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Empaglifiozin Oral Squamoz Hiicreli Karsinomada SLG2A3 ve NLRP3
Ifadesini Baskilayarak Proliferasyonu ve Migrasyonu Engeller

Empagliflozin Inhibits OSCC Proliferation and Migration by Suppressing SLC2A3 and
NLRP3

O Giilgin TEZCAN

Bursa Uludag Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, Temel Bilimler Anabilim Dali, Bursa, Tiirkiye

0z
Amag: Oral squamoz hiicreli karsinom (OSCC), ilerlemesi icin yiiksek glikoz metabolizmasi ve enflamasyona bagimhidir. Glukoz tastyicr ¢6ziicii tasiyici
ailesi 2 Uyesi 3 (SLC2A3), kotii prognoz ile iliskilidir, niikleotid baglayici oligomerlesme bélgesi, 16sin-zengin tekrar iceren aile pirin domain iceren 3
(NLRP3) ise kronik iltihaplanmaya katki saglar. Bu galisma, antidiabetik ila¢ empagliflozinin (emp) OSCC'de SLC2A3 ve NLRP3 iizerindeki diizenleyici
etkilerini ve kanser hiicresi biiylimesi tizerindeki etkilerini arastirmaktadir.

Gereg ve Yontem: insan OSCC hiicre hatlari SCCL-MT1 ve UPSI-SCC-131, suplementlerle zenginlestirilmis Dulbecco’s Modified Eagle Medium'de
kiiltiire edilmistir. Lipopolisakkarit maruziyeti ile enflamasyon modellenmis ve adenozin trifosfat ile enflamazom aktivasyonu saglanmistir. Emp
tedavi icin kullanilmistir. SLC2A3 ve NLRP3 ifadeleri, gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmistir. Enzim baglantili immiinosorbent
testi , interlkin-1 beta (IL-1B) diizeylerini 6lcerken, hiicre proliferasyonu xCELLigence sistemi ile degerlendirilmistir. Migrasyon siyrik yara testi ile
degerlendirilmistir. Protein-protein etkilesimleri STRING veritabani kullanilarak tahmin edilmistir. istatistiksel analiz GraphPad Prism ile yapilmistir.

Bulgular: Emp, bir SGLT2 inhibitérii olarak, SCCL-MT1 ve UPSI-SCC131 OSCC hiicre hatlarinda SLC2A3 (sirasiyla p<0,0001, p=0,0002) ve
NLRP3 ekspresyonunu (sirasiyla p=0,0008; p=0,0006) anlamli diizeyde azaltmis; bu da IL-1f saliniminda (sirasiyla p=0,0190, p<0,0001), hiicre
proliferasyonunda (sirasiyla p=0,024; p<0,0001) ve migrasyonunda (sirasiyla p=0,0021; p=0,0004) azalmaya yol acmistir. Bu bulgular, glukoz
metabolizmasi ve enflamasyonu hedef alarak OSCC tedavisinde Emp'in potansiyel bir terapdtik ajan olabilecegini dislindiirmektedir.

Sonuc: Bulgularimiz, emp'nin SLC2A3 ve NLRP3 ifadesini ve IL-1f salinimini inhibe ederek OSCC'de glikoz metabolizmasi ve enflamasyonu etkin bir
sekilde modiile ettigini, bdylece kanser hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu azalttigini ve OSCC ilerlemesinin kontroli icin potansiyel bir terapdtik
ajan olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Oral squamoz hiicreli karsinom, SLC2A3, NLRP3, empagliflozin

ABSTRACT

Aim: High glucose and inflammation facilitate oral squamous cell carcinoma (OSCC) progression. The glucose transporter solute carrier family 2
member 3 (SLC2A3) and the nucleotide-binding oligomerization domain, leucine-rich repeat-containing family pyrin domain containing 3 (NLRP3),
contribute to chronic inflammation and poor prognosis. This study investigates the regulatory effects of the antidiabetic drug empagliflozin (emp)
on SLC2A3 and NLRP3 in OSCC and their impact on cancer cell growth.

Materials and Methods: Human OSCC cell lines, SCCL-MT1 and UPSI-SCC-131, were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium with
supplements. Emp, lipopolysaccharide, and adenosine triphosphate were used for treatments. Real-time polymerase chain reaction quantified
SLC2A3 and NLRP3 expressions. Enzyme-linked immunosorbent assay measured interleukin-1beta (IL-1p) levels, and cell proliferation was assessed
using the xCELLigence system. Migration was evaluated via a scratch wound assay. Protein-protein interactions were predicted using the STRING
database. Data analysis was conducted using GraphPad Prism.
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Results: Emp, an SGLT2 inhibitor, significantly reduced SLC2A3 (p<0.0001, p=0.0002; respectively) and NLRP3 expression (p=0.0008; p=0.0006;
respectively), leading to decreased IL-1f release (p=0.0190, p<0.0001; respectively), proliferation (p=0.024; p<0.0001; respectively), and migration
(p=0.0021; p=0.0004, respectively) in SCCL-MT1 and UPSI-SCC131 OSCC cell lines. These findings suggest emp's potential as a therapeutic agent for

OSCC by targeting glucose metabolism and inflammation.

Conclusion: These findings suggest that emp effectively modulates glucose metabolism and inflammation in OSCC by inhibiting SLC2A3 and
NLRP3 expression and IL-1f release, thereby reducing cancer cell proliferation and migration, highlighting its possible role as a treatment option

for managing OSCC progression.
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GIRIS
Yiksek glikoz metabolizmasi ve enflamatuvar siirecler, oral
skuam6z hiicreli karsinomda (OSCC) tiimor biylimesini,
metastazi ve tedaviye direnci kolaylastiran iki ana faktordir'.
Kanser hiicreleri, 6zellikle oksidatif fosforilasyon tek basina
enerji Uretimini stirdliremezken, hipoksi, besin kithg ve asidik
pH gibi hizhh mikrogevresel degisikliklere uyum saglamahdir.
Bunu telafi etmek icin, yeterli adenozin trifosfat (ATP)
uretimi saglamak ve hiicre cogalmasi icin gerekli biyosentetik
talepleri karsilamak Uzere glikoz metabolizmasini yeniden
programlarlar®®. Bu metabolik degisim, kanser hiicrelerinin
aerobik glikoliz yoluyla ATP ve biyosentetik donciiller Gretmesini
saglar ve bu da yiiksek proliferatif tiimor hiicrelerinde glikoz
alimmin 6nemli dlclide artmasina yol acar®’. Bu adaptasyon,
kanser hiicresi proliferasyonu icin gerekli substratlari saglar ve
timoriin ilerlemesi, metastaz ve uzun siireli sagkalima katkida
bulunur*s.

Ek olarak, kanser hiicrelerinde vyiksek glikoz seviyeleri,
reaktif oksijen tirlerini indiikleyebilir ve bu da sonuc olarak
niikleotid baglayici oligomerizasyon alani, 16sin bakimindan
zengin tekrar iceren aile pirin alani iceren 3 (NLRP3) gibi
sitoplazmik  multiprotein ~ komplekslerinin ~ olusumunu
tetikler®. Enflammasom olarak bilinen bu protein kompleksi,
proenflamatuvar interlokin-1 beta (IL-1f8) gibi sitokin
salgilanmasini tesvik ederek ve bunlari hiicre disi bosluga
salarak enflamatuvar yanitlari aktive eder ve boylece hiicresel
enflamasyonu yogunlastirir’.

Kanser hiicrelerinin metabolik yeniden programlanmasi, glikoz
tastyicilar (GLUT) dahil olmak Uzere metabolik enzimlerin
ekspresyonunu kontrol eden hipoksi ile indiiklenebilir faktor-
1o tarafindan diizenlenir®®. Bu metabolik bagimlilhk g6z 6niine
alindiginda, glikoz metabolizmasini hedeflemek, terapotik
etkinligi artirmak icin umut verici bir yaklasim sunar™™.
GLUT ailesi icinde GLUT3, ozellikle hayatta kalmak icin yiiksek
glikoz afinitesi gerektiren hiicrelerde bazal glikoz tasinmasini
stirdirmede 6nemli bir rol oynar'. OSCC tlimérlerinde, tasiyic
¢Ozlicti tastyicr ailesi 2 Gyesi 3 (SLC2A3) geni tarafindan

kodlanan GLUT3 ekspresyonu, glikoz metabolizmasinin
artmasi nedeniyle kotli prognoz ve agresif kanser fenotipi ile
iliskilendirilmistir'>'%. Ayrica, OSCC'de NLRP3 ekspresyonunun
artmasi, timor ilerlemesi ve metastaz ile iliskilendirilmistir'.

Bu bulgular 1siginda, antidiabetik ilaclarin kanser hicresi
metabolizmasini ve enflamatuvar yanitlari modiile etme
potansiyeli arastinlmistir.  Calismalar, metformin dabhil
antidiabetik ilaclarin antikanser etkilerini vurgulamis olsa
da, empagliflozin (emp) gibi sodyum-glukoz kotransporter-2
inhibitorlerinin  kanser tedavisinde rolli hala yeterince
anlasiimamistir’®™. Emp'nin obezite modellerinde NLRP3'l
baskiladigi bildirilmis olsa da®, kanserde NLRP3 ekspresyonu
Uzerindeki etkisi bliytik 6lctide bilinmemektedir. Bu nedenle, bu
cahsmada emp'nin GLUT3'li kodlayan SLC2A3 ve OSCC hiicre
hatlarinda NLRP3 {izerindeki etkisi incelenmistir. Ek olarak,
OSCC hicre proliferasyonunda emp aracili SLC2A3-NLRP3
modiilasyonunun roli arastiriimistir.

GEREG VE YONTEMLER

Hiicreler ve Reaktifler

insan agiz boslugu skuaméz hiicreli karsinom hiicre hatti
SCCL-MT1, (Bursa Universitesi) tarafindan cémertce saglanmis
olup, UPSI-SCC-131 OSCC hiicre hatti ise (Bursa Universitesi)
tarafindan hediye edilmistir. Hicreler, fetal sigir serumu
(%10), antibiyotik c¢ozeltisi (penisilin ve streptomisin, 50 U/
mL), L-glutamin (2 mM) ve sodyum piruvat (1 mM) ile takviye
edilmis Dulbecco's Modified Eagle Medium-yiiksek glikoz
ortaminda kiltlrlendi ve standart kiltiir kosullarinda (37
°C, %5 COZ, nemlendirilmis atmosfer) muhafaza edildi. Ttim
deneyler 15. pasaj hicreleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Huicre kiilttirt ortami HyClone (Logan, UT, ABD) tarafindan temin
edilirken, takviyeler BIOCHROME (Berlin, Almanya) tarafindan
saglanmistir. Escherichia coli 0111:B4'ten lipopolisakkarit (LPS)
Sigma (St. Louis, MO, ABD) firmasindan, ATP InvivoGen (San
Diego, CA, ABD) firmasindan, emp ise Boehringer Ingelheim
(Biberach, Almanya) firmasindan temin edilmistir.
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Gercek Zamanl-Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Toplam RNA, Quick-RNA Miniprep Kit (Zymo Research,
Orange, CA, ABD) ile izole edildi. RNA'nin konsantrasyonu ve
safligi, Beckman Coulter DU 730 spektrofotometresi (Brea,
CA, ABD) ile A260/280 ve A260/230 oranlari analiz edilerek
degerlendirildi. Ters transkripsiyon icin ProtoScript M-MulV
First Strand cDNA Synthesis Kit (New England Biolabs, Ipswich,
MA, ABD) kullanilmistir. SLC2A3'lin ekspresyon seviyesi
TagMan™ Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak analiz edilirken, NLRP3 ekspresyonu Tezcan
ve ark.” tarafindan bildirilen primerler ile analiz edilmistir.
Beta-aktin (ACTB), normalizasyon icin referans gen olarak
kullanilmistir®.  SLC2A3 icin kantitatif polimeraz = zincir
reaksiyonu (qPCR) reaksiyonu, treticinin talimatlarina gore
TagMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster
City, CA, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. NLRP3 ve ACTB igin
qPCR, 200 ng cDNA, her primerden 10 uM ve Luna® Universal
qPCR Master Mix (New England Biolabs, lpswich, MA, ABD)
iceren 10 pL reaksiyon hacminde gerceklestirilmistir. Kantitatif
PCR, StepOnePlus™ gercek zamanh-PCR sistemi (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) iizerinde asagidaki
dongu kosullarinda gerceklestirildi: 95 °C'de 2 dakika ilk
denatiirasyon, ardindan 95 °C'de 10 saniye denatiirasyon ve
56 °C'de 60 saniye annealing/uzatma olmak tizere 40 dongdi.
Ct degeri belirleme ve kat degisim hesaplamalari dahil olmak
lizere veri analizi, StepOnePlus™ yazilimi ve 2"-2Ct ydntemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Her karsilastirma grubu igin,
her biri teknik olarak iki kez analiz edilen {ic bagimsiz biyolojik
replikat ile deneyler gerceklestirilmistir.

Enzim Bagh immiinosorbent Testi (ELISA)

Hedef IL-1B'ye 0zgl biyotin etiketli bir tespit antikoru
kullanilarak sandvi¢ ELISA yaklasgimi (SunRed Bio, Sangay,
Cin) uygulanmistir. Numuneler ve standartlar, 37 °C'de 1
saat boyunca onceden vyakalama antikoru ile kaplanmis
kuyucuklarda inkiibe edilmis, ardindan fosfat tamponlu salin
(PBS) ile li¢ kez yikanmistir. Biyotin etiketli tespit antikoru
eklenerek 30 dakika inkiibe edildi, ardindan streptavidin-yaban
turpu peroksidazi konjugati eklendi. Karartilmis ortamda
substrat c¢ozeltisi ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra,
mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm'de (referans: 650 nm)
renk gelisimi 6l¢iildi. Her karsilastirma grubu, teknik olarak iki
kez tekrarlanarak ¢ biyolojik tekrarla analiz edildi. Bulgular,
IL-18 referans standartlarindan olusturulan standart egriye
gore hesaplandi.

Dinamik Hiicre Proliferasyon Analizi

SCCL-MT1 ve UPSI-SCC-131 hiicreleri (kuyu basina 5
x 10% bir E-Plate 16 (ACEA Biosciences, San Diego, CA,
ABD) icine yerlestirildi. Hiicre blylmesi, hiicre canliligi ve
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proliferasyonunun bir gostergesi olarak elektriksel empedansi
olcen xCELLigence gercek zamanli hiicre analizi (RTCA)
cift amach sistemi (ACEA Biosciences, San Diego, CA, ABD)
kullanilarak 96 saat boyunca her 30 dakikada bir siirekli olarak
izlendi. Dogru normalizasyon saglamak icin hiicre ekmeden
once arka plan empedansi kaydedildi. iki farkli hiicre hattinin
her biri icin, deney karsilastirma grubu basina l¢ bagimsiz
biyolojik replikat ile gerceklestirildi. Ortaya ¢ikan proliferasyon
egrileri, RTCA Yazilimi (ACEA Biosciences) kullanilarak
olusturulmus ve analiz edilmistir.

In vitro Yara lyilesme Gizik Testi

Hiicre goclniu gorsellestirmek icin cizik yara iyilesme testi
yapilmistir. Tek tabaka birlesince, 1000 pL pipet ucu kullanilarak
cizik atilmis ve standart bir yara alani olusturulmustur. Ayrilan
hiicreler ve kalintilar, fosfat PBS ile yikayarak dikkatlice
temizlendi. Yaral bolgenin goriintileri, cizilmeden sonra ve
tedaviden 24 saat sonra ters mikroskop (Nikon, Tokyo, Japonya)
kullanilarak kaydedildi. Yara kapanmasi, ImageJ v1.54f yazilimi
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, ABD) kullanilarak
her iki zaman noktasinda yara alanini dlgerek nicelendirildi.
Deney, karsilastirma grubu basina U¢ biyolojik replikatta
gerceklestirildi ve tekrarlanabilirligi saglamak icin her replikat
teknik olarak iki kez analiz edildi.

istatistiksel Analiz

Protein-protein etkilesimleri STRING v12.0 (https://string-db.
org/) (erisim tarihi 24 Subat 2025) kullanilarak degerlendirildi.
statistiksel analiz GraphPad Prism (v14.4.0) (GraphPad
Software, Boston, MA, ABD) ile gerceklestirilmistir. Verilerin
normal dagihm izledigi Q-Q plot analizi ve Shapiro-Wilk
testleri ile dogrulanmis, p>0,05 normallikten dnemli bir sapma
olmadigini gdstermistir. Varyanslarin homojenligi Levene testi
ile degerlendirildi. Grup farkliliklari tek yonli ANOVA ile analiz
edildi, ardindan coklu testlerden kaynaklanan Tip | hata artisini
kontrol etmek icin ¢iftli karsilastirmalar icin Tukey post hoc
testi uygulandi. Bulgular, ortalama + standart hata olarak rapor
edildi ve anlamlilik p<0,05 olarak tanimlandi. Tiim istatistiksel
testler, verilerin saglamligini ve tekrarlanabilirligini saglamak
icin en az Ui¢ bagimsiz biyolojik replikat ile gerceklestirildi.

BULGULAR

Empagliflozin, 0SCC Hiicrelerinde SLC2A3 Ekspresyonunu
Bastirdi

Enflamasyon kaynakli OSCC hiicre modeli olusturmak igin,
SCCL-MT1 ve UPSI-SCC131 hiicreleri 3 saat boyunca 1 ug/
mL LPS'ye maruz birakildi2. Ek olarak, hiicreler, onceki
calismamizda™ tarif edildigi gibi glikoz tasinmasini baskilama
amaciyla 24 saat boyunca 500 nM Emp, bir SGLT2 inhibitoru
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ile muamele edildi. Bulgularimiz, emp'nin hem SCCL-MT1
(p<0,0001) hem de UPSI-SCC131 hiicrelerinde (p=0,0002)
SLC2A3 RNA ekspresyonunu énemli dlclide azalttigini gosterdi.
Dahasi, LPS ile indiiklenen hiicrelerde, daha sonra Emp'ye
maruz kaldiklarinda, sadece LPS ile tedavi edilen hiicrelere
kiyasla SLC2A3 ekspresyonu daha da azaldi (p<0,0001) (Sekil
1A, B).

Empagliflozin, LPS ile indiiklenen Enflamasyonda NLRP3
Ekspresyonunu Azaltti ve IL-18 Salimimini Baskilad

Genetik etkilesim analizi, hem SLC2A3 hem de NLRP3'iin IL-
1B ile etkilesime girdigini ng6rmistir (Sekil 2A). Bu bulgulari
destekleyen Emp, SCCL-MT1 (p=0,0008) ve UPSI-SCC131
hiicrelerinde (p=0,0006) NLRP3 ekspresyonunu azaltmistir
(Sekil 2B, C). Benzer sekilde, LPS ile tedavi edilen SCCL-MT1
ve UPSI-SCC131 hicrelerinde, emp tedavisi, sadece LPS ile
tetiklenen hiicrelere gére NLRP3 ekspresyonunda bir azalmaya
yol acti (p<0,0001). Emp'nin enflammasom aktivasyonu
tzerine IL-18 salinimi Uzerindeki etkisini degerlendirmek
icin, hiicreler 3 saat boyunca 1 pg/mL LPS ile tedavi edildi,
ardindan 24 saat emp tedavisi ve 25 dakika 5 mM ATP'ye maruz
birakildi (Sekil 2D). IL-1pB salimi, enflammasom aktive edilmis
hiicrelerde LPS ile indiiklenen enflamasyon kosullarindaki
hiicrelere kiyasla 6nemli 6l¢lide artmistir (p<0,0001). Ancak
Emp, LPS ile tedavi edilen hiicrelerde (SCCL-MT1: p=0,0190;
UPSI-SCC131) (p<0,0001) ve LPS-ATP tedavisi uygulanan
enflammasom aktive hiicrelerde (p<0,0001) (Sekil 2E, F), bu
da Emp'in SLC2A3'ii inhibe ederek NLRP3 aracili enflamatuvar
sitokin liretimini de azaltabilecegini distindiirmektedir.
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Sekil 1. Emp'nin OSCC hiicrelerinde SLC2A3 ekspresyonu
tizerindeki etkisi. (A) SCCL-MT1 hiicreleri, (B) UPSI-SCC131
hiicreleri. Unt ve emp ile LPS ve emp+LPS arasinda
karsilastirma yapilmistir. Yalnizca istatistiksel olarak anlamli
farklihklar gosterilmistir “p<0,001, ""p<0,0001

Unt: Tedavi edilmemis, LPS: Lipopolisakkarit, emp: Empagliflozin,
OSCC: Oral squaméz hiicreli karsinom

Empagliflozin, 0SCC Hiicrelerinde Hiicre GCogalmasini ve
Gdgiinii Yavaslath

Emp tedavisi, hem SCCL-MT1 hem de UPSI-SCC131 hiicre
hatlarinin ¢ogalmasini azaltti (Sekil 3A, B). Buna karsin, LPS

tedavisi, tedavi uygulanmayan kontrollere kiyasla hiicre
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Sekil 2. Emp'nin OSCC hiicrelerinde NLRP3 inflammasom
lizerindeki etkisi. (A) SLC2A3, NLRP3 ve IL-1f arasindaki
etkilesim. (B) SCCL-MT1 hiicrelerinde ve (C) UPSI-
SCC131 hiicrelerinde NLRP3 ekspresyonu. (D) LPS ve ATP
maruziyetinin in vitro olarak NLRP3 transkripsiyonunu ve
enflammasom kompleks olusumunu nasil etkilediginin
sematik gosterimi. (E) SCCL-MT1 hiicrelerinden ve (F)
UPSI-SCC131 hiicrelerinden IL-13 salimi. Emp, LPS ve
LPS+ATP gruplari Unt (kontrol) grubu ile karsilastirilmistir.
Enflamatuvar  kosullar  altinda  emp'nin  etkisini
degerlendirmek icin emp+LPS ve emp+LPS+ATP gruplari
LPS ile karsilastirilmistir. RT-qPCR analizi icin sadece
emp+LPS ve LPS arasindaki karsilastirma yapilmistir. Sadece
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gdsterilmistir. ‘p<0,05,
“p<0,001, "p<0,0001.

Unt: Tedavi edilmemis, LPS: Lipopolisakkarit; ATP: Adenosin
trifosfat, emp: Empagliflozin, OSCC: Oral squaméz hiicreli
karsinom, IL-1B: Interlékin-1 beta, RT-qPCR: Ters transkripsiyon
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
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cogalmasini artirdi. Ancak emp tedavisi, LPS ile dnceden tedavi
edilmis hiicrelerde, sadece LPS ile tedavi edilen hiicrelere
kiyasla cogalmayi da inhibe etti (Sekil 3A, B).

Yara iyilesme testleri bu bulgulari daha da destekleyerek,
emp'nin hem SCCL-MT1 (p=0,024) hem de UPSI-SCC131
hiicrelerinde (p<0,0001) hiicre g6clini azalttigini gosterdi
(Sekil 3C, D). Buna karsilik, LPS gocl artirarak hiicre hareketini
hizlandirdr (Sekil 3C, D). Ozellikle, Emp, LPS ile nceden tedavi
edilmis hiicrelerde de yara iyilesmesini azaltti (SCCL-MT1:
p=0,0021; UPSI-SCC131: p=0,0004) (Sekil 3C, D). Bu bulgular,
emp aracih SLC2A3 ve NLRP3'lin baskilanmasinin  OSCC
hiicrelerinin biiylime hizini ve invaziv potansiyelini azalttigini
ve agresif kanser hiicresi davranisinda bir azalmaya yol actigini
gostermektedir.
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Sekil 3. Emp'nin OSCC hiicre hareketliligi lizerindeki etkisi.
(A) SCCL-MT1 hiicrelerinin ve (B) UPSI-SCC131 hiicrelerinin
gercek zamanli proliferasyonu. (C) SCCL-MT1 hiicrelerinde
ve (D) UPSI-SCC131 hiicrelerinde ¢izik yaralarin iyilesmesi.
Unt ve Emp ve Unt ve LPS gruplari arasinda karsilastirmalar
yapiimistir. Ayrica, enflamatuvar kosullar altinda emp'nin
etkisini degerlendirmekicinemp+LPSile LPS karsilastiriimistir.
Yalnizca istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gosterilmistir.
'p<0,05, "p<0,01, “p<0,001, "p<0,0001

Unt:  Tedavi uygulanmamis, LPS: Lipopolisakkarit; emp:
Empagliflozin, OSCC: Oral squamdéz hiicreli karsinom
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Bu calisma, SCCL-MT1 ve UPSI-SCC131, OSCC hiicre hatlarinda
NLRP3 enflammasom aktivasyonunda emp'nin roliini
arastirmaktadir. Bukkal mukozadan tiretilen SCCL-MT1, giicli
immiinomoddlator aktiviteye sahip invaziv ve rekiirren bir OSCC
modelidir.2* Onceki calismalar, SCCL-MT1'in IL-1p salgilanmasi
yoluyla miyeloid kaynakl baskilayici hiicreleri uyararak timor
mikrogevresinde immiinosupresyonu tesvik ettigini ve bunun
da efektor T-hiicrelerinin baskilanmasina ve dizenleyici
T-hiicrelerinin artisina yol actigini gostermistir??%. Benzer
sekilde, tiitiin ve alkol kullanim dykiist olan bir hastadan elde
edilen UPSI-SCC131, radyoterapiye direnclidir®>?¢. Bu direnc,
IL-1B salgilanmasinin artmasiyla iliskilendirilmistir?’. invazivlik,
immiinomoddilator aktivite ve tedavi direnci gibi klinik olarak
onemli 6zellikleri nedeniyle, bu calismada SCCL-MT1 ve UPSI-
SCC131 hicre hatlari kullanilarak emp'nin OSCC Uzerindeki
etkileri arastinimistir.

Empagliflozin Aracih SLC2A3 ve NLRP3 Arasindaki
Mekanik Baglanti

IL-1B'nin  in vitro Uretimi ve salgilanmasi, NLRP3
enflammasomunun iki asamali aktivasyonunu gerektirir.
Hazirlik asamasinda, LPS gibi patojenle iliskili uyaricilar Toll-
like reseptorleri aktive eder, bu da NF-kB sinyal iletimine ve
NLRP3 transkripsiyonunun artmasina yol acar. Aktivasyon
asamasinda, ATP P2X7 reseptdrlnii uyararak potasyum cikisini
indlikler ve NLRP3 enflammasomunun birlesmesini tesvik eder.
Bu sureg, pro-kaspaz-1 aktivasyonu ve IL-1p salgilanmasiyla
sonuclanir’®3°, Bu nedenle, SCCL-MT1 ve UPSI-SCC131
hiicrelerini LPS ile uyararak ve ardindan ATP'ye maruz birakarak
IL-1p salgilanmasini analiz ederek emp'nin NLRP3 aktivasyonu
tzerindeki etkisini degerlendirdik.

Bu mekanik bilgilerden yola c¢ikarak, bulgularimiz, glikoz
tasiniminin farmakolojik inhibitérii olan Emp?' ile tedavinin,
SLC2A3 (GLUT3) mRNA ekspresyonunu asagi regiile ettigini ve
bu da OSCC hiicrelerinde glikoz aliminin azaldigini gosterdi®'.
Emp ayrica NLRP3 ekspresyonunu baskilar ve enflammasom
aktivasyonunu inhibe ederek IL-1f salgilanmasinin azalmasina
yol acar. Bu bulgular, kanser hiicrelerinde glikoz metabolizmasi
ve enflamasyonun diizenlenmesinde SLC2A3 ve NLRP3 arasinda
fonksiyonel bir baglanti oldugunu disilindiirmektedir.

Son zamanlarda yapilan bir ¢calisma, SLC2A3 ekspresyonunun
artmasi ile epitelyal-mezenkimal gecis ve NF-xB sinyal
yolaklarinin aktivasyonu arasinda bir iliski oldugunu ve bunun
bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinom hastalarinda koti
prognoza katkida bulundugunu ortaya koymustur®. NF-kB,
priming fazinda NLRP3 ve pro-IL-1p transkripsiyonunu yukari
regiile ederek enflammasom aktivasyonunun baslatiimasinda
onemli bir rol oynar®. Calismamizda, patojenle iliskili molekiiler
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paternleri modellemek icin LPS kullanildi. Onemli olarak, LPS
stimiilasyonu olmasa bile, Emp, IL-1B sekresyonu ile birlikte
SLC2A3 ve NLRP3 ekspresyonunu baskiladi. Bu bulgular,
SLC2A3 aracili glikoz aliminin tek basina enflammasom
aktivasyonuna katkida bulunabilecedini dusiindiirmektedir.
Nitekim, onceki calismalar, glikoz tasinmasinin artmasinin,
NLRP3 aktivasyonunun en belirgin oldugu hiicre tipi olan
makrofajlarda® enflamatuvar sinyallesmeyi tetikledigini
gostermistir.

Bu baglantiy1 daha fazla arastirmak icin, bir gen-gen etkilesimi
analizi yaptik ve bu analiz, glikolizi diizenleyen enzim
6-fosfofrukto-2-kinaz/frukto-2, 6-bisfosfataz 3 (PFKFB3)
aracihgiyla SLC2A3 ve NLRP3 arasinda potansiyel bir mekanik
baglanti oldugunu gosterdi. Kanser hiicreleri, glikoz alimini
artirmak icin SLC2A3 gibi GLUT asiri eksprese eder, bu da hiicre
ici fruktoz-2,6-bisfosfat (F2,6BP) seviyelerini yiikseltir. Bu
metabolit, glikolizde hizsinirlayici enzim olan fosfofruktokinaz-
1'i allosterik olarak aktive eder. PFKFB3, F2,6BP sentezini
tesvik ederek, glikolitik akisi hizlandirarak ve laktat Gretimini
artirarak bu etkiyi glclendirir. Laktat, mitokondriyal oksidatif
metabolizmay! atlayarak hiicreden disari atilir ve aerobik
glikolize bagimlihgr artinr. Bu degisim, hizh cogalmayi
destekler ve hipoksik tlimor mikrogevresini besler®. Ortaya
cikan kanitlar, PFKFB3'lin sadece glikolitik akisi tesvik etmekle
kalmayip, ayni zamanda NLRP3 enflammasom aktivasyonuna
da katkida bulundugunu  gdstermektedir. PFKFB3'lin
baskilanmasinin glikolizi azaltti§i*® ve makrofajlarda NLRP3'lin
PFKFB3 aracihigiyla glikolizi diizenleyebildigi®” gosterilmistir.
Ayrica, PFKFB3'lin indikledigi hipoksinin NLRP3 aktivasyonunu
tetikledigi, PFKFB3'lin asagi regiilasyonunun ise ateroskleroz
modelinde kaspaz-1 ve IL-1f dahil olmak tizere NLRP3»iin asagi
akis hedeflerini azalttigi bildiriimistir®®. Ozellikle, LPS'nin yiiksek
glikozla iliskili hipoksinin indiikledigi ROS Ulretimini arttirarak
NLRP3 aktivasyonunu siddetlendirdigi gosterilmistir®.

Bu bulgular, SLC2A3-PFKFB3-NLRP3 ekseninin OSCC'de
glikoz metabolizmasindaki degisiklikler ile enflamasyon
arasinda potansiyel bir mekanik baglanti olabilecegi

hipotezini desteklemektedir (Sekil 4). Her ne kadar bilgisayar
simiilasyonlarina dayali olsa da, bu yolak, SLC2A3'li baskilayarak
emp'nin, muhtemelen PFKFB3'l modiile ederek NLRP3
enflammasom aktivasyonunu zayiflatabilecegini ve boylece
agiz kanserinde hem metabolik hem de ant-enflamatuvar
etkiler gosterebilecegdini diisiindiirmektedir.

0SCC Uzerinde Emp’nin Terapotik Etkileri

NLRP3 enflammasomunun kanserdeki rolii tartismalidir. Bazi
calismalar NLRP3'lin asir ekspresyonunu tlimoriin agresifligi
ve kot prognozla iliskilendirirken, digerleri inhibisyonunun
minimal etkileri oldugunu bildirmistir®®. Glibenklamid ve

£

[Fagep | PEO83 | prcy |
|

Glycolytic flux T

Hiicreden disari aktarim

Laktat 1 l

Aerobik glikoliz

LPS NFKB | NLRP3 «————————  Hipoksi

i
Pro-Caspase-1 to Caspase-1

Pro-IL-1B to IL-13  —— |0SCC proliferasyonu

Sekil 4. 0SCC'de Varsayimsal SLC2A3-PFKFB3-NLRP3
ekseni ve emp'nin Etkisi sematik gosterimi. Emp, SLC2A3'l
asagi reglle ederek glikoz alimini baskilar, bu da PFKFB3
aktivitesinin azalmasina ve ardindan NLRP3 enflammasom
aktivasyonunun azalmasina yol acabilir. Onerilen bu
yol, 0OSCC'de glikoz metabolizmasindaki degisiklikleri
enflamasyonla iliskilendirir

LPS: Lipopolisakkarit; emp: Empagliflozin, OSCC: Oral squaméz
hticreli karsinom, SLC2A3: Tasiyici ¢oziicii tasiyici ailesi 2 iyesi 3

VX765, iki NLRP3 inhibitdri kullanarak yaptigimiz dnceki
calismamizda, OSCC hiicre proliferasyonunda sadece miitevazi
bir azalma gorllmistir?>*'. Buna karsin, emp daha belirgin
bir anti-kanser etkisi sergilemis, OSCC hiicre proliferasyonunu
onemli olclide azaltmis ve yara iyilesmesini bozmustur, bu
da cift metabolik ve enflamatuvar modiilasyon yoluyla daha
biiylk bir terapotik potansiyel oldugunu distindiirmektedir.

Ozellikle, SLC2A3'tin TGF-B sinyal yoluyla OSCC ilerlemesini
tesvik ettigi bilinmektedir*. Ayrica, TGF-f3 sinyal yolunun IL-1
kaynakl otokrin mekanizma yoluyla kronik enflamasyonda rol
oynadigi diistiniilmektedir®®. Bu calismada test edilmemis olsa
da, emp'nin TGF-f sinyal iletimini inhibe ettigi bildirilmistir** ve
bu, OSCC tizerindeki etkilerinin potansiyel bir ek mekanizmasini
dustindiirmektedir ve daha fazla arastirma gerektirmektedir.
SLC2A3 aracili glikoz tasinimi ve TGF-B-IL-1f sinyal iletim
yolaklarinin yakinsamasi, OSCC'de yeni bir terapdtik hedef
eksenini temsil edebilir.

Toplamda, bu veriler glikoz tasinmasinin OSCC'nin agresifligine
katkida bulundugu ve emp tarafindan inhibisyonunun bu
fenotipi baskilayabilecedi hipotezini desteklemektedir. LPS ile
indliklenen enflamatuvar kosullar altinda, proliferasyon ve
goc oranlari artmis, ancak emp tarafindan etkili bir sekilde
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azaltilmistir. Bu bulgular, emp’nin sadece bir antidiyabetik ajan
olarak degil, ayni zamanda OSCC'de metabolik-enflamatuvar
etkilesimi hedefleyen yeniden amaclanmis bir terapotik aday
olarak potansiyelini vurgulamaktadir.

Emp ve Geleneksel NLRP3 Inhibitdrlerinin Karsilastinimasi

Mekanik  olarak, Glibenklamid, NLRP3  monomerinin
birlesmesini engelleyerek enflammasom olusumunu 6nlerken,
VX765, IL-18 olgunlasmasi icin gerekli olan kaspaz-1
aktivasyonunu inhibe eder?*#. Emp, enflammasom
kompleksini dogrudan hedef almamasina ragmen, bulgular,
glikozun kullanilabilirligini sinirlayarak 6nemli bir yukari akis
uyaricisi olan NLRP3 ekspresyonunu azalttigini gostermektedir.
Bu nedenle, Emp, NLRP3 yolunda daha erken etki gosterebilir
ve SLC2A3 ile iliskili sinyal iletimi yoluyla ek etkiler gosterebilir.

Genel olarak, bu calisma, glikoz alimmin metabolik
diizenlemesinin  OSCC hiicreleri ile iligkili enflamasyonun
ilerlemesinde kritik bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.
Ozellikle, SLC2A3 ve NLRP3 arasindaki dolayh etkilesim, bu
enflamatuvar yanitin sekillenmesine katkida bulunabilir. Bu
baglamda, emp gibi glikoz tasima inhibitorleri ile tedaviden
sonra gozlenen proliferasyon ve goclin  baskilanmasi,
muhtemelen NLRP3 ekspresyonunun asagi regiilasyonundan
kaynaklanmaktadir. Bu azalma, enflamasyona karisan NLRP3
ile iliskili sinyal yolaklarini sinirlayarak, timdér olusumunu
destekleyen sitokinlerin salgilanmasini azaltabilir.

Nitekim, hem bazal hem de LPS ile indiiklenen enflamatuvar
kosullar  altinda  emp'nin  etkileri, glikoz  alimmin
inhibisyonunun,  kanser  hicrelerinde  proenflamatuvar
sinyallesmeyi azaltma ve otokrin sitokin dongiilerini bozma
potansiyelini vurgulamaktadir.

Calisma Kisithhklar

Bu calisma, iki ticari hlcre hatti kullanilarak gergeklestirilen
bir in vitro arastirmadir. OSCC enflamasyonunda, tiimor
mikrocevresindeki kanserli olmayan hiicrelerin enflamatuvar
aktiviteleri ve kanser hiicreleriyle etkilesimleri rol oynar. Ancak,
bu calismadaki deney diizenegi, yalnizca kanser hucrelerini
iceren homojen bir sistemden olusmaktadir, bu da tlimor
mikrogevresinin etkisini diglamaktadir. Bu, calismamizin bir
sinirlihgidir.

Ayrica, calismada on sitotoksisite ve etkinlik verilerine gore
secilen tek biremp konsantrasyonu kullaniimistir. Etkili olmasina
ragmen, tek bir dozun kullanilmasi, doz-yanit yorumunu
kisitlar ve olasi konsantrasyona bagli etkileri veya terapotik
pencereleri hesaba katmaz. Birden fazla konsantrasyon ve
zaman noktasi kullanilarak yapilan ek deneyler, OSCC'de
emp'nin farmakodinamik anlayisini gelistirecektir.
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Bir diger onemli sinirlama, in vivo dogrulamanin olmamasidir.
Hayvan modeli verileri olmadan, emp'nin sistemik etkilerini,
farmakokinetigini veya canh bir organizma icindeki potansiyel
etkilesimlerini tahmin etmek zordur.

Ayrica, bu calisma hasta temelli bir calisma olmadigi i¢in, odak
noktasi yalnizca emp'nin kanser hicresi biyolojisi tizerindeki
etkileridir ve hasta heterojenligi, etiyolojik farkliliklar ve
epigenetik cesitlilikten kaynaklanan potansiyel varyasyonlar
dikkate alinmamistir. Bu faktorler, bulgularimizin  klinik
genellestirilebilirligini ve translasyonel uygulanabilirligini
sinirlayabilir.

SONUG

Sonuc olarak, bulgularimiz SGLT2 inhibitdri olan emp'nin
SLC2A3 ve NLRP3 ekspresyonunu baskilayarak OSCC hiicre
proliferasyonunu ve goclinli azalttigini  gostermektedir.
Glukoz metabolizmasini bozarak ve NLRP3 inhibisyonu yoluyla
kronik enflamasyonu hafifleterek ikili etkisi, OSCC'nin agresif
fenotipini zayiflatabilir. Bu bulgular, emp'nin OSCC icin bir
terapotik ajan olarak potansiyelini vurgulamaktadir, ancak
klinik etkinligini dogrulamak icin daha fazla calisma gereklidir.

Etik

Etik Kurul Onayi: Calisma insan veya hayvan denekleri
icermediginden etik onay gerekmemektedir. ilgili ifade
makaleye de eklenmistir. Bu calisma, ticari olarak temin
edilebilen iki hiicre hatti kullanmlarak gerceklestirilen bir in
vitro calismadir.

Hasta onami: Hastalardan veya deney hayvanlarindan elde
edilmis herhangi bir biyolojik materyal kullaniimamis, ayrica
hicbir hastaya ait klinik veya kisisel veri calismaya dahil
edilmemistir.

Dipnot

Yazarlik Katkilan

Finansal Destek: Bu calisma icin herhangi bir finansal destek
alinmamistir.
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