturmamistir. LPS modelinde ise NLRP3, ASC, IL-1B ve IL-18 diizeylerini anlamli
Olciide azaltmis, toplam kaspaz-1 diizeyini etkilememistir. Kanagliflozinin NLRP3
inflamazomu Uzerindeki baskilayici etkilerini gosteren ilk c¢alismada, LPS ile
indiklenen fareler ve J774A.1 makrofaj hiicreleri kullanilmig; NLRP3, aktif kaspaz-1,
IL-1P ve IL-18 dlizeylerinde azalma gosterilmis; bu azalmanin NF- kB’nin baskilanmasi
ve Bif-1 aracili otofajinin artmasiyla iliskili oldugu bildirilmistir (153). Aliminyum
klorirle AH benzeri patoloji olusturulan sigcanlarda kanagliflozinin TXNIP/NF-
kB/NLRP3 sinyal yolagini baskiladigi, AB ve tau patolojisini azalttigi ve bilissel islevleri
iyilestirdigi bildirilmistir (115). Yuksek glukozla uyariimis BV2 hiicrelerinde ise
kanagliflozinin ROS, NO, iNOS, NLRP3, IL-1B ve TNF-a dizeylerini azalttigini

bildirilmistir (143). Calismamizda her iki deneysel modelde de kanagliflozin
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uygulamasi, degerlendirilen NLRP3 inflamazomu ile iliskili parametrelerin ve NO
diizeyinin ,bazilari istatistiksel anlamhliga ulasmasa da, azalma yoniinde bir degisim
olusturmustur. Gozlenen bu genel azalma egilimi, yukarida bahsedilen calismalarla
uyumludur.

CGalismamizin tiim sonuglari birlikte degerlendirildiginde, incelenen bes SGLT-
2 inhibitorindn her iki modelde de mikroglial inflamatuvar yaniti azaltabildigi, ancak
her ilacin NO, NLRP3, ASC, toplam kaspaz-1, IL-1B ve IL-18 {izerindeki etkisinin ayni
bltlnlikte ve biyiklikte olmadig gorilmektedir. .

Protein ve sitokin sonuglari arasindaki bu ayrismanin birkag¢ olasi nedeni
bulunmaktadir. NLRP3 inflamazomunun aktivasyonu; NLRP3 oligomerizasyonu, ASC
aracil kompleks olusumu ve pro-kaspaz-1'in aktivasyonu gibi protein
ekspresyonundan bagimsiz olarak gerceklesen downstream sireclerin yani sira K*
effluksu, hiicre ici Ca?* degisiklikleri, mitokondriyal ROS uretimi ve lizozomal hasar
gibi aktivasyon sinyallerine de baghdir. Calismamizda gliflozinler NLRP3 dizeyini
modele kiyasla azaltmasina karsin, bu aktivasyon basamaklarini yeterince
baskilamamis ve NLRP3'teki azalma ASC ve toplam kaspaz-1 diizeylerine ayni dlglide
yansimamis olabilir.

Calismamizda da gliflozinlerin tamaminin NLRP3 diizeyini azaltmis olmasina
ragmen az bir kisminin kaspaz-1 diizeyini azaltmasi toplam kaspaz-1 olgtiglimiz igin
olabilir.

Bu calismada aktif kaspaz-1 p20 olusumu, ASC oligomerizasyonu ve benek
olusumu, pro-IL-1f’nin olgun IL-1B’ya doniisiimi, GSDMD parcalanmasi ve piroptoz
degerlendirilmemistir. Bu nedenle sonuglar, gliflozinlerin NLRP3 inflamazom
aktivasyonunu kesin olarak inhibe ettigini gostermekten ¢ok, NLRP3 inflamazomuyla
iliskili protein ve sitokin yanitini baskiladigini ortaya koymaktadir. ileri calismalarda
aktif kaspaz-1 p20, olgun IL-1B, ASC oligomerizasyonu ve parc¢alanmis GSDMD’nin
degerlendirilmesi yararl olacaktir. Ayrica secici bir NLRP3 inhibitoriyle pozitif kontrol
olusturulmasi, NLRP3’Un genetik olarak susturulmasi ve gliflozin etkisinin bu
kosullarda degisip degismediginin incelenmesi, gozlenen antiinflamatuvar etkinin

NLRP3’e bagimhligini daha dogrudan gosterebilir.
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Ayrica ¢alismamizda ¢oklu zamanlarda 6lgiim yapilmamasi, daha erken veya
gec ortaya cikan etkilerin saptanamamasina neden olmus olabilir. inflamatuar
uyarinin siresi ve tipi, hiicre tipi de elde edilen yanitlarin farklilasmasina katkida
bulunmus olabilir.

Bu sinirhliklara karsin calismamizin 6zgiin katkilarindan biri, beksagliflozin,
dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve kanagliflozinin néroinflamasyon
baglaminda ayni deneysel kosullar altinda degerlendirilmesi ve boylece bu ilaclarin
NLRP3 inflamazomu ile iliskili yanitlar Gizerindeki ortak ve farkh etkilerinin ortaya
konulmasidir.. Ayrica yalnizca tek bir inflamasyon gdstergesi incelenmemis; NLRP3,
ASC ve toplam kaspaz-1 protein dizeyleri ile IL-1B ve IL-18 saliverilmesi iki farkli
modelde birlikte degerlendirilmistir. Boylece bazi ilaglarda NLRP3 dizeyindeki
azalmanin ASC veya toplam kaspaz-1’e yansimadigi, bazi kosullarda ise protein
dizeylerindeki sinirh degisiklige karsin sitokin saliverilmesinin azaldig1 gosterilmistir.
Bu durum, gliflozinlerin mikroglial inflamasyon tzerindeki etkilerinin tek bir sonlanim
noktasi  kullanilarak  degerlendirilmesinin  yeterli olmayabilecegini ortaya
koymaktadir.

Sonu¢ olarak beksagliflozin ve dapagliflozin basta olmak Uzere SGLT-2
inhibitorleri AH ile iliskili NLRP3 aracili mikroglial inflamasyonun sinirlandiriilmasinda

potansiyel bir farmakolojik hedef olarak 6ne ¢cikmaktadir.



53

6. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda beksagliflozin, dapagliflozin, empagliflozin, ertugliflozin ve
kanagliflozinin AR ve LPS ile olusturulan mikroglial inflamasyonda NLRP3
inflamazomuyla iliskili yanitlar Gizerindeki etkileri incelenmistir. Calismamizda SGLT-2
inhibitorlerinin NLRP3, ASC ve toplam kaspaz-1 protein dizeyleri ile IL-1B ve IL-18
saliverilmesini farkh olglilerde azaltabildigi gosterilmistir. Bu bulgular, SGLT-2
inhibitorlerinin mikroglial inflamasyon tzerindeki etkilerinde NLRP3 inflamazomunun
rol oynayabilecegini desteklemektedir.

Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma, bu bes SGLT-2 inhibitoriini hem AP hem LPS
ile uyarilan iki farkli modelde ele alan ve etkilerini NLRP3 sensorii, ASC adaptord,
kaspaz-1 efektori ile IL-1B ve IL-18 yanitlarini birlikte degerlendirerek inceleyen ilk
calismadir. Ayrica beksagliflozinin AH ile iliskili mikroglial inflamasyon ve NLRP3 yaniti
Uzerindeki etkisini gosteren ilk ¢calismadir.

Bu yonleriyle ¢alisma, yalnizca SGLT-2 inhibitorlerinin sinif dizeyindeki
antiinflamatuvar potansiyeline iliskin kanit sunmakla kalmamakta, ayni zamanda her
bir gliflozinin NLRP3 ile iliskili inflamatuvar yanitin farkh bilesenleri tGizerinde ayrisan
etkiler gosterebildigini ortaya koymaktadir.

Bulgularimiz, NLRP3 inflamazomunun AH ile iliskili noéroinflamasyonun
sinirlandirilmasinda potansiyel bir farmakolojik hedef olabilecegini ve SGLT-2
inhibitorlerinin bu hedefle iliskili inflamatuvar yaniti modiile edebilecek aday ilaglar
arasinda degerlendirilebilecegini desteklemektedir.

Gelecekte bu etkilerin ileri hiicresel ve in vivo AH modellerinde dogrulanmasi,
gliflozinlerin  noéroinflamasyonun  kontroli ve AH tedavisinde yeniden

konumlandirilma potansiyelinin belirlenmesine katki saglayabilir.
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