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ÖZET 

NİTRİK OKSİDİN PREADİPOSİTLERDE (3T3-L1) PROLİFERASYON, DİFERENSİYASYON VE 

AKTİN HÜCRE İSKELETİ ORGANİZASYONU ÜZERİNE ETKİLERİ: RHO/RHO-KİNAZ 

YOLAĞININ OLASI ROLÜ 

Ahmet Sencer Yurtsever tarafından yapılan bu tezde 3T3-L1 preadipositlerinin 
diferensiyasyonu, proliferasyonu ve aktin hücre iskeleti organizasyonu üzerine nitrik oksidin 
(NO) sentez/salıverilmesini artıran ajanların ve NO donörlerinin etkisi araştırıldı. Buna ek olarak 
bu olası etkinin yine preadipositlerin diferensiyasyonunda önemli bir sinyal ileti mekanizması 
olduğu görünen Rho/Rho-kinaz yolağı ile olası ilişkisi incelendi. 

Çalışmamızda bu amaçla, NO donörleri olarak DETA-NO [2,2′-
(Hidroxinitrozohidrazono)bis-etanimin] ve sodyum nitrit (NaNO2)kullanıldı. Buna ek olarak NO 
sentez ve salıverilmesini artıran lipopolisakkarid ile Rho-kinaz aktivatörü lizofosfatidik asit 
(LPA) ve trombin’in ve ayrıca Nitrik oksit sentaz (NOS) enzim inhibitörü L-NAME’nin (NG-nitro-
L-arginin metil ester) ve Rho-kinaz enzim inhibitörleri Y-27632 ve H-1152’nin preadipositlerin 
(3T3-L1 hücrelerinin) proliferasyon, diferensiyasyon ve hücre iskeleti aktininin organizasyonu 
üzerine olan etkilerini araştırdık. Bu amaçla post-konfluent preadipositlere diferensiyasyon 
protokolünün çeşitli günlerinde (0-2, 2-4, 4-8, 0-8. günler) NO donörleri ve NOS indükleyicileri 
DETA-NO (10-7-10-5 M), NaNO2 (10-7-10-3 M), LPS (10, 100 ng/ml), RhoA aktivatörleri LPA (10-7-
10-5 M), Trombin (1-5 U/ml), Rho-kinaz inhibitörleri Y-27632 (10-5 M), H-1152 (10-7-10-6 M) 
uygulandı. Oil red O boyaması yapılarak 3T3-L1 hücrelerinin diferensiyasyonu değerlendirildi. 
Adiposit proliferasyonunu değerlendirmek için MTT testi, Rho-kinaz enzim ekspresyon ve 
aktivitesini değerlendirmek için Western blot yöntemi kullanıldı. Griess metodu ile nitrit/nitrat 
tayini yapıldı ve RhoA aktivitesini ölçmek için G-LISA yöntemleri kullanıldı. Aktin hücre 
iskeletindeki değişimler ise floresan boyama yöntemi ile değerlendirildi. 

NO donörleri DETA-NO ve NaNO2’in, preadiposit diferasyonu üzerine, uygulandıkları 
zaman aralıklarında, (0-2, 0-4, 4-8. günlerde) herhangi bir etkisi olmadı. Bununla birlikte iNOS 
sentezini artırdığı bilinen bakteriyel lipopolisakkarid (LPS), 0-2. Gün dışındaki diğer zaman 
aralıklarında diferensiyasyonu baskıladı. NOS inhibitörü L-NAME, diferensiyasyonu baskılamakla 
birlikte LPS ile kombine olarak uygulandığında LPS’nin oluşturduğu supresyonu önlemedi. Rho-
kinaz (ROCK) enzim inhibitörü Y-27632, [(R)-(+)-trans-4-(1-Aminoetil)-N-(4-
Piridil)siklohekzankarboksamid dihidroklorid] diferensiyasyonu stimüle etti. Rho/ROCK 
yolağının aktivasyonuna yol açtığı bilinen trombin, 3T3-L1 hücre diferensiyasyonunu suprese 
etti. Trombin, buna ek olarak Y-27632’nin oluşturduğu diferensiyasyon artışını önledi. 
Çalışmamızda kullanılan ajanların proliferasyon üzerine etkilerine gelince, Y-27632, 3T3-L1 
hücrelerinde proliferasyonu baskıladı. Y-27632’nin LPA ile kombine olarak uygulanması bu etkiyi 
değiştirmedi. 2x10-4 M L-NAME, tek başına proliferasyon üzerine belirgin bir etki 
oluşturmamakla beraber 0-8 gün boyunca uygulandığında proliferasyonu azalttı. LPS ile L-NAME 
kombinasyonunun proliferasyon üzerine anlamlı bir etkisi olmadı. L-NAME, daha yüksek 
konsantrasyonda (5x10-4 M), uygulandığında genellikle proliferasyonu baskıladı ancak 10 ve 100 
ng/ml LPS ile kombine edilmesi, proliferasyon üzerine belirgin bir etki göstermedi. Öte yandan, 
trombin 1-5 U/ml konsantrasyonda, uygulandığında preadiposit proliferasyonunu değiştirmedi. 
Ancak 0-8. Gün aralığında aynı dozda trombin uygulanması, proliferasyonu stimüle etti. Y-27632, 
trombin tarafından oluşturulan proliferasyon artışını önledi. 

Sonuç olarak 3T3-L1 hücrelerinin gerek proliferasyonunda ve gerekse 
diferansiyasyonunda nitrik oksit ve Rho/Rho-kinaz yolağının farklı zamanlarında (0-2-4-8. 
günlerde) farklı etkiler oluşturmaktadır. 

Öte yandan, NO donör ve sentez/salıverilme artışı yapan ajanlar ile Rho/ROCK yolağını 
etkileyen ajanların RhoA ve ROCK aktivasyonu (LIM kinaz fosforilasyonu üzerinden) ile ROCK ve 
iNOS ekspresyonları üzerine olan etkileri değerlendirildiğinde, LPS (10 ve 100 ng/ml), ROCK-2 
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enziminin ekspresyonunu artırdı. NOS inhibitörü L-NAME’nin ön uygulaması bu artışı ortadan 
kaldırmadı. Çalışmamızda ortaya çıkan ilginç bir nokta L-NAME’in tek başına uygulamasının 
ROCK ekspresyonunda up-regülasyon oluşturmasıydı. Öte yandan, NO donörü DETA-NO (10-7-
10-5 M) ROCK-2 ekspresyonları üzerine anlamlı etki göstermedi. LPS, her iki (10, 100 ng/ml) 
konsantrasyonda da3T3-L1 hücrelerinde iNOS ekspresyonunu artırdı ve buna ek olarak 
uygulandıktan sonra 30. dakikada ROCK aktivitesinin bir göstergesi olan LIM kinaz 
fosforilasyonunda da bir artış oluşturdu. Ancak L-NAME (2x10-4 M) ön uygulaması sonrası LPS 
uygulandığında, LIM kinaz fosforilasyonunda artış oluşmadı. L-NAME tek başına uygulandığında 
LIM kinaz fosforilasyonu üzerine etki göstermedi. İlginç olarak NaNO2, 10-7 M konsantrasyonda 
uygulandığında LIM kinaz fosforilasyonunu arttırdı. 

Başka bir deney serisinde ise nitrit/nitrat ölçümleri yapıldı. LPS uygulandığı her iki 
konsantrasyonda da nitrit/nitrat düzeylerinde anlamlı bir değişiklik oluşturmadı. L-NAME ile 
LPS’nin kombine uygulaması da nitrit/nitrat düzeylerinde bir değişiklik oluşturmadı. LPA (10-7-
10-5 M) uygulaması nitrit/nitrat düzeyleri üzerine etki göstermedi. Buna karşın ROCK inhibitörü 
Y-27632 (10-5 M), 3T3-L1 nitrit/nitrat düzeylerinde anlamlı artışlar oluşturdu. 

Elde edilen bulgular, inflamatuar bir ajan olan LPS’nin iNOS indüksiyonu yaptığını ve 
bunun yanı sıra ROCK-2 enzim ekspresyonunda up-regülasyon oluşturduğunu ve LPS’nin bu 
etkisine NO’in aracılık etmediğini göstermektedir; çünkü, LPS ile oluşturulan ROCK-2 up-
regülasyonu L-NAME tarafından önlenmedi. Bunun dışında, DETA-NO, ROCK-2 ekspresyonunda 
belirgin bir değişiklik oluşturmadı. Sonuç olarak, LPS, ROCK-2 up-regülasyonuna yol açmaktadır 
ve bu etki olasılıkla NO dışında başka inflamatuar mediyatör(ler) aracılığı ile olmaktadır. 

Trombin ve Lizofosfatidik asit ve 3T3-L1 hücrelerinde RhoA translokasyonunu anlamlı 
olarak artırdı. Trombin ile indüklenen RhoA aktivasyonunun göstergesi olan RhoA 
translokasyonu Clostridum botulinum ekzoenzimi C-3 tarafından kısmen bloke edildi. İlginç 
olarak NO donörleri DETA-NO ve NaNO2, RhoA aktivasyonu üzerine herhangi bir etki 
oluşturmazken NO sentaz inhibitörü L-NAME RhoA translokasyonunda anlamlı artışlar 
oluşturdu. 

NO donör ve sentez/salıvericilerinin Aktin hücre iskeleti reorganizasyonu üzerine 
etkilerine gelince, NO donörleri, DETA-NO, NaNO2 ile RhoA aktivatörü LPA, hücre iskeleti 
aktininde belirgin bir şekil değişikliği oluşturmadı. Ancak NOS inhibitörü L-NAME, 
preadipositlerin aktininde hücre iskeletinde bir toplanma ve membran şekil değişikliği 
oluşturmuştur. Rho-kinaz enzim inhibitörü Y-27632 uygulaması ise 3T3-L1 hücrelerinde belirgin 
uzamalar ve şekil değişiklikleri oluşturdu. Öte yandan 0-2. gün zaman aralığında DETA-NO ve 
NaNO2 uygulaması hücre iskeletinde bir değişiklik oluşturmazken LPA aktin hücre iskeletinde 
toplanmalar ve hücre şekil değişikliği meydana getirdi. DETA-NO ve NaNO2, 0-4. ve 0-8 gün zaman 
aralığında uygulandığında aktin hücre iskeletinde belirginleşmeler, hücre sınırlarına çekilmeler, 
stres lifleri ve hücre hacminde artışlar oluşturdu. NOS inhibitörü L-NAME, 0-2, 0-4. ve 0-8. 
günlerde aktin hücre iskeletiüzerine etki göstermedi. ROCK inhibitörü Y-27632, 0-8. gün zaman 
aralığında uygulandığında lipid damlacıkların oluşumunu artırdı, bu da Y-27632’nin lipogenezi 
stimüle ettiğini gösterebilir. 

Sonuç olarak, 3T3-L1 preadipositlerin hücre iskeleti aktininin morfolojisi üzerine NO ve 
RhoA/Rho-kinaz yolaklarının etkiler oluşturduğu açık olarak görülmektedir. Ancak uygulamanın 
preadiposit diferensiyasyonun hangi günlerinde yapıldığına bağlı olarak bu etkiler 
değişebilmektedir. Bunun yanı sıra, birçok hücre tipinde de RhoA aktivasyonu oluşturan trombin 
ve LPA, 3T3-L1 preadipositlerde de RhoA translokasyonuna (aktivasyonuna) neden oldu. 

 
Anahtar Kelimeler: Adiposit, Aktin hücre iskeleti, Diferensiyasyon, H-1152, LPA, LPS, Nitrik 
oksit, Proliferasyon, Rho-kinaz, Trombin, Y-27632. 
 
Danışman: Prof. Dr. Kansu BÜYÜKAFŞAR, Mersin Üniversitesi, Tıbbi farmakoloji Anabilim Dalı, 

Mersin. 
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ABSTRACT 

 
EFFECTS OF NITRIC OXIDE ON PREADIPOCYTE (3T3-L1) PROLIFERATION, 

DIFFERENTIATION, AND REORGANIZATION OF ACTIN CYTOSKELETON: POSSIBLE ROLE 

OF RHO/RHO-KINASE SIGNALLING 

 

In this thesis dissertation which performed by Ahmet Sencer Yurtsever, it is aimed to 
investigate possible effects of nitric oxide (NO) donors and the compounds inducing NO 
synthesis/release on the proliferation, differentiation and reorganization of actin cytoskeleton. 
Furthermore, we sought any relationship between NO signalling and Rho/Rho-kinase pathway 
that seems to be essential for pre/adipocytes metabolism. 

In this purpose, NO donors and NO generators, DETA-NO (10-7-10-5 M), NaNO2 (10-7-10-3 
M), bacterial lipopolysaccharide (LPS, 10, 100 ng/ml), RhoA activators including 
lysophosphatidic acid (LPA, 10-7-10-5 M) and thrombine (1-5 U/ml) as well as Rho-kinase 
inhibitors, Y-27632 (10-5 M), and H-1152 (10-7-10-6 M) were treated on 3T3-L1 cells at different 
time points of differentiation (0-2, 2-4, 4-8, 0-8. days). In order to assess pre/adipocyte 
proliferation, MTT cell analysis and for differentiation, Oil Red O staining were performed. To 
evaluate Rho-kinase activity and expression, Western blotting was used. Moreover, the detection 
of nitrite/nitrate levels and RhoA activity, Griess and G-LISA methods were respectively used. 
Finally, specific fluorescent staining was employed for the assessment of actin cytoskeleton 
reorganization. 

NO donors, DETA-NO and NaNO2, had no effects on preadipocyte differentiation at 
different day points tested (0-2nd, 0-4th, 4-8 th days). The bacterial lipopolysaccharide known to 
induce INOS supressed the differentiation in general. The NOS inhibitor, L-NAME supressed the 
differantiation; while, it did not prevent the suppresive effect of LPS. The Rho-kinase (ROCK) 
enzyme inhibitor, Y-27632, facilitated the differentiation. Thrombin, which has been reported to 
activate Rho/ROCK signalling decreased the differentiation. Moreover, it prevented the increase 
of the differentiation by the ROCK inhibitor, Y-27632. As to the effects of these agents over the 
preadipocyte proliferation, Y-27632 decreased the rate of proliferation of 3T3-L1 cells. The 
combination of Y-27632 with LPA did not differentiate this effect. 2x10-4 M L-NAME, had no 
effects of the proliferation at all time points except 0-8th day-application in which it suppressed 
the 3T3-L1 cell growth. The combination of LPS with L-NAME had no substantial changes on the 
proliferation. The higher concentration of L-NAME (5x10-4 M) generally suppressed the growth 
but its combination with LPS had no effects. Another compound tested, thrombin also did not 
alter the growth rate at all time points except 0-8th day-application in which it boosted the 
proliferation, which was attenuated by the ROCK inhibitor, Y-27632. 

In conclusion, nitric oxide and Rho/ROCK signalling seem to have differential effects on 
3T3-L1 cell growth and differentiation at different application points (0-2nd, 0-4th, 4-8 th days) 

With regard to the effects of NO donors and generators as well as the agents that 
manipulate Rho/ROCK pathway on RhoA activation, ROCK expression and the reorganization of 
actin cytoskeleton, LPS (10, 100 ng/ml) upregulated ROCK-2 protein, which was not prevented 
by L-NAME pre-treatment. Interestingly, L-NAME alone did upregulate ROCK-2 too. NO donors, 
DETA-NO (10-7-10-5 M) did not significantly change the expression. In addition to ROCK-2, LPS 
also induced iNOS expression not to mention LIM kinase, which shows ROCK activation. However, 
under the condition in which L-NAME (2x10-4 M) was pre-treated to 3T3-L1 cell, LPS did not up-
regulate LIM kinase as LPS alone did. L-NAME did not modify the phosphorylation of LIM kinase. 
Interestingly, NaNO2 (10-7 M) also increased LIM kinase phosphorylation. 

In another sets of experiments, nitrite/nitrate level was detected as an index of NO 
production. LPS, in contrast to the iNOS induction, failed to elevate the nitrite/nitrate level. The 
combination of L-NAME with LPS did not also induce any changes. LPA (10-7-10-5 M) also did not 
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regulate these NO metabolites. However, the ROCK inhibitor, Y-27632 (10-5 M) dramatically 
elevated nitrite/nitrate level in the medium culturing 3T3-L1 cells. 

Taken together, as an inflammatory agent, LPS up-regulated ROCK as well as iNOS. 
However the induction of iNOS by LPS was not modified in the presence of L-NAME, implying that 
NO may not be involved. Furthermore an NO donor, DETA-NO did not altered ROCK-2 expression. 
Overall, some inflammatory agents other than NO might take roles in the up-regulation of ROCK-
2. 

As to the effects of NO-donors, DETA-NO and NaNO2, on preadipocyte cell shape changes 
and actin re-organization, either these NO donors or the RhoA activator, LPA induced no 
substantial changes in cytoskeleton actin re-organization and cell shape changes. In contrast, a 
NOS inhibitor, L-NAME (applied between 0-2 days) evoked the assembly of actin fibers and cell 
shape changes.  The ROCK inhibitor, Y-27632 produced elongation of preadipocytes and cell 
shape changes in 3T3-L1 cells. On the other hand, DETA-NO and NaNO2, applied between day 0-
2 induced no cell shape changes. LPA elicited an assembly of actin fiber together and cell shape 
changes. However, both DETA-NO and NaNO2 applied for 4 and 8 days, caused a dense collection 
of actin fiber at the borders of cells, formation of stress fibers and an increase of cell volume. L-
NAME, aplied on 0-2, 0-4. and 0-8. days had no effects on cell cytoskeleton.  The ROCK inhibitor, 
Y-27632 applied between 0-8 days, facilitated lipogenesis, so increase the appearence of lipid 
droplet in cells. 

In conclusion, it seems that nitric oxide as well as Rho/ROCK signaling cascade may have 
a role on preadipocyte proliferation, differentiation and cell cytoskeleton. However, it differs 
based on the stage of preadipocyte differentiation. Moreover, known activator of RhoA in 
different kind of cell types, LPA and thrombin also induced a substantial increase in RhoA 
activation in preadipocytes. 
 
Keywords: Adipocyte, Actin cytoskeleton, Differentiation, H-1152, LPA, LPS, Nitric oxide, 
Proliferation, Rho-kinase, Thrombin, Y-27632. 
 
Advisor: Prof. Kansu BÜYÜKAFŞAR, Department of Medical Pharmacology, University of 

Mersin, Mersin. 
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GİRİŞ 

 

Obezite organizmanın gıdalar yolu ile aldığı enerjinin, harcadığı enerjiden fazla olması 

sonucu gelişen ve vücut yağ kitlesinin, yağsız vücut kitlesine oranla artması ile karakterize kronik 

bir hastalıktır [1]. Etyolojisinde birçok faktör rol oynamaktadır. Obeziteye yol açan etkenlerin ve 

obezitenin gelişiminin nasıl önleneceğinin tam olarak anlaşılamaması önemli bir sorun olarak 

görünmektedir [2]. Dünya genelinde obezite ve eşlik eden metabolik sendrom (bozulmuş glikoz 

toleransı ve insülin direnci ile birlikte hipertansiyon, diyabet, hiperlipidemi, santral obezite ve 

mikroalbüminüriden en az ikisinin eşlik etmesi) prevalansında artış gözleniyor olmasından ötürü 

son zamanlarda bir metabolik ve endokrin organ olan yağ dokusuna olan ilgiyi belirgin şekilde 

arttırmaktadır [3]. 

Bağ dokusunun özelleşmiş bir tipi olan yağ dokusu yakın zamana kadar genellikle içerdiği 

yağ asitlerinin organizma tarafından gerektiğinde enerji amacıyla kullanılmak üzere depolandığı 

bir doku olarak bilinmekteydi. Ancak yağ doku kökenli adipokinlerin ve diğer mediyatörlerin 

varlığının gösterilmesiyle birlikte yağ dokusu artık sadece bir enerji deposu değil, aynı zamanda 

aktif endokrin organ alarak kabul edilmektedir [4, 5]. Vücudun kullanacağından fazla enerjinin 

yağ hücresinde depolanması ve salgılanması glukokortikoidler, insülin ve katekolaminler gibi 

hormonal sinyallerle kontrol edilmektedir. Yağ hücresinden salgılandığı bildirilen ve adipokin 

olarak adlandırılan çok sayıda madde (leptin, rezistin, TNF-α, adiponektin ve IL-6 vs.) 

bulunmakta [6, 7] ve yapılan araştırmalar sonucunda bu maddelerin sayısı giderek artmaktadır. 

Obezite temel olarak beyaz yağ dokunun yağ kitlesinde artış ile karakterizedir [8]. 

Günümüzde DSÖ (Dünya Sağlık Örgütü) tarafından yapılan obezite tanımına göre dünyada 1,7 

milyar insan fazla kilolu (vücut kitle indeksi> 25 kg/m2) ve bunların 400 milyonu obezdir (Vücut 

kitle indeksi> 30 kg/m2) [9, 10]. Ateroskleroz, insülin direnci, dislipidemi, Tip-2 diyabet, gut, 

hipoventilasyon, hipertansiyon, safra kesesi hastalığı, uyku apnesi ve osteoartrit gibi birçok 

patolojik bozukluğun obezite ile ilişkili olduğu ortaya konulmuştur [9, 11, 12]. Bunun yanı sıra 

obezitenin böbrek, endometrium, göğüs, kolon, özofagus ve pankreas kanseri, lösemi, multipl 

myelom ve non-Hodgkin lenfoma gibi birçok kanser tipinin insidansında artışa yol açtığı 

gösterilmiştir [13]. Obezite ölüm riskini arttırmakta ve beklenen yaşam süresini kısaltmaktadır 

[14, 15]. 

Memelilerde beyaz ve kahverengi olmak üzere iki ayrı tipte yağ doku bulunmaktadır. 

Beyaz yağ doku temel olarak enerji depolanmasından, kahverengi yağ doku ise enerji 

harcanmasından sorumludur. Erişkin insanda sadece vücudun belli bölgelerinde çok az miktarda 

bulunduğu gösterilen kahverengi yağ dokusunun temel işlevi besinler ile alınan enerjiyi 

kullanarak ısı üretmek ve vücut sıcaklığını belirli bir düzeyde tutmaktır [12] Vücuttaki beyaz yağ 

dokunun hücresel kompozisyon ve boyutu organizmanın enerji alımı ile harcaması arasındaki 
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dengeye bağlı olarak yaşam boyu büyük değişimler gösterebilir. Uzun dönemde bireyin enerji 

alımı enerji harcamasından fazla olduğunda vücuttaki beyaz yağ doku kitlesi, var olan 

adipositlerin hücre içi lipid birikiminin artışı sonucu büyümesi ve yağ doku stromal vasküler 

fraksiyonundaki preadiposit (adiposit öncülü hücre) havuzundan diferensiyasyon sonucu oluşan 

yeni adipositlerin (yağ hücresi) eklenmesi sonucu artar [16]. 

Adiposit diferensiyasyonu kondrojenik, osteojenik, myojenik ve adipojenik 

diferensiyasyon (farklılaşma) potansiyeli olan pluripotent mezenşimal kök hücrelerin 

yönlenmesi sonucu olur [17-19]. Son çalışmalarda yetişkin yağ dokudan izole edilen stromal 

hücrelerden preadipositlerin elde edilebildiği gösterilmiştir [17, 20]. Beyaz yağ doku, yoğun 

olarak yağ depolanması için farklılaşmış, içi lipid ile dolu ve çevresi kolajen lif ağı ile çevrili 

hücreler olan adipositleri (yağ hücreleri) içeren gevşek bağ dokusunun özelleşmiş bir tipidir [9, 

21]. Olgun adipositlerin yanı sıra beyaz yağ dokuda endotelyal hücreler, fibroblastlar, 

makrofajlar, monositler, preadipositler ve perisitler de bulunmaktadır. Bu hücreler yaygın olarak 

yağ dokunun stromal vasküler fraksiyonu olarak adlandırılmaktadır [9, 22]. Yağ doku kitlesinin 

artışı dokuda bulunan adipositlerin boyutunda artış ve de novo adiposit diferensiyasyonu 

(farklılaşması) yolu ile olur [22]. Vücutta bulunan adiposit sayısını belirleyen temel olgu büyük 

ölçüde fibroblast benzeri preadipositlerden olgun adipositlerin oluştuğu diferensiyasyon 

sürecidir [23]. Günümüzde yağ doku salgıladığı leptin, adiponektin, resistin, visfatin, anjiotensin, 

interlökin-1 (IL-1), interlökin-6 (IL-6), interlökin-8 (IL-8), tümör nekroz faktör-alfa (TNF-α) gibi 

yağ dokusu kaynaklı faktörler aracılığı ile (adipokinler ya da adipositokinler) birçok fizyolojik 

işlevi düzenleyen bir endokrin organ olarak kabul edilmektedir [22]. Yağ doku stromal vasküler 

fraksiyonundaki birçok hücre immün sistem hücresi olduğundan ötürü yağ doku immün yanıtta 

da kritik rol oynamaktadır [22]. Ayrıca, yağ dokunun salgıladığı sitokinler aracılığı ile obezitede 

gözlenen kronik düşük dereceli inflamasyona neden olduğu ve bu inflamatuar durumun 

Alzheimer hastalığı, aterosklerotik kalp ve damar hastalığı, insülin direnci, tip 2 diyabet, kanser, 

romatoid artrit gibi birçok hastalıkla ilişkili olduğu gösterilmiştir [21]. Bu durumdan ötürü 

obezitenin altında yatan moleküler mekanizmaların aydınlatılması yeni ilaçların ve tedavi 

protokollerinin geliştirilmesi açısından önem taşımaktadır. 

Rho ailesi küçük molekül ağırlıklı GTP’azlardan olan RhoA’nın aktin hücre iskeletinin 

düzenlenmesinde rol oynadığı ve bu yolla hücre morfolojisinde değişiklikler, fokal adhezyon ve 

stres liflerinin oluşumu, sitokinezis, hücre siklüs progresyonu, diferensiyasyon gibi hücre 

iskeleti-bağımlı birçok hücresel işlevi düzenlediği gösterilmiştir [24, 25]. RhoA bu etkileri Rho-

kinaz, LIM-kinaz, protein kinaz N gibi alt efektörler aracılığı ile ortaya koymaktadır. 

Preadipositlerin yetişkin bireylerin yağ dokusunda bulunduğu ve enerji dengesinin durumuna 

göre olgun adipositlere prolifere ve diferensiye olabildiği ortaya konulmuştur [16]. 3T3-L1 

hücrelerinde Rho-kinaz’ın inhibisyonunun adipogenezi arttırdığı gösterilmiştir [26]. Bununla 
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birlikte, Rho inhibitör proteini p190RhoGAP knockout farelerde olgun adipositlerin 

bulunmadığının gösterilmesine ek olarak hem 3T3-L1 ve hem de yabanıl tip fare embriyonik 

fibroblast kültürlerinde Rho-kinaz aktivitesinin aşırı indüksiyonunun adipogenezi inhibe 

ettiğinin ortaya konulması [27], RhoA’nın adipogenezis açısından önemli bir modülatör 

olabileceğini göstermektedir. Diğer önemli bir modülatör nitrik oksittir (NO). NO, ikisi yapısal, 

birisi indüklenebilir olmak üzere 3 farklı nitrik oksit sentaz (NOS) enzim izoformu tarafından 

sentezlenir. Yağ dokuda eNOS ve iNOS varlığı saptanmış [28, 29] ve iNOS’un abdominal obezitede 

gözlenen düşük dereceli kronik inflamasyon tarafından indüklendiği gösterilmiştir [30]. Bununla 

birlikte, nitrik oksidin adiposit diferensiyasyonu üzerine etkileri ile ilgili çalışmalarda birbiri ile 

çelişen sonuçlar bulunmuştur: NO’in sıçan primer kahverengi yağ doku preadipositlerinin ve 

sıçan beyaz yağ doku preadipositlerinin diferensiyasyonunu stimüle ettiği [31], 3T3-L1 

preadipositlerinde ise diferensiyasyonu süprese ettiği gösterilmiştir [32]. Ayrıca, iNOS’ın kronik 

inflamasyonda adipogenezisi stimüle ettiği gösterilmiştir. Bunun yanı sıra nitrik oksidin lipolizi 

stimüle ettiğini gösteren çalışmalar bulunmaktadır [33, 34]. 

Nitrik oksit ve Rho/Rho-kinaz yolağı arasındaki ilişkiyi ortaya koymak amacı ile çeşitli 

dokularda çalışmalar yapılmış ve bu çalışmalarda da farklı sonuçlar elde edilmiştir: Damar düz 

kasında RhoA’nın inhibe edilmesinin eNOS’ın stimülasyonuna yol açtığı, statinler tarafından 

RhoA inhibisyonunun eNOS ekspresyonunda artışa neden olduğu gösterilmekle beraber, sıçan 

koroner endotel hücrelerinde nitrik oksidin Rho-kinaz’ın downregülasyonuna aracılık etmediği 

ortaya konulmuştur [35]. Bunun yanı sıra enterositlerde yapılmış bir çalışmada nitrik oksidin 

Rho’yu aktive ederek enterosit migrasyonunu inhibe ettiğinin gösterilmesi [36] nitrik oksit ile 

Rho/Rho-kinaz yolağı arasındaki ilişkinin aydınlatılmaya muhtaç bir konu olduğuna işaret 

etmektedir. 

3T3-L1 hücrelerinde Rho-kinaz (ROCK) enziminin eksprese edildiği ortaya konulmuştur. 

Rho-kinaz enziminin Y-27632 tarafından seçici olarak inhibe edilmesinin yağ hücrelerinde lipid 

birikimini ve adipogenezi arttırdığı saptanmıştır. Rho-kinazın bu etkilerinin olasılıkla adipojenik 

transkripsiyon faktörlerinin artışı yolu ile olduğu düşünülmektedir. Bunun yanı sıra Rho-kinaz 

inhibisyonunun adipojenik diferensiyasyonun geç dönem belirteçlerden biri olan adiponektin 

ekspresyonunu da artırdığı gösterilmiştir [26]. Yapılan çalışmalarda Rho GTPaz aktivitesinin 

modüle edilmesinin nöron [37], lenfosit [38], myosit [39] ve keratinositlerde [40] 

diferensiyasyon süreci üzerine etki gösterdiği ortaya konulmuştur. Bunun yanı sıra yakın 

zamanlarda yapılan bir çalışmada preadipositlerde adipojenik diferensiyasyon süreci için Rho 

GTPaz aktivitesinin inhibisyonunun gerekli bir faktör olduğu bulunmuştur [26]. 

Rho-kinazın alt efektörü olan LIM-kinaz’ın iki izoformu bulunmaktadır (LIMK-1, LIMK-2) 

[41-43]. LIMK-1 ve LIMK-2 enzimlerinin fare dokularında yaygın olarak eksprese edildiği 

gösterilmiştir [44]. Her iki izoform Rho-kinaz tarafından fosforile edildiklerinde aktin 
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depolimerize edici faktör olan kofilini fosforile edip inaktive eder ve aktin stres liflerinin ve fokal 

adezyonların oluşmasını indükler [44-46]. Yakın zamanlarda, LIMK-1 aktivitesinin hücre 

siklüsünde G2/M geçişi için gerekli olduğu [47] ve LIMK-1 ekspresyonundaki bozulmaların çeşitli 

sitokinez bozukluklarına yol açtığı gösterilmiştir [48]. 

Bunun yanı sıra MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatlarında LIMK-1 kinaz aktivitesinin 

hücre siklüsü sırasında anlamlı olarak değiştiği, en yüksek aktivite artışının profaz ve metafaz 

evrelerinde olduğu [49] ve mitozun erken evrelerinde γ tubulin ile kolokalize olduğu ortaya 

konulmuştur [50]. Swiss 3T3 fibroblast hücre kültürlerinde ROCK-1’in TGF-β tarafından aktive 

edildiği ve bunun sonucunda LIMK-2 aktivasyonunun gerçekleştiği, bunun da kofilin 

fosforilasyonu ile aktin hücre iskeletini düzenlediği gösterilmiştir [43]. 

3T3-L1 (fare embriyonik fibroblast) hücre kültüründe ROCK-2 enziminin inhibe 

edilmesinin adipogenezde artışa neden olduğu gösterilmiştir [26]. Rho inhibitör proteini p190-B 

RhoGAP knockout farelerde olgun adipositlerin mevcut olmadığı gösterilmiştir. Buna ek olarak 

p190-B RhoGAP knockout farelerden elde edilen embriyonik fibroblastlarda adipogenez defekti 

bulunduğu ve bu defektin özgün ROCK inhibitörü uygulaması ile düzeltildiği bulunmuştur [27]. 

Bunun yanı sıra başka çalışmalarda da Rho-kinaz aktivitesinin aşırı düzeyde indüklenmesinin 

hem 3T3-L1 ve hem de yabanıl tip fare embriyonik fibroblast kültürlerinde adipogenezi 

bozduğunun bulunması, Rho/Rho-kinaz yolağının adipogenezisin önemli bir modülatörü 

olabileceğini göstermektedir [26]. 

Rho/Rho-kinaz yolağının yanı sıra birçok hücre tipi tarafından üretilen, hücrede çok 

yaygın bir aralıkta etki gösteren diğer önemli bir sinyal ajanı nitrik oksittir (NO) [51-53]. NO kısa 

ömürlüdür (3-5 saniye), vasküler tonüs kontrolünün yanı sıra inflamatuar süreçlere ve 

metabolizma gibi birçok fizyolojik olaylara karışmaktadır. Nitrik oksit hücre tipine bağlı olarak 

değişen üç farklı NO sentaz (NOS) izoformu tarafından katalizlenen bir enzimatik reaksiyon 

sonucu sentezlenmektedir [54]. Endotelyal NOS (eNOS, NOS3) ve nöronal NOS (nNOS, NOS1) 

yapısal enzimlerdir ve intrasellüler Ca2+ konsantrasyonlarını arttıran uyarılar sonrası küçük 

miktarlarda NO üretirler. Üçüncü izoform olan indüklenebilir NOS (iNOS, NOS2) ise Ca2+’dan 

bağımsızdır; sitokinler ve bakteriyel lipopolisakkarid gibi etkenler tarafından indüklenir. iNOS 

makrofajlar ve diğer birçok çekirdekli hücrelerde eksprese edilmektedir [55]. iNOS’ın 

indüksiyonu sonucu oluşan nitrik oksit salınımı yapısal NOS izoformlarının indüksiyonuna göre 

çok daha büyük miktarda ve çok daha uzun sürelidir. iNOS indüksiyonu için gen transkripsiyonu 

gerektiğinden ötürü etkene maruziyetten saatler sonra başlar ve günler boyunca devam edebilir 

[56]. Nitrik oksit, çözünür guanilil siklazı aktive ederek sGMP oluşumuna neden olur; sGMP 

protein kinaz G’yi aktive eder. Nitrik oksidin demire olan afinitesi nedeniyle bir Krebs siklüsü 

enzimi olan akonitaz gibi demir içeren diğer bazı metalloproteinler de nitrik oksidin hedefleri 
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arasındadır. Nitrik oksit, sitokrom oksidazın inhibisyonu yolu ile mitokondriyal solunumu inhibe 

eder [57-59]. 

Farelere nonspesifik NOS inhibitörü NG-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME) 

uygulamasının ağırlık artışına yol açtığı ve gıda alımını azalttığı gösterildiğinden dolayı nitrik 

oksidin organizmanın enerji dengesinin düzenlenmesinde önemli bir rolü olduğu 

düşünülmektedir [60]. Yapılan çalışmalarda beyaz ve kahverengi yağ dokuda hem eNOS hem 

iNOS’ın eksprese edildiği gösterilmiştir [28, 29, 61, 62]. Bunun yanı sıra vücut kitle indeksi ve 

vücut yağ kitlesi ile nitrik oksit metabolitlerinin plazma düzeyleri ile arasında korelasyon olduğu 

gösterilmiştir [63-65]. İlginç olarak enfeksiyon ve inflamatuar hastalıklarda da dolaşımda NO 

metabolitlerinin düzeyinin arttığı gösterilmiştir [53]. Obez fareler ve Zucker diyabetik 

sıçanlarında karaciğer, iskelet kası ve beyaz yağ dokusunda iNOS ekspresyonunda artış olduğu 

bulunmuştur [66-67]. Farelerde iNOS gen silinmesinin aşırı yağlı diyet aracılığı ile indüklenen 

insülin direncine karşı koruyucu etkisinin olduğunun gösterilmesi, nitrik oksidin insülin direnci 

gelişiminde rol oynadığını düşündürmektedir [67]. Farelerde NOS inhibitörü L-NAME'in kronik 

olarak uygulanmasının vücut ağırlığında azalmaya yol açtığı ve bu etkinin yüksek yağ içeren diyet 

alımında daha belirgin olduğu gösterilmiştir [68]. L-NAME uygulaması yağ hücrelerinin hacmini 

ve trigliserid birikimini azaltmıştır [68]. Bunun yanı sıra diyabetik hastalarda plazma nitrit 

düzeyleri orta düzeyde yükselmiştir [69]. iNOS enziminin abdominal obezitede gözlenen düşük 

dereceli kronik inflamasyon tarafından indüklendiği ortaya konulmuştur [30]. Ayrıca ilginç 

olarak, endotoksemi sırasında iNOS ekspresyonunun ana kaynağının yağ dokusu olduğu 

gösterilmiştir [70]. 3T3-L1 hücre kültüründe NO'in yağ dokudan salınan ve monosit migrasyonu, 

fibrinoliz ve anjiogeneze (yeni damar oluşumu) karışan, viseral yağ birikimini ve bununla ilişkili 

inflamasyonu etkileyen plazminojen aktivatör inhibitörü ve inflamatuar bir sitokin olan IL-6 

mRNA ekspresyonlarını arttırdığının gösterilmesi NOS aktivitesinin inhibe edilmesinin beyaz yağ 

dokuda inflamasyonun düzelmesine katkıda bulunabileceğini düşündürmektedir [28]. 

Bu tez çalışmasının amacı, preadiposit öncülü 3T3-L1 hücrelerinde nitrik oksidin 

diferensiyasyon, proliferasyon ve aktin hücre iskeleti organizasyonu üzerine etkilerini incelemek 

ve bu etkilere Rho/Rho-kinaz yolağının herhangi bir katkısının bulunup bulunmadığını 

araştırmaktır; zira Rho/ROCK yolağının stimüle edilmesi adiposit diferensiyasyonu 

engellemektedir. Nitrik oksit, acaba preadiposit diferensiyasyonu üzerine etkisini, vasküler düz 

kaslarda gösterdiği etkiye benzer şekilde Rho/ROCK yolağını inhibe ederek mi ortaya 

koymaktadır? 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMALARI 

 

2.1. Bir Epidemi Olarak Obezite 

 

Enerji alımı enerji harcamasından fazla olduğunda, alınan fazla enerjinin lipid depolarda 

depolanması sonucu oluşan obezite, son dekadda dünya için bir numaralı sağlık sorunu olan bir 

epidemi halini almıştır [71, 72]. Günümüzde kişinin normal (18,5-24,9 kg/m2), fazla kilolu (25-

29,9 kg/m2) ya da obez (30 kg/m2) olarak ayırımı vücut kitle indeksi tanımına göre yapılmaktadır 

(kilogram cinsinden vücut ağırlığı/ santimetre cinsinden boy uzunluğunun karesi). Obezitenin 

yaygınlığı değerlendirildiğinde, Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre dünyada 1,9 milyar insan 

fazla kilolu ve bunların 600 milyonu obezdir. 1980-2014 yılları arasında obezite prevalansı 2 

kattan fazla artmıştır [73]. Obezite ölüm riskini arttırmakta ve beklenen yaşam süresini 

kısaltmaktadır (kadınlar için 5,8 yıl, erkekler için 7,1 yıl) [14, 74]. Son yapılan araştırmalara göre 

Amerika Birleşik Devletleri’nde her 3 yetişkinden 2si fazla kilolu ya da obez ve 20 yetişkinden 

biri aşırı obezdir [75]. 2012 yılında16-19 yaş ergenlerin 1/3 ünün fazla kilolu ya da obez olduğu 

saptanmıştır [76]. 2013 yılında 5 yaş altı çocukların 42 milyonunun aşırı kilolu ya da obez olduğu 

gösterilmiştir. Bütünsel olarak dünya nüfusunun %13’ü obezdir [73]. Yakınlarda yapılan bir 

çalışmada obezite trendi değişmeden devam ederse Amerika’da nüfusun %50’sinin obez olacağı 

öngörülmüştür [77]. 

Temel olarak beyaz yağ doku kütlesinde artış ile karakterize olan obezitenin [8] 

aralarında alzheimer, ateroskleroz, dislipidemi, gut, hipertansiyon, insülin direnci, Tip-2 diyabet, 

osteoartrit, safra kesesi hastalığı ve uyku apnesinin de bulunduğu birçok patolojik durum ile 

ilişkili olduğu gösterilmiştir [9, 11, 12, 78]. Bunun yanı sıra obezitenin böbrek kanseri, 

endometrium, göğüs, kolon özofagus ve pankreas kanserleri, lösemi, multipl myelom ve non-

Hodgkin lenfoma gibi birçok kanser tipinin insidansında artışa neden olduğu gösterilmiştir [13]. 

Buna ek olarak obezite, kanser hastalarında mortalite hızını kadınlarda %52, erkeklerde %85 

arttırmaktadır [79]. Bütün bu bulguların ışığında obeziteye neden olan moleküler 

mekanizmaların anlaşılması, bu epideminin önlenebilmesi için büyük önem taşımaktadır. 
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Şekil 2.1. Obezite ile ilişkili hastalıklar [80] 
 

2.2. Yağ Dokusu 

 

Bağ dokusunun özel bir tipi olan yağ dokusu, büyük oranda bulunan adipositlerin yanı 

sıra fibroblast, lökosit, makrofaj ve preadiposit gibi birçok hücreden oluşmaktadır. Sağlıklı 

erişkinlerde yağ dokunun vücut ağırlığına oranı değerlendirildiğinde, erkekler için vücut 

ağırlığının %15-21’i, kadınlar için ise vücut ağırlığının %25-33’ü yağ dokusundan 

oluşturmaktadır [81]. Fetusta adipogenez ilk olarak 14. gebelik haftasından sonra beyaz yağ 

dokusunda görülmeye başlar [82]. Beyaz adipositler lateral plak mezodermdeki myojenik faktör 

Myf5 negatif mezenşimal kök hücrelerden köken alır [83]. Kahverengi adipositler Myf5 pozitif 

hücrelerden köken alır [84]. İlginç olarak, beyaz yağ doku içerisinde bulunan bej yağ doku 

hücreleri Myf5 negatiftir [84]. Beyaz yağ doku gelişimi, mezenşimal kök hücrelerin yeni damar 

oluşumunun olduğu farklı yerlerde birikimi ile başlar. Mezenşimal kök hücreler kapiller damar 

ağlarına yakın bölgelerde diferensiye olarak adipositlere dönüşür. İlk olarak oluşan yağ hücresi 

kümeleri daha sonra damarlar ve yoğun şekilde bir araya gelmiş beyaz adipositlerden oluşan 

beyaz yağ dokuya dönüşür [85]. Yağ hücrelerinin büyüklük ve sayısında en büyük artış yaşamın 

ilk 2 yılında görülür [86]. Bu evrede preadipositlerden yağ hücreleri oluşumu yoğunluktadır. 
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Vücuttaki yağ doku kitlesinin artışı mevcut adipositlerin hacimlerinde ve içerdikleri yağ 

miktarında artışa ek olarak, yağ doku içerisinde bulunduğu gösterilen fibroblast benzeri 

preadipositlerin olgun adipositlere diferensiyasyonu (farklılaşması) yolu ile olur [9, 16]. 

Erişkin bir insanda yağ dokuda varolan adipositlerin sayısı büyük ölçüde diferensiyasyon 

süreci tarafından belirlenir [23]. Hücresel düzeyde incelendiğinde, kahverengi (multiloküler) ve 

beyaz (uniloküler) yağ dokusu olmak üzere iki farklı yağ dokusu tipi bulunduğu kabul edilmekle 

beraber, son çalışmalarda bej (beige/brite) ya da kahverengi-benzeri yağ doku olarak 

adlandırılan üçüncü bir yağ dokusu tipi tanımlanmıştır [87-89]. 

Önceleri yalnızca yeni doğanda bulunduğu kabul edilen kahverengi yağ dokunun, yakın 

zamanda pozitron emisyon tomografi ile yapılan çalışmalarda erişkinde vücutta çeşitli bölgelerde 

bulunduğu gösterilmiştir [90, 91]. Kahverengi yağ dokusu vücutta özellikle peritiroid bölgede, 

trake çevresinde, supraklaviküler bölgede, aksiler bölgede, mediastende büyük damarların ve 

özofagusun çevresinde, perivasküler bölgede, perikard çevresinde, intraskapular aralıkta, 

sinoatriyal düğümde, solid organların çevresinde ve böbrek üstü bezi çevresinde, intraperitoneal 

alanda ve inguinal fossada bulunur [92-94]. Yenidoğan bebeğin vücut ağırlığının %2-3’ünü 

kahverengi yağ dokusu oluşturur. Bebeğin ısı düzenleme mekanizmalarının devreye girmesiyle 

birlikte kahverengi yağ dokusunun yerini beyaz yağ dokusu alır. 

Kahverengi yağ doku, çok sayıda demirden ve UCP-1 (Uncoupling protein-1)’den zengin 

mitokondri içeren hücreleri sayesinde özellikle yeni doğan bebeklerde ısı dengesinin korunması 

için önemli bir mekanizma olan adaptif termogenezi (non-shivering thermogenesis) 

gerçekleştirir [95]. Diğer dokuların açığa çıkardığı enerji miktarı 1mW/mg iken, kahverengi yağ 

doku maksimum aktivasyon düzeyinde 300-480W/kg enerjiyi ısıya dönüştürebilir [96-99] 

Soğuğa yanıt olarak gerçekleşen bu süreç, hipoglisemi, yiyecek alımında kısıtlama [100] ya da 

hipoksi [101] gibi durumlarda inhibe olur. Kahverengi yağ dokuda oldukça yaygın bir kapiller 

damar ağı mevcuttur. Vücuttaki kahverengi yağ doku miktarı yaşla birlikte azalır [102]. 

Yiyecek bulunduğunda alınan fazla enerjinin depolanarak uzun süreli kıtlık dönemlerinde 

tüketilmesi yolu ile insan ırkının yaşamını devam ettirmesi için evrimsel olarak önemli bir avantaj 

sağlayan beyaz yağ doku [103], içi lipid ile dolu adipositlere ek olarak çevresinde bulunan ve 

fibroblastlar, endotelyal hücreler, makrofajlar, monositler, perisitler ve preadipositleri içeren 

stromal vasküler fraksiyondan oluşur [9, 21]. 

Uzun bir süre boyunca yalnızca inert bir enerji deposu görevi gördüğü düşünülen beyaz 

yağ doku son yıllarda yapılan araştırmaların da net olarak ortaya çıkardığı gibi salgıladığı çok 

sayıda adipokin ile endokrin bir organ olarak işlev görmektedir. Yaşam süresince organizmanın 

enerji alımındaki değişikliklere bağlı olarak beyaz yağ dokuda hem hücre boyut ve içeriğinde ve 

hem de yağ doku kitlesinin büyüklüğünde büyük değişimler gözlenebilir. Enerji alımı ile 

harcaması arasındaki denge alım lehine bozulduğunda beyaz yağ doku kitlesi iki temel 
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mekanizma ile artar. Bu mekanizmalardan ilki hücre içi lipid birikiminin artışı yolu ile mevcut 

adipositlerin çapının 1000 katına kadar artması ve ikincisi ise yağ doku stromasında bulunan 

preadipositlerin adipositlere diferensiye olması sonucu olgun yağ hücresi sayısının artmasıdır 

[16]. Erişkin bir insanın yağ hücrelerinin yıllık yenilenme hızı yaklaşık %10’dur [104]. Vücuttaki 

beyaz yağ hücrelerinin yaklaşık yarısı her 8,3 yılda bir yenilenir [104]. 

Beyaz yağ dokusu vücuttaki dağılımına göre abdominal ya da viseral yağ (abdomen 

boşluğunda iç organlar etrafında yerleşmiş olan omental yağ) ve trunkal ya da subkütanöz yağ 

doku olmak üzere iki ayrı bölümde değerlendirilir [105]. Sağlıklı erişkinlerde total vücut yağının 

erkekler için %10-20’sini, kadınlar için %5-8’ini oluşturan viseral yağın oranı yaşlılıkla birlikte 

artar [106]. Deri altı ve viseral yağ doku arasında çeşitli farklılıklar vardır. Anatomik yerleşimi 

nedeni ile direkt olarak portal vene drene olan viseral yağ dokudan serbest yağ asitlerinin ve 

adipokinlerin karaciğere direkt olarak geçmesi karaciğerde inflamasyona neden olur. Bu 

inflamasyon hepatik immün mekanizmaların aktivasyonu yolu ile karaciğerden CRP (c-reaktif 

protein) gibi inflamatuar mediatörlerin üretimini indükler [107, 108]. Viseral yağ doku, 

subkütanöz yağ dokuya göre daha zengin vaskülariteye ve daha yoğun nöral innervasyona 

sahiptir [109]. Subkütanöz yağ dokuya göre visseral yağ dokuda daha fazla glukokortikoid [110], 

androjen [111] ve β3 adrenerjik reseptör bulunmaktadır [101]. 

Adipokinler açısından değerlendirildiğinde de viseral ve subkütanöz yağ doku arasında 

farklar bulunmaktadır: Anti-diabetik ve anti-aterojenik etkileri bulunan adiponektin subkütanöz 

yağ dokuda daha fazla bulunurken IL-6, TNF-α [109], CRP [112], anjiotensinojen [106, 113] ve 

PAI-1 (Plazminojen aktivatör inhibitör) [114] gibi proaterojenik ve prodiabetik özellikleri olan 

adipokinler viseral yağ dokudan daha yüksek miktarda salınmaktadır [109]. Bunun yanı sıra, 

viseral yağ doku metabolik açıdan çok daha aktiftir ve daha büyük bir lipolitik aktiviteye sahiptir. 

Bej yağ dokusu ilk olarak inguinal bölgedeki beyaz yağ dokudan izole edilmiştir [87]. 

Mitokondri miktarı beyaz yağ dokuya göre fazladır ve soğuğa yanıt olarak mitokondri miktarı 

artar. Ancak, uyarımla artan mitokondri miktarı hiçbir zaman kahverengi yağ dokudaki miktara 

ulaşamaz [115]. Bej yağ doku adaptif termogenez yolu ile ısı regülasyonunda rol oynar. 

 

2.3. Yağ Dokunun Temel İşlevleri 

 

1. Alınan enerjinin daha sonra kullanılmak üzere trigliserid halinde depolanması. Yağ doku 

hidrofobiktir ve oldukça az su içeriği ile daha fazla enerji depolanmasını sağlar. Bu miktar obez 

olmayan sağlıklı bir erişkin için 200.000-300.000 kcal (Kilo kalori) kadardır. 

2. Isı üretimi yolu ile vücut merkez sıcaklığının korunmasının sağlanması. Kahverengi ve bej 

yağ doku adaptif termogenez yolu ile ısı üretimini sağlar. 
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3. Beyaz yağ doku iç organların çevresinde, el ve ayak tabanlarında mekanik travmalara 

karşı koruyucu olarak görev alır. 

4. Birçok iç organın çevresini bir tabaka olarak saran yağ doku bu organları hasar görmekten 

koruyucu görev alır. 

5. Deri altı beyaz yağ doku tabakası cilt yolu ile ısı kaybını önler ve ısı yalıtımını sağlar [116]. 

 

2.4. Yağ Hücrelerinin Sınıflandırılması ve İşlevleri 

 

Kahverengi yağ hücresi genellikle elipsoid şekillidir, sitoplazmasında çok sayıda lipid 

damlacığı içerir (multiloküler) [117]. Kahverengi yağ hücresinin büyüklüğü 15-50 µM arasında 

değişir [117]. Kahverengi yağ hücreleri çok sayıda demir bakımından zengin mitokondri içerir ve 

ısı üretimi yolu ile termoregülasyonda görev alması ile beyaz yağ hücrelerinden farklılık gösterir. 

Kahverengi yağ hücrelerinin mitokondrileri, spesifik bir protein olan çok sayıda UCP-1 

(uncoupling protein-1) içerir. UCP-1, mitokondri iç membranına lokalizedir. Yalnızca 

memelilerde bulunan bu protein sayesinde, kahverengi yağ dokusu mitokondrilerinde elektron 

transport zincirinde oksidatif metabolizma ATP üretiminden ayrılır. Bu ayrımı nasıl 

gerçekleştirdiği ile ilgili bazı noktalar henüz net olmamakla birlikte [118, 119], soğuk gibi bir 

etken nedeni ile ısı üretimi gerektiğinde, yağ dokudaki β3 adrenerjik liflerden salınan adrenalin, 

lipolizi arttırır. Bunun sonucu olarak kahverengi yağ hücre mitokondrisinde miktarı artan serbest 

yağ asitleri UCP-1’i aktive eder [120-123]. UCP-1 mitokondri iç membranında yerleşik olarak 

bulunmaktadır. UCP-1 protonların dış membrandan iç mebrana transportuna aracılık eder ve 

elektron transport zinciri tarafından oluşturulan elektrokimyasal gradientin oluşturduğu enerjiyi 

ısı olarak harcar [93, 95, 124-127]  

Beyaz yağ hücresi genellikle yuvarlak şekillidir, sitoplazmasında ortada hücrenin 

hacminin %90’ını kaplayan tek bir büyük lipid damlacığı ve hücrenin bir kenarına lokalize 

nükleusa sahiptir (uniloküler). Beyaz yağ hücrelerinin çapı 20-200 μM arasındadır. Diyetle alınan 

enerjinin fazlalığına yanıt olarak beyaz yağ hücresinin boyutları çap olarak 20 kata kadar, hacim 

olarak ise 1000 kata kadar artabilir [128]. 

Bej yağ hücreleri yuvarlak şekilli, tek büyük ya da çok sayıda lipid damlacıkları içeren 

hücrelerdir. Çok sayıda demirden zengin mitokondri içerirler ve soğuğa maruz kalma ya da 

adrenerjik uyarı gibi stimuluslar ile mitokondri miktarı artabilir [88]. UCP-1 eksprese ederler. 

Uzun süren soğuğa maruziyet, uzun süreli güç egzersizleri, β3 adrenerjik uyarılar, PPARγ 

(peroksizom proliferatör aktivatör reseptörü gama) agonistlerinin kullanılması gibi durumlarda 

beyaz yağ hücrelerinin bej yağ hücrelerine transforme olabildiği gösterilmiştir [129-133]. 
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Şekil 2.2. Adiposit tipleri [134] 

 

2.5. Endokrin Bir Organ Olarak Yağ Doku 

 

Yağ hücresinden salınan bir hormon olan leptinin 1994 yılında keşfine kadar, alınan 

ihtiyaç fazlası enerjiyi sonradan kullanılabilecek şekilde depolamak ve çevresini sardığı doku ve 

organları korumak dışında herhangi bir görevi olduğu düşünülmeyen, fazlalığı dışında klinik 

anlamda dikkate alınmayan yağ doku, giderek artan araştırmaların da net olarak ortaya çıkardığı 

gibi, salgıladığı adipokin olarak adlandırılan çok sayıda sitokin ya da hormon aracılığı ile 

metabolik regülasyonun merkezinde yer alan dinamik bir doku [135-138], ya da kimi 

araştırmacılar tarafından ifade edildiği şekilde bir organdır [117]. 

Yağ doku salgıladığı immün yanıtla ilişkili TNF-α, IL-6, IL-1β, IL-8, IL-10, IL-15, serum 

amiloid A proteinleri, monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1), makrofaj inflamatuar 

proteinleri, TGF-β (transforming growth faktör β) gibi büyüme faktörleri alternatif komplement 

yolağı-adipsin gibi adipokinler aracılığı ile bağışıklık sisteminin regülasyonunda rol oynamasının 

yanı sıra anjiotensinojen ve monobutirin aracılığı ile kan basıncının düzenlenmesini etkiler. Ek 

olarak, PAI-1 ve doku faktörü aracılığı ile koagülasyon yanıtını düzenler. VEGF (vasküler 

endotelyal büyüme faktörü) ve monobutirin aracılığı ile anjiogeneze, leptin, visfatin, adiponektin 

resistin aracılığı ile de insülin yanıtına ve glisemik homeostaza etki eder [116]. Bunun yanı sıra 

yağ doku, içerdiği aromataz aracılığı ile erkek ve menapoz sonrası kadınlarda temel östrojen 
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kaynağıdır. Yağ dokudan salınan TNF-α, immün sistemdeki rolüne ek olarak insülin bağımlı 

süreçler olan karbonhidrat homeostazı ve lipid metabolizması üzerine etki gösterir [139]. TNF-α 

lipogenezi inhibe eder ve lipolizi stimüle eder [116]. 

 

 
 

Şekil 2.3. Yağ dokudan sekrete edilen adipokinler. Yağ doku glukoz ve lipid metabolizması, enerji 
homeostazı, pro- ve anti-inflamatuar yanıtı düzenleyen ve organizmanın açlık, stress, infeksiyon 
ve enerji fazlalığı periyodları gibi çeşitli zorlayıcı metabolik durumlara adapte olabilmesini 
sağlayan bir endokrin sinyal şebekesidir [140]. 
 

2.6. Yağ doku kökenli hormonlar/Adipokinler 

 

2.6.1. Leptin 

 

Leptin hormonu, 1994 yılında ilk olarak keşfedildikten sonra eski Yunancada anlamı ince 

olan lepto sözcüğünden türetilen leptin ismi ile adlandırılmıştır [141, 142]. Başlıca beyaz yağ 

doku adipositleri tarafından salınan ve ob geni tarafından kodlanan leptin, peptid yapıda bir 

hormondur. Gıda alımını, vücut yağ kompozisyonunu, insülin aktivitesini, termogenezi, 

anjiogenezi ve immün sistemi modüle eden leptin, diğer dokularda da düşük düzeylerde bulunsa 

da çoğunlukla yağ dokuda eksprese edilir [143-145].Yağ doku dışında gastro-intestinal sistemde 

başlıca midede [146] sentezlenen leptin, bunun yanı sıra derideki fibroblastlar [147], 

endometriyum[148], hipofiz [149], iskelet kası [150], kemik iliği [151], meme bezleri [152], 

ovaryum ve testislerde de [153] eksprese edilir. Anoreksinojen bir hormon olan ve dolaşımda 

serbest ya da proteine bağlı olarak bulunan leptin, beyin üzerine etki göstererek gıda alımını 
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azaltır ve enerji harcamasını arttırır [154]. Bunun yanı sıra, yapılan çeşitli çalışmalarda leptinin 

pre-puberte ve erken puberte dönemindeki bireylerde yüksek düzeylerde bulunmuş olması bu 

hormonun puberte başlangıcı açısından da önemli rol oynadığını göstermektedir [155]. Leptin 

hipotalamustaki reseptörlere bağlanarak etki eder [156]. Organizmadaki leptin düzeyi enerji 

dengesine, tokluk durumuna ve vücuttaki yağ miktarına bağlı olarak değişir. Obez bireylerde 

leptin düzeyi ince bireylere göre daha yüksektir. Açlık durumunda düzeyi dramatik olarak düşer 

ve beslenmeyi takiben hızla artar. İnsülin, glukokortikoidler ve ateş leptin salınımında artışa 

neden olurken soğuk maruziyeti, testosteron ve noradrenalin leptin salınımını azaltır [155, 157]. 

 

2.6.2. Adiponektin 

 

Adipositler tarafından en fazla üretilen adipokinlerin başında gelen adiponektin endotel 

hücreleri, düz kas hücreleri lökosit ve trombositler arasındaki etkileşimi düzenleyici rolü ile 

dolaşım sistemi homeostazının sürdürülmesinde temel bir öneme sahiptir [158]. Leptinin aksine 

adiponektin plazma düzeyleri zayıf bireylerde yüksek olarak saptanmıştır ve obezite ve tip2 

diabetli insan ve hayvan deneklerde plazma düzeyleri düşer [159-161]. Yapılan araştırmalarda 

insan adiponektininin abdominal obezite ve metabolik sendrom açısından temel önemde olduğu 

gösterilmiş olan 3q27 kromozomu üzerinde lokalize ADIPOQ geni tarafından kodlandığı 

bulunmuştur [162, 163]. 26 kDa uzunlukta bir protein olan adiponektin [164] dolaşımda düşük 

molekül ağırlıklı trimer [165], orta molekül ağırlıklı heksamer [165, 166] ve 12-18 monomerden 

oluşan yüksek molekül ağırlıklı multimerler olmak üzere çeşitli multimerik kompleksler halinde 

bulunur [165, 167]. Plazmadaki yüksek molekül ağırlıklı multimerler insülin duyarlığı ile ilişkili 

bulunmuşken, multimerizasyonda bozukluk tip2 diabet ile ilişkilidir [165]. Adiponektinin damar 

hasarı ve aterogeneze karşı koruyucu işlev gördüğü gösterilmiştir [168]. Bunun yanı sıra 

antidiabetik ve anti inflamatuar etkinliği olduğu da ortaya konulmuştur. Vasküler endotel 

hücrelerinde nitrik oksit üretiminde artış aracılığı ile endotel bağımlı vazodilatasyonu artırdığı 

[169] gösterilen adiponektin, TNF-𝛼 tarafından indüklenen inflamatuar sitokinlerin üretimini 

baskılar [168]. Hayvan deneylerinde rekombinant adiponektin uygulanmasının obezite ve 

obezite ile ilişkili bozuklukları düzelttiği gösterilmiştir [170]. Buna ek olarak adiponektinin 

makrofaj köpük hücrelerinin transformasyonunu önleyerek ve insanlarda aterosklerotik plak 

oluşumuna katıldıkları gösterilen makrofaj yüzey adhezyon moleküllerinin ekspresyonunu 

azaltarak ateroskleroz gelişimine karşı koruyucu etki gösterdiği ortaya konulmuştur [171]. 

Ancak, yakın zamanlarda yapılan bir çalışmada yüksek adiponektin düzeylerinin stabil iskemik 

kalp hastalığı olan bireylerde mortalite ve kalp yetmezliği gelişimi ile ilişkili olduğu gösterilmiştir 

[172]. Bu da adiponektin ile obezite ilişkili kardiyak patolojiler arasındaki ilişkinin henüz 

aydınlatılmaya muhtaç olduğunu göstermektedir. 



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Sağlık Bilimleri enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2017 

 

14 
 

2.6.3. Adipolin 

 

Yeni bulunan bir yağ doku kökenli insülin duyarlaştırıcı adipokin olan adipolin (CTRP12) 

plazmada iki farklı izoformda bulunur: Tam boy fCTRP12 (40kDa) ve bölünmüş gCTRP12 (25 

kDa). Plazmada bulunan başlıca izoform gCTRP12’dir [173]. Adipolin IRS-1, IRS-2 (insülin 

reseptör substrat), Akt (Protein kinaz B) ve MAPK (Mitojen ile aktive kinaz) gibi insülin sinyal 

proteinlerinin fosforilasyonunu arttırarak insülin duyarlığında artışa yol açar [173]. Buna ek 

olarak adipolin plazma düzeyleri ile inflamatuar bir sitokin olan resistin düzeyleri arasında 

negatif korelasyon bulunmuştur [173]. Adipolin yağ dokuya makrofaj infiltrasyonunu ve yağ 

dokudan inflamatuar sitokinlerin salınımını azaltarak insülin direnci ve obezitede 

antiinflamatuar etki gösterir [174]. 

 

2.6.4. Visfatin 

 

İlk olarak periferik kandaki lenfositlerdeki ekspresyonu gösterilen ve kolonizasyon 

arttırıcı faktör olarak tanımlanan visfatin, 2005 yılında visseral yağ dokuda daha yüksek düzeyde 

eksprese edildiğinin saptanması ile yeni bir adipokin olarak tanımlanmış ve visfatin adını almıştır 

[175]. Yapılan in vitro çalışmalarda visfatin insülin benzeri bir etki göstererek adiposit ve 

myositler tarafından glukoz alınımını arttırmış, hepatik glukoz salınımını inhibe etmiş ve adiposit 

diferensiyasyonunu arttırmıştır [175]. İnsülin benzeri bu etkiler IRS-1 ve IRS-2’nin, insülinin 

bağlandığından farklı bir bölgeden fosforilasyonu aracılığı ile olur. Tip2 diabet hastalarında 

visfatin düzeyleri artarken tip1 diabetlilerde düşme eğilimindedir [176, 177]. 

 

2.6.5. Omentin 

 

İlk olarak galaktofuranoz bağlanan solubl lektin olarak tanımlanan [178] başlıca visseral 

yağ dokunun stromal vasküler fraksiyonu tarafından üretilen 38–40 kDa protein olan omentin 

yeni bulunmuş bir adipokindir. Yapılan in vitro çalışmalarda Akt sinyal yolağı aracılığı ile insan 

adipositleri tarafından glukoz alınımını arttırdığı gösterilen omentin ekspresyonunun obezite ve 

insülin direncinde azaldığı bulunmuştur [179, 180]. Endotel hücrelerine omentin uygulamasının 

nitrik oksit aracılıklı vazodilatasyona neden olduğu ve TNF-α nın yol açtığı inflamasyonu 

baskıladığı gösterilmiştir [181, 182]. Yapılan çalışmalarda omentinin santral oreksojenik etki 

gösterdiği bulunmuştur [183]. Normal bireylere kıyasla anoreksia nervozada plazma omentin 

düzeylerinin yüksek iken obezitede daha düşük olduğunun gösterilmesi ve plazma omentin 

düzeyleri ile BKİ (Beden kitle indeksi) arasındaki negatif korelasyonun ortaya konulması 

omentinin anti obezojenik etki gösterdiğini düşündürmektedir [184]. Omentinin insanlarda 
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insülin duyarlığını arttırıcı etkisini adiponektin upregülasyonu yaparak indirekt yolla gösterdiği 

düşünülmektedir [185]. 

 

2.6.6. Resistin 

 

Resistin benzeri moleküller ailesinin (RELM) bir üyesi olan resistin, ratlarda adipositler 

tarafından sentezlenirken insanlarda immün sistem hücreleri tarafından üretilmektedir. Sağlıklı 

farelere resistin uygulanmasının glukoz toleransını bozduğunun gösterilmesi ve diyetle 

indüklenen obezite gelişmiş farelerde resistinin immünolojik olarak nötralize edilmesinin glukoz 

toleransını ve insülin duyarlığını arttırdığının bulunması [186], obezitede insülin rezistansına 

resistinin artmış düzeylerinin yolaçtğını düşündürmektedir [187]. Buna ek olarak, tiazolidindion 

grubu ilaçlar gibi PPAR-γ ligandlarının resistin salınımını inhibe ettiği gösterilmiştir [188]. 

Resistinin endotel hücrelerinden endotelin-1ve MCP-1 dışında ICAM-1 ve ICAM-2 gibi hücre 

adhezyon moleküllerinin salınımını da indüklediği [189, 190] ve buna ek olarak aortik düz kas 

hücre proliferasyonunu arttırdığı gösterilmiştir [191]. Bütün bu bulgular, resistinin ateroskleroz 

patogenezinde de rol oynadığını göstermektedir. 

 

2.6.7. TNF-α 

 

Varlığı ortaya konulan ilk yağ doku kökenli faktör olan ve obezite ile inflamasyon ve 

diabet oluşumu arasındaki ilk bağlantının kurulmasını sağlayan TNF-α’nın bir adipokin olarak 

tanımlanması 1993 yılında Hotamışlıgil ve arkadaşları tarafından yapılmıştır [192]. TNF-α 26 kDa 

bir transmembran protein olarak sentezlenir ve bir metalloproteinaz tarafından yıkılarak 

dolaşıma 17 kDa bir protein olarak salınır [193]. İnsülin rezistansı ve obezite ile insan adipositleri 

tarafından üretilen TNF-α arasında sağlam bir pozitif korelasyon saptanmış olmasına [194]) 

karşın daha sonraki çalışmalar göstermiştir ki obezitede artan TNF-α’nın primer kaynağı yağ 

dokuya artan miktarlarda infiltre olan M1 makrofajlardır [195]. IRS1’in fosforilasyonu yolu [196, 

197] ile insülinin etkilerini inhibe eden TNF-α, JNK1’in (c-Jun N-terminal kinaz1) aktivasyonuna 

neden olurken IκB kinaz(IKK)/NFκB yolağını inhibe eder [198]. Buna ek olarak yapılan 

çalışmalarda TNF-α’nın hepatik lipogenezi de stimüle ettiği gösterilmiştir [199]. Yapılan bir 

çalışmada TNF-α’nın yağ asidi ile indüklenen sitokin üretimini arttırdığı gösterilmiştir [200]. 

Obezite ve kanser arasındaki ana bağlantılardan birinin TNF-α olduğu düşünülmektedir [201]. 
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2.6.8. IL-6 

 

İlk olarak 1985 yılında B hücre diferensiyasyon faktörü (BSF-2) olarak identifiye edilen 

İnterlökin-6 (IL-6) dolaşımda 22-27 kDa çoklu glikolize formlarda bulunur [202, 203]. IL-6’nın 

üçte biri yağ doku kökenlidir [203]. Geriye kalan üçte ikilik kısım; astrositler, lenfositler, endotel 

hücreleri, fibroblastlar, kemik iliği stroma hücreleri, keratinosit, mezenşimal hücreler, monosit 

ve çeşitli tümör hücreleri tarafından üretilir. IL-6 yağ dokuda stromal vasküler fraksiyondaki 

monosit, miyosit ve makrofajlardan salınır (Fain vd, 2004). Visseral yağ dokudan salınan IL-6 

miktarı deri altı yağ dokudan salınan IL-6’dan 2-3 kat fazladır [205]. Bir akut faz reaktanı olan IL-

6, akut faz yanıtına karışmanın dışında bağışıklık, endometrial dokunun büyümesi, kemik 

oluşumu, üreme, hipofiz hormonlarının salınması [206, 207], tümör oluşumu, artrit [208] ve 

yaşlanmada da aktif rol oynar [209, 210]. IL-6 etkilerini hem solubl hem de membrana bağlı 

formları aktif durumda olan IL-6R reseptörleri aracılığı ile gösterir [211]. Yapılan çalışmalarda 

IL-6’nın yapısal bir uyku düzenleyici faktör olduğu bulunmuştur. Narkolepsi, uyku apne 

sendromu gibi durumlarda IL-6 düzeylerinin arttığı gösterilmiştir [212]. Yapılan klinik 

çalışmalarda artmış serum IL-6 düzeyleri obezite, insülin direnci ve tip 2 diabet ile korele 

bulunmuştur [213-216]. İnsan deneklere IL-6 infüzyonu hepatik glukoz çıkışında artış ve 

hiperglisemiye neden olur. Bunun yanı sıra, lipolitik etki gösterir ve dolaşımdaki serbest yağ asidi 

düzeylerini arttırır [217-219]. 

 

2.6.9. Retinol Bağlayan Protein-4 (Rbp4) 

 

Temel olarak karaciğerde üretilen bir retinol transport proteini olan Rbp4 adipositler 

tarafından da üretilir [220]. İnsanlarda yüksek Rbp4 dolaşım düzeyleri insülin direnci ve obezite 

ile ilişkili bulunmuştur [221]. Rbp4’ün metabolik sendromun erken dönemlerine karıştığı 

düşünülmektedir [220, 222]. Rbp4 enjeksiyonları ya da transgenik Rbp4 ekspresyonunun 

farelerde insülin rezistansına karıştığı gösterilmiştir [223]. Bunun yanı sıra birçok klinik 

çalışmada tip2 diabet hastalarında Rbp-4’ ün yüksek olduğu gösterilmiştir [221, 224, 225]. 

 

2.6.10. SFRP5 (Secreted Frizzled Related Protein 5) 

 

Yakın zamanlarda antiinflamatuar bir adipokin olarak tanımlanan sfrp5’in yağ kütlesi ile 

sıkı bir korelasyon içinde olduğu gösterilmiştir. Zayıf farelerde düzeyleri yüksek olarak saptanan 

sfrp5’in obez farelerde düşük düzeyde eksprese edildiği gösterilmiştir [226]. Bunun yanı sıra 

obez ve diabetik farelere sfrp5 enjeksiyonu metabolik fonksiyonu düzeltir ve yağ doku 

inflamasyonunu azaltır. Srpf5 Wnt5a sinyal yolağı aracılığı ile yağ doku inflamasyonunun önemli 
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bir mediatörü olan JNK1 sinyal yolağının [227, 228] aktivasyonunu ortadan kaldırır. Bu yolla, JNK 

aktivasyonu sonucu oluşan yağ doku inflamasyonunu düzeltir [226]. 

 

2.6.11. PEDF (Pigment Epitelyum Kökenli Faktör) 

 

PEDF bir serin proteaz inhibitör(serpin) ailesi üyesidir. Başlangıçta insan retinal pigment 

epitelyum hücrelerinden salındığı gösterilen bir nörotrofik faktör olarak identifiye edilmiştir 

[229]. PEDF, retinoblastom tümör hücrelerini diferensiye non-proliferatif nöronlara 

dönüştürebildiği bulunan 50 kDa bir glikoproteindir [230]. Bunun yanı sıra, potent bir anjiogenez 

inhibitörü olan [231] PEDF vasküler endotel growth faktör (VEGF) ve reseptörlerini modüle 

ederek etki gösterir [232]. Yakın zamanlarda, PEDF’nin adipositler tarafından oldukça yaygın 

olarak salındığı ve insülin direnci, diabet ve obeziteye bağlı hastalıkların gelişiminde rol oynadığı 

gösterilmiştir [233]. PEDF düzeyleri metabolik sendromlu bireyler ve tip 2 diabet hastalarında 

yüksek bulunmuştur. İnflamatuar bir sitokin olan PEDF adiposit lipolizini artırır, mitokondriyal 

disfonksiyona yol açar ve kas dokuda ve karaciğerde yağ birikimini arttırarak insülin direncine 

yol açar [234, 235]. PEDF inflamatuar etkilerini bir hücre yüzey reseptörü aracılığı ile gösterir 

[236]. Yapılan çalışmalarda bu reseptörün yağ ve glukoz homeostazının sürdürülmesi için kilit 

önemde olan adipoz trigliserit lipaz olduğu gösterilmiştir. 

 

2.6.12. Progranulin(PGRN) 

 

90 kDa glikozile bir peptid olan progranulin, salındığında proteolize olarak granulinlere 

degrade olur [237]. İnsülin direnci hücre kültürü modellerinde yapılan hücre kültürü 

çalışmalarında salınımı TNF-α ve deksametazon tarafından indüklenen bir adipokin olduğu 

bulunmuştur. Obez farelerde kan ve yağ dokudaki düzeyi yüksek bulunmuş olan PGRN, 

pioglitazon uygulaması ile normal düzeylere iner [238]. PGRNnin IL-6 üzerine etki göstererek 

yüksek yağlı diyet ile indüklenen insülin direnci ve obeziteye aracılık ettiği gösterilmiştir [238]. 

PGRN’nin IL-6 ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiştir [238]. Bunun yanı sıra obez bireylerde yağ 

doku kitlesi ile PGRN düzeyleri arasında korelasyon olduğu gösterilmiştir [239]. PGRN dolaşım 

düzeylerinin tip2 diabetli bireylerde anlamlı olarak yüksek olduğu ve IL-6, yüksek duyarlıklı C-

reaktif protein (HsCRP) ve omental yağ dokuya makrofaj infiltrasyonu ile sıkı korelasyon içinde 

olduğu gösterilmiştir [240]. 
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2.6.13. aP2 (Adiposit Yağ Asidine Bağlanan Protein-2) 

 

Sitoplazmik yağ asidine bağlanan proteinler (FABP-fatty acid binding protein) ailesinin 

bir üyesi olan aP2 (adiposit lipid-bağlanan protein 2), 14-15 kDa bir proteindir. FABPlar dokuya 

spesifik olarak eksprese edilir ve yağ asitlerine bağlanır [241, 242]. Adipositler tarafından 

salgılanan major FABP üyesi olduğu gösterilen aP2’nin yağ dokudaki makrofajlar tarafından da 

salındığı gösterilmiştir [243]. Makrofajlarda aP2 ekspresyonunun PPAR agonistleri ve LDL 

uygulamasının yanı sıra monositlerin makrofajlara diferensiyasyonu tarafından arttırıldığı ve 

statinler tarafından düşürüldüğü gösterilmiştir [243-246]. Morbid obezitede yağ dokuda görülen 

hipoksik koşulların simüle edildiği hücre kültürü çalışmalarında adipositlerden aP2 salınımının 

arttığı gözlenmiştir. Bu deneylerde artmış olan aP2nin glukoz ile stimüle edilen insülin salınımını 

anlamlı olarak arttırdığı bulunmuştur. Yapılan çalışmalarda aP2 eksikliğinin diyet kaynaklı ya da 

genetik obezitede sistemik glukoz ve lipid metabolizmasını düzelttiği gösterilmiştir [247, 248]. 

Bunun yanı sıra hem in vivo hem de in vitro çalışmalarda aterosklerotik plaklardaki 

makrofajlarda aP2nin yüksek düzeyde eksprese edildiği gösterilmiştir [243]. Buna ek olarak 

deneysel hayvan modellerinde aP2 eksikliğinin ateroskleroz gelişiminde belirgin bir azalmaya 

yol açtığı ortaya konulmuştur [243]. Bu sonuçlar makrofajlardan salınan aP2’nin ateroskleroz 

gelişiminde önemli rol oynayabileceğini düşündürmektedir. 

 

2.6.14. Apelin 

 

1998 yılında bir G proteini kenetli reseptör olan APJ’nin (apelin reseptörü) ligandı olarak 

identifiye edilen apelin [249], apelin-36, apelin-17, apelin-13 ve piroglutamat apelin-13’ü de 

içeren birkaç bioaktif peptidden oluşan77 aminoasitli bir propeptid olarak salıverilir [250]. İnsan 

plazmasında her üç izoformda bulunur [251]. Apelin mayalardan insanlara kadar birçok ökaryot 

organizmalarda eksprese edilir. 1993 yılında keşfedildikten sonra [252] apelinin keşfine kadar 

orfan reseptör olarak kabul edilen APJ’e (apelin reseptörü) bağlanarak etki gösterir [249]. Apelin 

reseptörü ile anjiotensin-1 reseptörü arasında %54 homoloji mevcuttur ancak, anjiotensin-2 

apelin reseptörüne bağlanmaz [252]. Apelin ve apelin reseptörünün beyin [253-256], kemik iliği 

stroması [257], akciğer [258], kalp, büyük ve orta arterlerin intima ve media tabakası [258-260], 

dalak, ince barsak ve kolon mukozasında [253] eksprese edildiği gösterilmiştir. Obez ve insülin 

direnci olan bireylerde plazma apelin düzeylerinin yüksek olduğu gösterilmiştir. Bu bireylerde 

apelinin yağ dokudaki adipositlerden yüksek miktarda salındığının gösterilmesi ile birlikte apelin 

bir adipokin olarak tanımlanmıştır [261]. Apelin kahverengi yağ dokudan da salınmaktadır [262]. 

Apelinin kahverengi adipositlerin diferensiyasyonunu indüklediği ve beyaz ve bej yağ dokunun 

kahverengi yağ dokuya dönüşümünü arttırdığı gösterilmiştir [263]. Organizmada çok geniş bir 
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aralıkta farklı etkiler gösteren apelin ve apelin reseptörleri günümüzde apelinerjik sistem olarak 

adlandırılmaktadır. Apelinin bazı HIV (Human immune deficiency virus) enfeksiyonu türlerine 

karşı önleyici etki gösterdiği bulunmuştur [264]. Bunun yanı sıra apelinin kan basıncını 

düşürdüğü gösterilmiştir [265, 266]. Apelinin kan basıncı üzerine etkisini nitrik oksit aracılıklı 

bir mekanizma ile oluşturduğu ortaya konulmuştur [266]. Apelin kardiyak kaslar ve kan 

damarlarının kontraksiyonunu modüle eder [267, 268], su ve gıda alımını düzenler, hipofiz 

hormonlarının salınımını modüle eder [269]). Yapılan çalışmalarda apelinin enerji 

metabolizmasını düzenlediği ve sıvı homeostazının düzenlenmesinde etkili olduğu ortaya 

konulmuştur [269]. Bununla birlikte, apelinin bu bölgelerde oluşturduğu etkiler anjiotensinojene 

karşıt yöndedir [270-272]. Beyinde sıvı homeostazı için kilit bölgelerde apelin mRNA 

ekspresyonu gösterilmiştir. Apelin vasopressinerjik nöronlarda bulunan apelin reseptörleri 

aracılığıyla bu nöronların aktivitesini ve vasporessin salınımını modüle eder [269, 273-276]. 

Apelinin gebelik ve laktasyon süresince meme bezlerinde yüksek düzeyde eksprese edildiği ve 

kolostrum içeriğinde fazla olmak üzere sütle de sekrete edildiği gösterilmiştir [277]. Obezitede 

yağ doku kitlesinin artışına yol açan nedenlerden birisi olduğu gösterilen hipoksi nedeniyle 

apelin sekresyonunun arttığı ve yağ dokuda oluşan anjiogenezi indüklediği gösterilmiştir [278, 

279]. Apelin kardiyovasküler sistemde hem potent vazodilatatör hem de pozitif inotrop etki 

gösterir. Yapılan çalışmalarda bu pozitif inotropik etki hem intakt hem yetmezlikteki kalpte 

ortaya konulmuştur [280-282]. Nanomolar düzeydeki etkinliği ile apelin, bilinen en potent 

inotropik ajanlardandır. Apelinin oluşturduğu kasılmalar izopreterenolün oluşturduğu 

kasılmaların %70’ine ulaşır. Apelinin oluşturduğu kasılmalara PLC (Fosfolipaz C), PKC (Protein 

kinaz C), NHE (Na+/H+exchanger) ve NCX’in (Na+/Ca2+ Exchanger) aracılık ettiği ortaya 

konulmuştur [283]. Apelinin damar düz kas hücrelerinde myozin hafif zincir (MLC) 

fosforilasyonu yolu ile kasılmaya neden olduğu gösterilmiştir [284]. 
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Şekil 2.4. Apelin/APJ etkileşimine karışan yolaklar. Endotel disfonksiyonu varlığında ya da 
yokluğunda apelin/APJ etkileşimi sonucu oluşan vazomotor etkilerden sorumlu intrasellüler 
yolaklar görülmektedir. DAG- Diaçilgliserol; eNOS- Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz; Gi- İnhibitör G 
proteini; sGC- Solubl Guanilat Siklaz; GTP- Guanozin trifosfat; cGMP- Siklik Guanozin Monofosfat; 
IP3- İnositol Trifosfat; L-Arg- L-Arginin; NCX- Na+/Ca2+ Exchanger; NHE- Na+/H+ Exchanger; NO- 
Nitrik Oksit; PI3K- fosfoinozitid 3-kinaz; PKC- Protein Kinaz C; PLC- fosfolipaz C. [285] 
 

2.7. Bir İnflamasyon Kaynağı Olarak Yağ Dokusu 

 

Obez kemirgenlerde TNF-α’nın yağ dokudan salıverildiğinin [192] ve bu adipokinin 

nötralizasyonunun insülin direncini ortadan kaldırdığının bulunmasının [286] ardından, 

obezitenin inflamatuar boyutu olabileceği düşünülmeye başlanmış ve bunu takiben yapılan 

çalışmalar bu konsepti doğrulamıştır. Bunun ötesinde, yağ doku kökenli kronik düşük düzeyde 

inflamasyonun insülin direncine ve metabolik sendroma neden olduğu gösterilmiştir [287]  

Yağ dokusu hücresel düzeyde incelendiğinde %50’sinin olgun adipositlerden oluştuğu, 

geri kalan %50’yi stromal vasküler fraksiyonun oluşturduğu görülmektedir. Stromal vasküler 

fraksiyon fibroblastlar, preadipositler, immün hücreler, endotel hücreleri ve düz kas 

hücrelerinden oluşur [83, 288, 289]. Sağlıklı erişkinlerde yağ dokusunda bulunan makrofajların 

yüzdesi %10 civarındayken, bu oran obez bireylerde %40-50’ye kadar çıkabilir [290]. Viseral yağ 

dokuda subkütanöz yağ dokuya göre daha fazla miktarda makrofaj infiltrasyonu bulunmaktadır 

[291]. Yağ dokuda makrofaj artışını başlatan faktörlerden birinin adipositler tarafından 

salgılanan MCP-1 olduğu gösterilmiştir [292]. Zayıf bireylerde yağ dokusundaki makrofajların 

büyük kısmı anti-inflamatuar özellikleri olan M2 fenotipindeki makrofajlardan oluşurken, obez 

bireylerde makrofajlar ağırlıklı olarak viral ve bakteriyel infeksiyonlara karşı konak 

savunmasında merkezi rol oynayan ve salgıladıkları sitokinlerle insülin direncini arttıran pro-
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inflamatuar M1 fenotipidir [293]. Bu pro-inflamatuar makrofajların salgıladıkları sitokinler 

mitokondrinin fonksiyonlarını inhibe ederek bozulmuş lipolize yol açar, mitokondrial reaktif 

oksijen radikallerinin artışına ve insülin direncine, dislipidemi ve inflamasyona neden olur [288]. 

Birçok çalışmada BKİ’nin (beden kitle indeksi) sistemik dolaşımdaki CRP, IL-1β, IL-6, IL-8, PAI-1, 

P-selektin, vasküler hücre adezyon molekülü 1 (VCAM-1), fibrinojen, angiotensinojen, SAA3 

(Serum Amiloid A 3), ve α1-asit glikoprotein, ANGPTL2 (angiopoietin-like protein 2); RBP-4 gibi 

birçok inflamatuar proteinin dolaşımdaki düzeyleri ile korele olduğu gösterilmiştir [294-297]. 

 

2.8. Metabolik İşlevler Açısından Yağ Doku 

 

Metabolik işlevler açısından değerlendirildiğinde beyaz yağ dokunun iki temel işlevi 

bulunmaktadır: Alınan fazla enerjinin depolanması amacı ile yağ asitlerinin sentezi (lipogenez) 

ve trigliseritlerin mobilizasyonu ve hidrolizi (lipoliz) [298]. Adipositlerde hücresel içeriğin %80-

90’ını hücrenin merkezinde yer alan tek büyük lipid dropletinin içinde bulunan trigliseritler 

oluşturur. Trigliserid sentezi, üç yağ asidinin bir gliserol molekülü ile birleşmesi yoluyla olur. Bu 

işlem için gereken yağ asitleri ya şilomikron ve VLDL’nin (Çok düşük dansiteli lipoprotein) 

eksternal uptake ile yağ hücresine alınması yolu ile ya da asetil KoA’dan sentez yolu ile sağlanır. 

Eksternal uptake ile alınan yağ asitleri ya dolaşımda albümine bağlı olan serbest yağ asidi olarak, 

ya da trigliseritlerin hidrolizi ile oluşan yağ asitlerinden sağlanır. Yağ dokuda de novo lipogenez 

insanlarda karaciğere göre daha düşük önemdedir [299]. Bu süreçte oksaloasetat, malat 

dehidrogenaz tarafından malat’a indirgenirken, asetil-KoA asetil-KoA karboksilaz tarafından 

malonil-KoA’ya karboksile edilir. Yağ asidi sentazın aktivasyonu sonucu malonil KoA ve asetil 

Koa’nın birleşerek palmitik asiti oluşturur. Palmitik asitten de stearik asit oluşur. Palmitik ve 

stearik asit stearoyl-KoA desaturaz tarafından desature edilerek palmitoleik ve oleik asit oluşur. 

Bu bileşikler gliserol 3 fosfat ile birleşerek trigliseritler oluşur. 

 

2.9. Adiposit Diferensiyasyonu 

 

Obezitenin hücresel düzeyde gelişim mekanizmalarından birinin var olan adipositlerin 

hacimlerinin artışına ek olarak yağ dokusu stromal vasküler fraksiyonu içerisinde bulunan 

mezenşimal hücrelerin diferensiyasyona uğrayarak olgun adipositlere dönüşümü olduğu 

bilinmektedir. Vücuttaki yağ dokusunun artışına yol açan bu mekanizmaya ek olarak kemik 

iliğinde bulunan mezenşimal hücrelerin de tiazolidindionlar ya da fazla yağ alımı gibi uyarılara 

yanıt olarak yağ dokuda toplanabildikleri ve adipositlere diferensiye olabildikleri gösterilmiştir 

[300]. Preadipositlerin diferensiyasyon sürecini oluşturan basamakların net olarak açıklığa 
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kavuşması, diferensiyasyonun inhibisyonuna ve böylece vücuttaki adiposit sayısının 

sınırlandırılmasına yardımcı olacak yeni yaklaşımlar geliştirilmesini olası kılacaktır. 

Günümüzde adiposit diferensiyasyonunu değerlendirmek amacı ile çeşitli hücre tipleri 

kullanılmakta olup, bu hücre tipleri potenslerine göre başlıca iki grupta incelenebilir. İlk grup 

adiposit, myosit ve kondrositlere yönlenebilen pluripotent fibroblast hücre hatlarını (10T1/2, 

BALB/c-3T3, RCJ3.1 ve CHEF/18 fibroblastları) içerir. Diğer grup ise adipositlere diferensiye olan 

yönlenmiş fibroblast benzeri preadipositleri (3T3-L1, 3T3-F422A, 1246, Ob1771, TA1, and 30A5 

preadipositleri) içerir. Diferensiyasyon çalışmalarında daha sık kullanılan bu ikinci grup hücre 

hatlarıdır [301]. Bu hatlardan 3T3-L1 ve 3T3-F422A en kapsamlı şekilde tanımlanmış olan ve 

adipositlerle ilgili diferensiyasyon çalışmalarında en yaygın kullanılan hücrelerdir [301]. 3T3-L1 

ve 3T3-F422A hücre hatları 17-19 günlük Swiss 3T3 fare embriyolarının disagrege edilmesi ve 

klonlanması ile elde edilen embriyonik fibroblastlardır [301-303]. 3T3-L1 preadipositleri fareye 

enjekte edildiğinde diferensiye olarak, yağ dokudan ayırt edilemeyen yağ pedleri oluştururlar 

[304]. 30 yıldan fazla süredir bu hatların tercih edilmesinin nedenlerinden en önemlilerinden 

birisi, uygun diferensiyasyon indükleyicileri ile standardize bir diferensiyasyon sürecinin 

ardından yapısal ve biyokimyasal olarak in situ adiposit benzeri homojen olgun adiposit hücre 

populasyonu oluşturmalarıdır. Pasajlamalar sonucu hücresel varyasyonlar göstermemeleri ve 

bunun yanı sıra, uzun dönemli çalışmalarda güvenle kullanılabilmeleri, çeşitli ajanların lipolitik 

ve anti-lipolitik etkilerinin değerlendirilmesi için uygun olmaları diğer avantajlarıdır [305].  

 

2.10. Adiposit Diferensiyasyonunun Pozitif ve Negatif Efektörleri 

 

Preadipositlerden olgun adipositlerin oluşumu ile sonuçlanan diferensiyasyon, biribirini 

izleyen net olarak tanımlanmış bir dizi basamaktan oluşan çok iyi organize olmuş bir süreçtir. 

3T3-L1 klon hücre hatları ile yapılan deneylerde bu sürecin temel olarak 2 basamaktan oluştuğu 

ortaya konmuştur: Determinasyon evresi ve terminal diferensiyasyon evresi. Determinasyon 

evresi temel olarak mezenşimal kök hücrelerin başka hücre tiplerine diferensiye olabilme 

yeteneklerini kaybederek preadipositlere dönüştükleri evre olarak tanımlanabilir. Terminal 

diferensiyasyon evresi ise preadipositlerin çarpıcı bir morfolojik değişim geçirerek iğsi fibroblast 

yapısından yuvarlak yapıdaki adipositlere dönüştüğü evredir. Bu evrede hücreler insülin etkisine 

yanıt verebilme, lipid sentezi, transportu ve depolanabilmesi için gereken hücresel 

mekanizmalar, adipokin salgılama gibi temel olgun adiposit özelliklerini kazanırlar [306]. 

Diferensiyasyon sürecine etkili çeşitli faktörler temel olarak transkripsiyonal ya da ekstranükleer 

düzeyde etki oluştururlar. Pozitif etkili efektörlerden beyaz yağ hücresi diferensiyasyonunun en 

erken aktivatörleri AP-1 (aktive edici protein-1) ailesi transkripsiyon faktörleridir. v-Jun, c-Jun, 

JunB, JunD, v-Fos, c-Fos, FosB, Fra1, Fra2 ve aktivasyon transkripsiyon faktörlerini (ATF2, 
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ATF3/LRF1 ve B-ATF) içeren geniş bir grup olan AP-1’in aktivasyonu kritik bir adipojenik 

transkripsiyon faktörü olan PPARγ’yı indükler [301]. Yapılan çeşitli çalışmalarda 

diferensiyasyonun başlangıcında bu aileden c-Fos, c-Jun, Fos-B, ve Fra1’in aktive olduğu 

gösterilmiştir [307]. Diferensiyasyon süreci üzerine pozitif etkili diğer transkripsiyon faktörleri 

KLF (Kruppel like factors) ailesinin bazı üyeleri (KLF 4, 5, 6 ve 15), C/EBP (CCAAT-enhancer-

binding protein) ailesi üyeleri, SREBP’dir (sterol yanıt elemanı bağlayıcı protein). KLF5 adiposit 

diferensiyasyonunun erken aşamalarında aktive olan ve çeşitli çalışmalarda diferensiyasyon için 

mutlaka gerekli olduğu gösterilen bir proteindir [308]. KLF-4 beyaz yağ doku stromal vasküler 

fraksiyonundaki preadipositlerde yüksek oranda eksprese edilirken olgun adipositlerde çok 

düşük düzeyde olduğu gösterilmiştir [309]. Adiposit diferensiyasyonunun erken aşamalarında 

KLF-4 mRNA’sının indüklendiği ve SiRNA ile “knockdown” edilmesinin adiposit oluşumunu 

belirgin düzeyde azalttığı gösterildiğinden, KLF-4’ün diferensiyasyon için kilit proteinlerden biri 

olduğu düşünülmektedir [310]. C/EBP ailesi α, β, δ ve γ’nın adiposit diferensiyasyonunda 

organize bir şekilde etki göstererek diferensiyasyonu indükledikleri gösterilmiştir. 

Diferensiyasyonun çok erken aşamalarında C/EPBβ, izobutilmetilksantin tarafından ve C/EBPδ, 

deksametazon tarafından indüklenir. C/EBPα ise C/EPBβ ve C/EBPδ’nin organize etkisi 

tarafından aktive edilir [311]. Yapılan çalışmalarda C/EBPβ, δ ya da α’nın inhibisyonunun 

diferensiyasyonda azalma ile sonuçlandığı görülmüştür [312]. SREBP ailesi proteinlerden beyaz 

yağ dokuda en fazla eksprese edilen izoform SREBP1-c’ dir ve adipogenezde rol oynar [313]. 

Adipogeneze karıştığı bilinen bir diğer efektör protein grubu STAT (Signal transducer and 

activator of transcription) ailesidir. Bu proteinlerden STAT 1, 3, 5a, 5b ve 6 adipositlerde eksprese 

edilir ve 1, 5a ve 5b’nin 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu sırasında yüksek düzeyde 

eksprese edildiği bulunmuştur [314]. Bunun yanı sıra STAT5a ve 5b protenlerinin 

aktivasyonunun 3T3-L1 hücrelerinde PPARγ ekspresyonunda artış oluşturduğu gösterilmiştir 

[315]. Adiposit diferensiyasyonu ile ilgili birçok proteinin varlığı ortaya konulmuşsa da 

bunlardan en önemlisi, adiposit diferensiyasyonu için gerekli ve yeterli olduğu gösterilen hormon 

nükleer reseptörleri süperfamilyasının bir üyesi olan PPARγ’dır [316-318]. PPARγ 

diferensiyasyonun ana düzenleyicisidir. PPARγ1 ve PPARγ2 alt tiplerinden PPARγ2 yağ 

hücrelerinde yaygın olarak eksprese edilir ve adiposit diferensiyasyonunu düzenleyen temel 

alttip olduğu gösterilmiştir [318, 319]. Yapılan çeşitli çalışmalarda PPARγ2 nin adiposit 

diferensiyasyonu ve insülin sensitivitesi için önemli olduğu gösterilmiştir [320, 321]  

 

2.11. 3T3-L1 Preadipositlerinin Diferensiyasyonu Sırasında Gen Ekspresyonu 

 

Diferensiyasyon sürecinin başlangıcında 3T3-L1 preadipositleri konfluent olduğunda 

diferensiyasyonun erken belirteçleri eksprese edilmeye başlar. Yapılan çalışmalarda temas 
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inhibisyonu aşamasında ilk olarak ekspresyonunda artış olan genlerin tip VI kolajen ve lipaz 

genleri olduğu gösterilmiştir [322, 323]. Diferensiyasyonun en erken aşamasında, 

diferensiyasyon indükleyici deksametazon, insülin, izobutilmetilksantinin hücre kültür ortamına 

eklenmesinden yalnızca 1 saat sonra 3T3-L1 hücrelerinde c-fos, c-jun, junB, c-myc ile C/EBP β ve 

δ’nın indüklendiği gösterilmiştir [324]. C/EBP β deksametazona yanıt olarak indüklenirken, 

C/EBP δ’nın izobutilmetilksantin eklenmesi sonrası indüklendiği gösterilmiştir. C/EBP β ve δ’nın 

diferensiyasyonun 2. gününde başlayan ve 3.-4. gününde maksimum düzeyine ulaşan PPARγ’nın 

ekspresyonuna aracılık ettiği düşünülmektedir [325, 326]. C/EBP β ve δ’nın ekspresyonu 

koordine şekilde diferensiyasyon indükleyici kokteyl uygulanmasından 2 gün sonra başlayan ve 

5. günde maksimuma ulaşan C/EBP α’nın ekspresyonunu indükler [327, 328]. 

 

2.12. Adiposit Diferensiyasyonu Evreleri 

 

3T3-L1 ve NIH3T3F42A gibi klonal hücre hatlarında yapılan çalışmalarda adiposit 

diferensiyasyonu temel olarak iki evrede karakterize edilmiştir: 

 

2.12.1. Yönlenme: 

 

Bu aşamada mezenşimal kök hücre yapısal olarak diğer kök hücrelerden ayırt edilemeyen 

ancak adiposit dışındaki diğer hücrelere yönlenme yeteneğini kaybettiği preadiposit halini alır. 

Hücre kültür ortamındaki hücreler belirli bir yoğunluğa ulaştığında kontakt inhibisyon adı 

verilen bir mekanizma ile hücreler büyüme duraklaması aşamasına geçer. Bu aşamada tüm 

hücreler G1 fazına girerler [329]. Yağ doku vasküler stromal fraksiyonunda bulunan mezenşimal 

kök hücrelerin preadipositlere yönlenme aşamasına girmesini tetikleyen faktörün ne olduğu net 

olarak bilinmemekle birlikte, yapılan çalışmalarda Bmp ve Wnt ailesi proteinlerin bu süreçte 

kritik rol oynadığı görülmektedir [82]. Yakın zamanlarda yapılan bir çalışmada BMP-4’ün (Bone 

morphogenic protein-4) over kanseri hücre hattında Rho-kinaz aktivasyonu yaptığı 

gösterilmiştir [330]. Bunun yanı sıra, ROCK inhibitörü Y-27632’nin uygulanmasının BMP-2 (Bone 

morphogenic protein-2) indüksiyonu yolu ile ektopik kemik oluşumunu arttırdığı gösterilmiştir 

[331]. Ayrıca, BMP-2 ve BMP-4’ün kök hücrelerin adiposit hattına yönlenmesini indüklediği 

gösterilmiştir [332-335]. İlginç olarak Wnt ailesi glikoproteinler yönlenme aşamasını indükleyici 

rollerinin [336] yanı sıra, terminal diferensiyasyon aşamasında inhibitör etki gösterirler [337, 

338]. 

Son çalışmalarda A33 hücrelerinde Wnt sinyal yolağını aktive ettiği gösterilen ve yeni 

tanımlanmış R-spondin2 ve 3’ün proliferasyon süreci sırasında köken aldıkları C3H10T1/2 kök 

hücrelerine oranla dramatik olarak upregüle olduğu gösterilmiştir [336]. Bunun yanı sıra, Wnt 
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sinyal yolağının downstream transkripsiyon faktörleri olan Lef1(Lymphoid enhancer-binding 

factor 1) ve Tcf’ nin (transcription factor) ekpresyon düzeylerinin de prolifere A33 hücrelerinde 

C3H10T1/2 kök hücrelerine göre değiştiği gösterilmiştir. Bununla birlikte, preadipositlerde 

yüksek miktarda eksprese edilen ve diferensiyasyon süreci sırasında düzeylerinin düştüğü 

gösterilen WNT10b’nin adiposit diferensiyasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir [337]. Bu 

bulgular ışığında Wnt sinyal yolağı özellikle yönlenme ve proliferasyon olmak üzere adiposit 

diferensiyasyon sürecinin tüm aşamalarına karışıyor gibi görünmektedir. 

 

2.12.2. Mitotik Klonal Ekspansiyon: 

 

Adiposit diferensiyasyon sürecinin indüklenmesi amacı ile klon hücre hatlarının 

konflüent olmasının ardından temas inhibisyonu ve preadiposit yönlenmesi olduktan sonra 

hücre kültür ortamına verilen adiposit diferensiyasyon indükleyicileri tarafından adipogenez 

indüklenir. Bu aşamadan itibaren preadipositler karmaşık bir süreç sonucunda ardışık olarak 

aktive olan çeşitli transkripsiyon faktörlerinin etkisi ile eşzamanlı olarak tekrar hücre siklüsüne 

girerek iki tur mitotik bölünme gerçekleştirdikleri mitotik klonal ekspansiyon olarak adlandırılan 

bir evreye ulaşırlar. Klon hücre hatları ile yapılan çalışmalarda mitotik klonal ekspansiyonun 

varlığı ve diferensiyasyon süreci için gerekliliği gösterilmiş olmakla birlikte, insanlardan elde 

edilen yağ doku kökenli mezenşimal kök hücrelerin diferensiyasyon sürecinde mitotik klonal 

ekspansiyona girmediği gösterilmiştir [339]. Bu hücrelere sitozin arabinozid verilerek mitoz 

bölünmenin inhibe edilmesinin adiposit gelişiminde herhangi bir duraklama ya da azalmaya yol 

açmaması [329] iki olasılıktan birini akla getirmektedir: Ya mitotik klonal ekspansiyon insan 

primer yağ doku fibroblastlarının diferensiyasyon süreci için gerekli bir basamak değildir; ya da 

bu hücreler hâlihazırda insan vücudunda bu aşamayı geçmiş durumda bulunmaktadırlar [340]. 

Bunun yanı sıra, 3T3-L1 preadipositlerine selektif hücre permeabl MEK (Map kinaz kinaz) 

inhibitörü PD 98059 (2′-Amino-3′-metoxiflavon) uygulanmasının preadipositlerin mitotik klonal 

ekspansiyonunu inhibe etmesine rağmen diferensiyasyon üzerine herhangi bir etki yapmadığı 

gösterilmiştir [341]. Adipogenezin indüksiyonunun ilk 24 saati içerisinde artmaya başlar ve 

bununla birlikte eşzamanlı olarak hücreler hücre siklüsüne tekrar girerler ve mitotik klonal 

ekpansiyon durur [342]. Hücre siklüsünün G1 fazından S fazına geçiş sırasında C/EBP-β 

hiperfosforile olur ve ardışık olarak glikojen sentaz kinaz-3-β ve mitojen aktive protein kinaz 

(MAPK) tarafından aktive edilir. Ardından C/EBP-β’ C/EBP-α ve PPAR-γ’nınpromoter 

bölgelerindeki C/EBP düzenleyici elemanlar ile etkileşime girmesi adiposit diferensiyasyonunun 

kilit transkripsiyon faktörleri olan C/EBP-α ve PPAR-γ’yı indükler [343]. Mitotik klonal 

ekspansiyon sırasında ilk mitoz döngüsü indüksiyondan 24-36 saat sonra tamamlanırken ikinci 

mitoz döngüsü indüksiyondan 48-60 saat sonra tamamlanır. Bu iki mitoz döngüsü sonucunda 
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hücre sayısı 4 kat kadar artar [342]. Diferensiyasyon için gerekliliği tartışmalı olmasına rağmen, 

mitotik klonal ekspansiyon olarak adlandırılan evrenin oldukça karmaşık, biribirini eşzamanlı 

olarak izleyen basamaklardan oluşan ve tüm hücrelerin aynı zamanda hücre döngüsünün belirli 

aşamalarına girdiği bir süreç olduğu gösterilmiştir [342]. 

 

2.12.3.Terminal Diferensiyasyon: 

 

Mitotik klonal ekspansiyon evresinin tamamlanmasının ardından hücreler, terminal 

diferensiyasyon aşamasına girerler. Bu dönem, preadipositlerin olgun adiposit özelliklerini 

kazanmaya başladıkları dönemdir. Hücreler, lipid sentez ve depolanması için gereken özelliklerin 

yanı sıra, insülin etkisi ve adipositokinler ile diğer adiposit-özgün proteinlerin sentezi için gerekli 

özellikleri edinmeye başlarlar. Sürecin başlangıcında sitozole dağınık partiküller olarak hücre 

içinde biriken lipid damlacıkları boyut olarak büyümeye başlar ve biribirleri ile birleşerek 

terminal diferensiyasyon evresinin tamamlanması ile hücrenin merkezinde nukleusu ve diğer 

hücre içi organelleri kenara iten büyük tek bir lipid damlacığı halini alır [306]. 
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Şekil 5. Adiposit diferensiyasyonunun evreleri. İçinde adipositlerin de bulunduğu farklı 
hücrelere diferensiye olabilme yeteneğindeki multipotent kök hücrelere uygun çevresel koşullar 
sağlandığında bu hücreler preadipositlere dönüşerek mitotik klonal ekspansiyona ve ardından 
terminal diferensiyasyon sürecine girer. Hücreler boyut olarak büyürken, hücre içinde biriken 
lipid damlacıkları birleşir ve neredeyse hücrenin tümünü dolduran tek bir lipid damlası oluşur. 
Bu sürece eşlik eden moleküler olaylar sağda yaklaşık uzunluğunu gösteren oklarla gösterilmiştir 
[344]. 
 
2.13. G Proteinleri 

 

Hücre yüzeyindeki reseptöre bütünleşik halde bulunan ve gelen uyarıların reseptörü 

aktive etmesini takiben sonucu hücre içine aktarılarak hücre içindeki çeşitli sinyal yolaklarının 

aktive olmasını sağlayan G proteinleri başlıca iki sınıfa ayrılır: Heterotrimerik G proteinleri ve 

monomerik küçük G proteinleri. 

 

2.13.1. Heterotrimerik G Proteinleri 

 

Heterotrimerik G proteini aracılıklı sinyal iletim sistemi, hücre membranında yerleşik bir 

reseptör, buna bütünleşik bir heterotrimerik G proteini ve bir efektörden oluşan kompleks bir 

moleküler anahtar olarak tanımlanabilir. Bir agonist transmembranal reseptörü uyardığı zaman, 

reseptör aktive olur ve bu aktivasyon sonucunda oluşan sinyal reseptöre bütünleşik G proteinini 
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uyarır ve sonrasında efektörü aktive eder. G protein aracılı sinyal iletim sistemi, hücre içine iletilen 

sinyalin amplifikasyonunu da sağlayarak etkinin güçlenmesine neden olur [345]. Heterotrimerik 

G proteinleri GTPyi bağlayan ve hidroliz eden bir α subuniti ve bununla kompleks oluşturan β ve 

γ subunitlerinden oluşur [346-348]. 

 

2.13.2. Monomerik G Proteinleri 

 

Yakın zamanlarda yapılan çalışmalarda hücre içi sinyalleme yolaklarında monomerik 

GTP-bağlı proteinlerin (G proteinleri) önemli role sahip olduğunu gösterilmiştir. Oldukça küçük 

boyutlu olan monomerik G proteinleri (20-35 kDa) hücre bölünmesi, farklılaşması ve çeşitli 

hücresel süreçler sırasında hücre iskeletinde oluşan kyapı değişimlerinin düzenlenmesi gibi 

farklı hücresel olaylarda görev alır. Mayalardan insanlara evrimsel olarak en aşağıdaki 

hücrelerden memelilerdeki hücrelere kadar tüm ökaryot hücrelerde bulunan monomerik G 

proteinleri 100’den fazla üyesi bulunan bir büyük ailedir [349]. Diğer G proteinleri gibi 

monomerik G proteinlerinin de GTP’az aktivitesi vardır. Monomerik G proteinleri inaktif (GDP-

bağlı) ve aktif (GTP-bağlı) olmak üzere dinamik olarak birbirine dönüşebilen iki ayrı formda 

bulunabilirler. İnaktif GDP bağlı formun aktif GTP bağlı forma dönüşümü için GDP’nin GTP ile yer 

değiştirmesi, GEF (Guanin nükleotid değiştirici protein, guanin nükleotid değiştirici faktör) 

tarafından katalize edilmekteyken, GDP/GTP dönüşüm reaksiyonunun inhibisyonu GDI (Guanin 

nükleotid dissosiasyon inhibitörü) tarafından katalize edilir. G proteininin aktivasyonunda hız 

kısıtlayıcı basamağı GDP/GTP dönüşüm reaksiyonu sırasında GDP-bağlı formdan GDP’nin 

ayrılmasıdır. GEF tarafından katalize edilen bu aşama çok yavaş bir şekilde gerçekleşir. Hücreye 

bir stimulus geldiğinde GEF aracılığı ile monomerik G proteininin inaktif formdan aktif forma 

dönüşümü gerçekleşir [350, 351]. 

 

2.14. Rho Proteinleri 

 

Çok yaygın bir yelpazedeki hücresel işlevleri düzenledikleri ortaya konulan ve en basit 

yapıdaki hücrelerden insan hücrelerine kadar tüm ökaryot hücrelerde yaygın olarak eksprese 

edildikleri gösterilen Rho GTPazlar, 5 major gruptan oluşan (Ras, Rho, Rab, Arf ve Ran) ve 166 

üyeden oluşan Ras süperailesinin bir alt grubunu oluşturmaktadır. Rho GTPazlar diğer Ras 

süperailesi GTPAzlardan farklı olarak, α3 sarmalı ile β5 bükümü arasında henüz işlevi tam olarak 

aydınlatılamamış 10-15 amino asitlik ekstra bir dizi içerirler [352, 353]. 
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Şekil 2.6. İnsan Rho GTPazları: 20 insan RhoGTPazı filogenetik ağaçta gösterilmiştir. Rho 
ailesi sekans homolojisine göre alt ailelere bölünmüştür. Her bir aile farklı bir renkte 
gösterilmiştir [354]. 

 
20-30 kilodalton ağırlığında GTP bağlı proteinler olan Rho GTPazlardan ilk kez RhoA, Ras 

ile ilişkili genlerin araştırıldığı bir çalışma sırasında 1985 yılında Aplysia Californica’dan izole 

edilmiştir [355]. İnsanlarda 26 civarında farklı proteinden oluşan Rho proteinleri göstermiş 

oldukları homolojiye göre 6 alt aileye ayrılır: Rho, Rac, Cdc42, Rnd, RhoBTB ve RhoT/Miro. Rho 

BTB ve RhoT proteinleri diğer GTPazlardan yapısal, düzenleyici ve işlevsel açıdan çok farklı 

olduklarından atipik Rho/Rac GTPazlar olarak da adlandırılırlar [356]. RhoA, diğer monomerik G 

proteinleri gibi aktif bir GTP bağlı form ile inaktif GDP bağlı form arasında sürekli değişerek 

moleküler bir anahtar gibi işlev görmektedir [345, 357]. 
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Şekil 2.7. Rho GTPaz siklüsü. RhoGTPazların Aktif (GTP-bağlı) ve inaktif (GDP-bağlı) 
durumu arasındaki siklüs. Bu siklüs 3 farklı grup protein tarafından düzenlenir: GEFler (guanin 
nükleotid exchange faktör) nükleotid değişimini katalizler ve aktivasyona aracılık eder; GAPlar 
(GTPaz aktive edici protein) GTP hidrolizini stimüle eder, inaktivasyona yol açar ve GDIlar 
(guanin nükleotid dissosiyasyon inhibitörleri) inaktif GTPazları membranlardan ayırırlar. Tüm 
Rho GTPazlar C terminal ucundan prenile olur. Bu işlev görmeleri için gereklidir [358]. 
 

Rho proteinleri hücresel düzeyde morfogenez, hücre polaritesi, hücre farklılaşması, 

proliferasyonu gibi farklı hücresel işlevlerde önemli rol oynamaktadır. Bunun yanı sıra moleküler 

düzeyde hücre iskeleti dinamikleri, veziküler transport ve gen ekspresyonuna karıştıkları da 

gösterilmiştir [359]. Yakın zamanlarda yapılan bir çalışmada RhoA’nın kalpte iletim sisteminin 

gelişiminde önemli rol oynadığı ortaya konulmuştur [360]. Bunun yanı sıra, RhoA’nın aktin stres 

fiber oluşumu ve fokal adhezyon kurulumunu arttırdığı gösterilmiştir [361]. Bunun yanı sıra Rho 

proteinlerinin tümör büyüme ve metastazı ile ilişkili çeşitli mekanizmalarda da kilit rol 

oynadıkları bulunmuştur [362-368]. 

Rho proteinleri GDP-bağlı durumda iken sitozolde inaktif halde bulunmaktadır ve 

lizofosfatidik asid (LPA) ve sfingozin-1-fosfat (S1P) gibi ajanlarla stimüle edildiklerinde GTP-bağlı 

hale geçip aktif forma dönüşürler [369]. Aktive forma dönüşüm gerçekleştiğinde Rho proteinleri 

hücre membranının iç yüzeyine tutunur ve p21-aktive protein kinazlar (PAK), IQGAP, PAR6 ve 

p67fox gibi alt efektörleri ile etkileşir [352, 370, 371]. Bunun sonucunda spesifik etkilerin 

oluşumu gerçekleşir. Rho proteinlerinin membrana tutunması için C-terminal ucuna 

geranilgeranilpirofosfat ya da farnesilpirofosfat rezidüsü gibi bir lipid zincirinin eklenmesi 

gereklidir [372-374]. Bu prenil grubu RhoGDI tarafından örtüldüğü zaman Rho GTPazlar sitozole 

sekestre olurlar [374-376]. Rho GDI bunun yanı sıra spontan GDP-GTP değişimini ve GTPaz 

aktivitesini de inhibe eder [374]. Diğer Rho proteinlerinin aksine sürekli GTP-bağlı durumda olan 

ve aktivitesi GEF ya da GAP’lar tarafından kontrol edilmeyen Rnd proteinleri iki farklı mekanizma 
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ile RhoA yolağını inhibe ederler. Rnd1 ve Rnd3’ün p190GAP’a bağlanıp aktive ederek RhoA 

aktivitesinde azalmaya yol açmalarının [377] yanı sıraRnd3(RhoE) ün direkt olarak ROCK’a 

bağlanarak inhibe ettiği de gösterilmiştir [378]. 

 

2.15. GTP-GDP Döngüsünün Düzenleyici Proteinleri 

 

2.15.1. GAP: 

 

Küçük G proteinleri GTPazlar olarak adlandırılsa da aslında GTP hidroliz hızları oldukça 

yavaştır (RhoA için 0,039/dakika) [379] ve etkili bir GTP hidrolizi için GAP (gtpase activating 

protein) proteinlerinin reaksiyona katılması gereklidir [350]. Moleküler ağırlıkları 50-250 kDa 

arasında değişen GAP’ların temel işlevi GTP hidrolizini hızlandırarak küçük G proteinlerinin 

aktive durumdan inaktive duruma geçişini sağlamaktır [353]. GAPlar GTP hidroliz hızını birkaç 

kata kadar arttırırlar. GAPlar temel olarak GTPaz döngüsünün negatif efektörleri olarak işlev 

görmelerine karşın, ailenin bazı üyeleri sinyal transdüksiyon molekülleri olarak da etki 

oluşturmaktadırlar: Ras-spesifik p120GAP’ın aktin hücre iskeleti reorganizasyonu üzerine 

önemli bir etki gösterdiği ortaya konulmuştur [380]. 

 

2.15.2. GEF 

 

İnaktive durumda GDP’ye bağlı olarak bulunan G proteinlerinin aktivasyonu için sıkı bir 

şekilde bağlı bulunan GDP nin GTP ile yer değiştirmesi gereklidir ve bu yer değişimi GEF (guanine 

nucleotide exchange factor) katalize eder. Bunun sonucunda G proteinlerinin GTPye bağlanarak 

aktive olmaları ve efektör proteinlerle etkileşmeleri artar. RhoGTPazların GTP-GDP döngüsü 

üzerine etkili GEF sayısının RhoGTPazların yaklaşık 4 katı kadar olduğunun ortaya konulmuş 

olması, RhoGTPazların multipl RhoGEFler tarafından aktive edilebileceğini düşündürmektedir 

[381]. RhoA, Rac1 ve Cdc42 yi aktive eden en az 25 RhoGEF olduğu gösterilmiştir [382, 383]. 

 

2.15.3. GDI 

RhoGDI (guanin nucleotide dissociation inhibitor) rho gtpazların bağlı olduğu GDP ya da 

GTPden ayrılmasını inhibe ederek hücre içindeki RhoGTPaz havuzunun büyük kısmının inaktive 

durumda tutulmasını sağlar [384]. Bunun yanı sıra hem intrinsik hem de GAP lar tarafından 

stimüle edilen GTPaz aktivitesini inhibe eder [385]. Bu iki mekanizma aracılığı ile herhangi bir 

anda hücrede bulunan Rho proteinlerinin yaklaşık %90-95’inin inaktive durumda olduğu 

sitoplazmik havuzda tutulmasını sağlar ve hücreye bir stimulus geldiği zaman RhoGTPazların 
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hızlıca membrana lokalize olarak hızlı bir yanıt oluşmasına katkıda bulunur [381]. Buna ek olarak 

RhoGDI, tüm RhoGTPazların karboksi terminal ucunda yer alan hidrofobik izoprenil grubunu 

örterek Rho proteinlerinin daha düzgün katlanmasını böylece stabilize olmasını sağlayarak 

degradasyonlarını da önler [381]. Hücredeki RhoGDI miktarının yaklaşık olarak hücrede bulunan 

tüm RhoGTPazların (Rho, Rac, CDc42 vb) toplam miktarına eşit olduğu ve RhoGDI ile bağlanak 

için bu GTPazlar arasında bir kompetisyon olduğu gösterilmiştir [386]. Yakın zamanlarda yapılan 

bir çalışmada RhoGDI ile bağlanmanın önlenmesi durumunda hücre içi Rho protein havuzunun 

stabil olmadığı ve kolayca proteaz bağımlı yolla degrade olduğu gösterilmiştir [387]. 

 

2.16. RhoA ve alt efektörleri 

 

Aktive GTP bağlı RhoA hücrede aktin hücre iskeleti reorganizasyonu, düz kas kasılması, 

hücre içi trafiğin düzenlenmesini de içeren çok geniş bir yelpazedeki etkilerini çeşitli alt 

efektörleri ile etkileşerek ortaya çıkarır. Bu alt efektörlerden ortaya konulmuş olanlar Rho-kinaz 

[388], rhofilin-1 ve rhofilin-2 [389], rhotekin [390], -p140 mDia [391], citron [392], fosfolipaz D, 

PRK1 (PKC-related kinase-1) ve PRK2 (PKC-related kinase-2) [393] dir. Yakın zamanlarda G 

protein eşlenik reseptör kinaz-2 (GRK-2) nin de RhoA’nın bir alt efektörü olduğu gösterilmiştir. 

Aktive RhoA direkt olarak GRK-2’nin katalitik bölgesine bağlanır ve GRK-2’nin Raf1(Rapidly 

Accelerated Fibrosarcoma-1), MEK1 ve ERK2 (Extracellular Signal-Regulated Kinase) ile 

etkileşimini indükler [394]. RhoA’nın alt efektörlerinden en kapsamlı olarak araştırılan Rho-

kinazdır (ROCK). 

 

2.17. Rho/Rho Kinaz Yolağı 

 

AGC ailesi serin/treonin protein kinazların bir üyesi olan Rho-kinaz (ROCK) enzimi 

RhoA’nın alt efektörüdür. İlk olarak 1996 yılında keşfedilen [388] Rho-kinaz’ın başlıca iki 

izoformu bulunmaktadır: ROKβ/ Rho-kinaz β / p160ROCK olarak bilinen ROCK 1, 18. kromozoma 

lokalizedir ve 1354 amino asit içeren bir proteindir. ROKα/ Rho-kinaz α olarak bilinen ROCK 2 

ise, 12. kromozoma lokalizedir ve 1388 amino asit içerir [395]. ROCK 1 ve ROCK 2 enzimlerinin 

amino asit sekansları %64 özdeştir [396]. Her iki izoformun N-terminal ucunda GTP bağlı RhoA, 

Rho B ve Rho C’nin bağlandığı Rho-bağlanma alanı (RBA) bulunur [397-400]. Her iki izoform 

birçok dokuda yaygın olarak eksprese edilse de ROCK 2 beyin ve kas dokuda daha yüksek 

düzeylerde bulunurken, ROCK 1 akciğer, karaciğer ve testislerde daha yüksek düzeyde eksprese 

edilir [388, 396]. İki izoform arasında birtakım farklılıklar bulunmaktadır: ROCK 1 özellikle 

kaspaz 3 tarafından kırılırken ROCK 2 granzim B tarafından kırılmaktadır [401-403]. RhoE ROCK 

1’e bağlanır, ROCK 2’ye bağlanmaz. MYPT1’e yalnızca ROCK 2 bağlanır [404, 405]. Bunun yanı 
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sıra ROCK 2’nin PH-C1 bölgesinin fosfatidil inositol trifosfat (3,4,5) ve fosfatidil inositol bifosfata 

(4, 5) sıkıca bağlanırken ROCK 1 PH-C1bölgesi bağlanmaz [406]. Yapılan çalışmalarda stres 

fiberlerinin oluşumu için ROCK 1’in, fagositoz ve hücre kontraksiyonu için ise ROCK 2’nin gerekli 

olduğu gösterilmiştir [405, 406]. 

Rho-kinaz yolağının düz kas hücrelerinde Ca2+ duyarlılığı, aktin hücre iskeleti 

reorganizasyonu, hücre adezyonu, hücresel kontraksiyon gibi fizyolojik olayların yanısıra, anjina, 

glokom, hipertansiyon, inflamasyon, kanser invazyonu, oksidatif stres, preeklampsi, vasküler 

remodelling gibi patolojik olaylarda rol oynadığı gösterilmiştir [407, 408]. Bunun yanı sıra, yakın 

zamanlarda yapılan çalışmalarda bu yolağın pulmoner hipertansiyon ve serebrovasküler 

hastalıklarda da etkin olduğu ortaya konulmuştur [409]. Rho-kinaz yolağı addusin, ERM (ezrin-

radiksin-moezin), LIM kinaz, MLCP (myosin light chain phosphatase) ve Na+/H+exchanger (NHE)’ 

in [395, 410, 411] serin-treonin fosforilasyonu aracılığı ile hücre kontraksiyonunu düzenler. 

Başta düz kas olmak üzere kontraktil dokularda kontraksiyon oluşumu için hücre içi Ca2+ 

seviyelerinin yaşamsal önemde olduğu çok iyi bilinmektedir. Düz kaslarda kasılmayı başlatan 

temel uyaran sitoplazmik serbest Ca2+ düzeylerindeki artıştır. İntrasellüler Ca2+ seviyesindeki 

artış, Ca2+‘un kalmoduline bağlanmasını arttırır. Düz kas hücresine gelen spesifik bir stimulusa 

yanıt olarak düzeyi artan hücre içi Ca2+, kalmodulin ile birleşerek kompleks oluşturur. Oluşan 

Ca2+-kalmodulin kompleksi MLCK’i (myosin light chain kinase-miyozin hafif zincir kinaz) aktive 

ederek myozin hafif zincir fosforilasyonu sonucunda düz kas kasılmasını başlatan temel 

aktivatördür. Hücre membranındaki heterotrimerik G-proteini eşlenik reseptörlere 

noradrenalin, anjiotensin II, endotelin gibi agonistlerin bağlanması sonucunda oluşan sinyalin 

Gq/11 tipi G proteinine aktarılması fosfolipaz C’nin aktivasyonuna yol açar. Fosfolipaz C hücre 

membranında bulunan fosfatidil inozitol 4,5-difosfatın hidrolizini sağlar ve bunun sonucunda 

diaçilgliserol (DAG) ve inozitol-3-fosfat (IP3) meydana gelir. Ortaya çıkan DAG, protein kinaz C’nin 

aktivasyonu yolu ile kalsiyum duyarlaşmasını da içeren bazı hücresel etkilere neden olurken, 

oluşan IP3 membrandan sitoplazmaya diffüze olur ve sarkoplazmik retikulumdaki IP3 reseptör 

kanalına bağlanıp sarkoplazmik retikulumdan Ca2+salınmasını sağlayarak hücre içi Ca2+ 

düzeylerini arttırır. Buna ek olarak oluşan DAG da PKC (protein kinaz C) yi aktive eder ve L tipi 

Ca2+ kanalları aracılığı ile hücre dışından Ca2+ girişi yolu ile hücre içi Ca2+ düzeylerinin artışına 

katkıda bulunur. Hücre içi kalsiyum konsantrasyonu kritik değere ulaşınca myozin hafif zincir 

kinaz enziminin (MLCK) aktivasyonu gerçekleşir. MLCK, myozin hafif zincirin (MLC) serin 19 

rezidüsünden fosforilasyonunu sağlar. MLC nin fosforilasyonu, aktin ve myozin II arasındaki 

etkileşimi promote eder ve kasılmayı indükler. 

Ancak, düz kas kasılmasının regülasyonunda etkili tek faktörün hücre içi Ca2+ düzeyleri 

olmadığı, bunun yanı sıra başka düzenleyici mekanizmaların da var olduğu ortaya konulmuştur. 

Yapılan araştırmalarda fenilefrin ya da karbakol gibi agonistler aracılığı ile düz kaslarda 
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oluşturulan maksimum kasılmaların ortama yüksek konsantrasyonda K+ eklenmesi sonucu 

oluşan depolarizasyon aracılığı ile indüklenen maksimum kasılmalardan daha fazla olduğunun 

gözlenmesi ve Ca2+ indikatörleri (örneğin aequorin) kullanılarak düz kas hücresinin 

intrasitoplazmik Ca2+ düzeylerinin anlık olarak ölçüldüğü çalışmalarda hücre içi Ca2+ düzeylerinin 

myozin hafif zincir fosforilasyon derecesi ve buna bağlı kontraksiyon gücü ile her zaman 

korelasyon göstermediğinin ortaya konulması [412, 413] sonucu düz kaslarda kasılmaya aracılık 

eden başka mekanizmaların olabileceği savı ortaya atılmıştır. 

Düz kas kasılmasının düzeyinin MLC fosforilasyonu derecesi tarafından belirlendiği genel 

olarak kabul gören bir olgudur. MLC fosforilasyonu düz kaslarda kontraksiyona neden olurken, 

hücre içi Ca2+ seviyesinin azalması MLC defosforilasyonuna yol açar ve bu da gevşemeye neden 

olur. Düz kas hücresinde agonistler tarafından oluşturulan reseptör aracılı kasılma yanıtları ile 

hücre içi kalsiyum düzeylerinin eşzamanlı olarak ölçüldüğü çalışmalar, hücre içi kalsiyum 

düzeylerinin düşmesine ve MLCK aktivitesinin azalmasına karşın fosforile MLC düzeylerinin 

yüksek olarak saptanmasının nedeninin kalsiyum duyarlılığının artması olduğunu ve bu yolla 

başlamış olan kontraksiyonların sürdürülebildiğini göstermiştir [369, 414-416]. Ayrıca, bu 

çalışmalarda hücre içinde Ca2+ düzeylerinin eşit bulunmasına karşın agonistlerce oluşturulan 

reseptör aracılı kasılmalar sırasında fosforile MLC düzeylerinin, depolarizasyon ile oluşturulan 

kasılmalar sırasında ölçülen MLC düzeylerinden daha yüksek olduğu gösterilmiştir. Ortaya 

konulan bu fenomen kalsiyum duyarlaşması (calcium sensitization) olarak adlandırılmıştır. 

Düz kas hücrelerinde kalsiyum duyarlaşmasına karışan yolaklardan belki de en önemlisi, 

Rho/Rho-kinaz yolağıdır [417]. Buna ek olarak kalsiyum duyarlaşması üzerine etkili başka 

yolaklar bulunduğu da gösterilmiştir (fosfatidilinozitol-3 kinaz, protein kinaz C ve tirozin kinaz 

yolakları). Ancak, yukarıda anılan kalsiyum duyarlaşmasının ortaya çıkışında etkili tüm yolaklar 

ya myozin hafif zincirin direk fosforilasyonu ve/veya myozin fosfataz enzim inhibisyonu aracılığı 

ile fosforile olmuş myozin hafif zincir düzeylerinin artışına yol açarak Ca2+ ile başlatılmış kasılma, 

hücre göçü, hücresel şekil değişikliği vs. gibi hücre iskeleti aktini aracılığı ile gerçekleştirilen 

olayların sürdürülmesini sağlarlar [418]. Myozin fosfataz inhibisyonu, hücre içinde fosforile 

myozin hafif zincir düzeylerinin kümülatif olarak artışına aracılık etmektedir. 

Düz kas hücrelerinde agonistler tarafından oluşturulan kasılmalara aracılık ettiği 

gösterilen kalsiyum duyarlılığından küçük G proteini RhoA’nın sorumlu olduğu ve miyozin 

fosfataz aktivitesinin inhibisyonu aracılığı ile etki oluşturduğu ortaya konulmuştur. RhoA, bu 

etkiyi downstream efektörü olan Rho-kinaz enzimi aracılığı ile oluşturmaktadır. 
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2.18. Aktin hücre iskeleti 

 

Hücrelerin yaşam döngüsü boyunca hücre içi transport, hücre şeklinin korunması ya da 

hareket sırasında şekil değişikliği, hücre bölünmesi, hücre polaritesi gibi hücrenin 

diferensiyasyonunu ve gelişimini etkileyen fizyolojik süreçlerin gerçekleşmesi, birbiri ile 

bağlantılı filamentöz polimer şebekesi ve düzenleyici proteinlerden oluşan aktin hücre iskeleti 

üzerinde gerçekleşen değişiklikler sayesinde mümkün olur. Hücre iskeleti birçok 

intrasitoplazmik protein ve organelin çok organize bir şekilde aktivasyonu aracılığı ile hücre 

içeriğinin üç boyutlu planda organize olmasını, dış çevre ile hem kimyasal hem de fiziksel olarak 

bağlantıda olmasının yanı sıra, hücrenin hareket edebilmesine ve şekil değiştirebilmesine aracılık 

eden gücü sağlar. İskelet sözcüğü statik ve değişmeyen bir yapıyı çağrıştırmasına karşın, hücre 

iskeleti değişmez ve statik bir yapı değil, aksine koşullara oldukça ileri düzeyde adapte olabilen 

ve yapısındaki polimer ve düzenleyici proteinlerin sürekli değişen kompozisyonları dolayısı ile 

dinamik bir yapıdır. Hücre membranının iç yüzeyini kaplayan ve korteks olarak adlandırılan ince 

bir aktin tabakası mevcuttur. Bu aktin tabakası hücre biçiminin korunma ve sürdürülmesi 

açısından önemlidir [419]. 
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Şekil 2.8. Hareket eden bir hücrede aktin yapısı. A: Hücrede işaret edilen farklı yapıların 
şematik gösterimi: i) hücre korteksi ii) Birkontraktil fiber olan stress fiberi iii) lamellipodia iv) 
filopodia. Büyütülen bölgeler hücrenin farklı bölümlerindeki yapısal farklılıkların altını 
çizmektedir. B: Aktin yapısının ve mekanik profilinin görünümü. Kırmızı kareler aktin şebekesini 
simgeleyen şok absorbe edicilerdir. Yeşil daireler myozin motor aktivitesinin oluşturduğu aktif 
yaylardır [419] 

 

Hücre iskeletini oluşturan polimerler temel olarak üçe ayrılır: Aktin filamentler, ara 

filamentler ve mikrotübüller. Bu üç tip polimer hücrenin deformasyona karşı koyabilmesini 
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mümkün kılar ve hücreye dışarıdan uygulanan kuvvetlere karşı reorganizasyona uğrayarak 

hücrenin adaptasyonunun gerçekleşmesinin yanı sıra hücre içeriğinin organizasyonunu ve hücre 

içindeki bölümlerin bütünlüğünün korunması ve sürdürülmesini sağlar. Nukleusun hücre içinde 

bulunduğu konumda tutulması bu üç polimerin yalnız ya da birlikte nukleus üzerine güç 

uygulaması sayesinde olur [420, 421]. 

Aktin filamentleri globular aktin (G-aktin) monomerlerinin lineer bir konformasyonda 

polimerize olarak filamentöz aktine dönüşümü (F-aktin) sonucu oluşur [422]. Aktin hızlı bir 

şekilde polimerize olup, ardından yine hızlı bir şekilde monomerize olabilir. Aktin filamentlerine 

eklenen her bir aktin monomeri için 1 aktin-bağlı ATP hidrolize edilir. Hücrede total ATP 

turnoverinin %40’ı aktin polimerizasyonu için harcanır [423]. 30-100 µm uzunluğa ulaşabilen ve 

fizyolojik konsantrasyonlarda (5-20 mg/ml), bozunum basıncı 100-1000 Pa olan viskoelastik 

şebekeler oluşturabilen aktin filamentlerin çapı 7-10 nm dir [424-427]. 

Adlarının düşündürdüğü gibi ara filamentler aktin filamentlerden kalın, 

mikrotübüllerden incedir. Yaklaşık 10 nm çapında olan ara filamentler, hücre membranından 

nukleusa kadar uzanacak uzunluktadırlar. In vitro çalışmalarda düşük konsantrasyonlarda 

viskoelastik şebekeler oluşturdukları gösterilen ara filamanlar hücrenin mekanik dayanıklılığını 

sağlarlar [428-430]. Beş ayrı sınıfa ayrılan (desmin, keratinler, laminin, nörofilamentler ve 

vimentin) ara filamentler yaklaşık 40 farklı subunit proteininden oluşur. Ara filamentler 

ektrasellüler matriksle bağlantılıdır ve sitoplazmada nükleusu çevreler [431]. 

Yapısı α ve β tübülin heterodimerlerinden oluşan mikrotübüller bu üç polimerin en 

sertidir ve oluşum ve bozunumu çok karmaşık süreçler içerir. Mikrotübüller 5 mm uzunluğa 

kadar ulaşabilir ve bu da tek bir mikrotübülün genellikle baskılayıcı yükler altında büklümlenmiş 

olarak bulunmasına rağmen hücrenin uzunluğu boyunca uzanabilmesine olanak tanır [432, 433]. 

Mikrotübüller hücre büyümesi, veziküler transport ve mitoz gibi fizyolojik süreçlerde kilit rol 

oynayan hücre içi yapılardır. Mikrotübüllerin polimerizasyon ve depolarizasyonu sırasında, 

polimerin α/β heterodimerlerinin β subunitinde GTP hidrolizi olur [431, 434]. 

 

2.19. Rho/Rho-kinaz Yolağı ve Aktin Hücre İskeleti Reorganizasyonu 

 

Aktin hücre iskeletinin düzenlenmesinde kilit öneme sahip sinyal yolaklarından birisi 

Rho/Rho-kinaz yolağıdır. Rho-kinaz enzimi myozin hafif zincir fosforilasyonunun yanı sıra alt 

efektörleri olan LIM-kinaz ve kofilin aracılığı ile aktin hücre iskeleti remodellingi üzerine etki 

gösterir. RhoA, bunun yanı sıra diğer bir alt efektörü olan mDia [391] aracılığı ile de aktin hücre 

iskeleti üzerine etki göstermektedir. mDia aktin kümelenmesini ve polimerizasyonunu arttırarak 

uzun düz aktin filamentlerinin oluşumunu indükler. [435, 436] ROCK ise miyozini aktive ederek 

antiparalel düz aktin filamentleri arasında çapraz bağların oluşumunu sağlar [437]. 
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Yakın zamanlarda yapılan bir çalışmada MKN45 gastrik adenokarsinom hücrelerinin 

motilitesinin düzenlenmesinde kilit rol oynayan mikrotübüllerin, hücre iskeleti reorganizasyonu 

ve ameboid hareketin ortaya çıkmasını sağlayan oluşum ve bozunumundaki değişimlerde 

Rho/Rho-kinaz yolağının aktivitesindeki artışın etkili olduğu ortaya konulmuştur [438]. 

Akciğer kanseri, meme kanseri, gliom, over kanseri ve oral skuamöz hücreli kanser gibi 

birçok kanser türünde kofilin ekspresyonunda artış olduğu gösterilmiştir [439-443]. Bunun yanı 

sıra, yapılan çalışmalarda artmış LIMK-1 ekspresyonunun birçok farklı tümör tipinin 

invazyonunda rol oynadığı gösterilmiştir. Ayrıca, LIMK-1 ekspresyonundaki azalmanın invazyon 

yeteneğinde azalma ile korele olduğu, artmış ekspresyonun ise tümörlerin invazyon yeteneğini 

arttırdığı ortaya konulmuştur [444-447]. 

Artmış LIMK-1 ekspresyonunun hücre motilitesi üzerine etkilerinin kofilin 

ekspresyonundaki artış tarafından tersine çevrildiği göz önüne alındığında LIMK-1 ve kofilin 

ekpresyonları arasındaki dengenin yani başka bir deyişle LIMK-1/kofilin oranının hücresel 

yanıtların belirleyicisi olduğu ve aktin dinamiklerindeki küçük değişimlerin bile tümör 

hücrelerinin invazyonu üzerine etkili olduğu açıktır [440, 447]. Yapılan çalışmalarda Rho/Rho-

kinaz yolağının, LIMK aktivitesinin regülasyonunun yanı sıra, MLC’nin defosforilasyonunun 

MLCP inhibisyonu ile bloke edilmesinin dışında MLC’nin direkt olarak ROCK tarafından fosforile 

edilmesi ile de aktin hücre iskeleti reorganizasyonu ve stres fiberlerinin oluşumu yolu ile hücre 

migrasyonu üzerine etki gösterdiği bilinmektedir [448-450]. 

 

2.20. Hücre Gelişim Süreçlerine Rho/Rho-kinaz Yolağının Etkisi 

 

2.20.1. Diferensiyasyon ve Proliferasyon 

 

Yapılan çalışmalarda Rho/Rho-kinaz yolağının hücre proliferasyonu ve/veya 

diferensiyasyonu üzerine etkili olduğu gösterilmiştir. Ancak, hücre tipine göre elde edilen 

sonuçlar farklılık göstermektedir. Kültüre keratinositlere ROCK inhibitörü Y-27632 uygulanması 

keratinosit hücre kültüründe diferensiyasyonu inhibe eder ve proliferasyonu indüklerken [40], 

kültüre CCE fare embriyonik kök hücrelerinde ROCK enzimlerinin hücrelerin diferensiyasyonunu 

inhibe ederek hücrelerin undiferensiye durumda kalmasını ve kolonize olmasını indükler [451]. 

Adiposit diferensiyasyonu sırasında hücrede adiposit spesifik genlerin up-

regülasyonundan önce aktin sentezinde ve aktin reorganizasyonunda azalmayı da içeren hücre 

şekil değişiklikleri oluştuğu gösterilmiştir [452, 453]. Yapılan bir çalışmada insan mezenşimal 

kök hücrelerinde aktin reorganizasyonundaki değişikliklerin adipogenezde rol oynadığı 

bulunmuştur [454]. 
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2.20.2. Mitoz bölünme ve Rho/Rho-kinaz Yolağı 

 

Hücre siklüsünün son evresi olan mitoz bölünme biribirini izleyen 6 aşamadan oluşur: 

profaz, prometafaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez. RhoA’nın mitoz bölünme sırasında cyclin 

D1 ya da p21 WAF1 gibi özellikle hücre siklüsünde G1/S geçişine karışan genlerin regülasyonu 

yolu ile hücre siklüsü üzerine etki gösterdikleri bulunmuştur [455]. Mitoz bölünmenin her 

aşamasında Rho/Rho-kinaz yolağının etkili olduğu ortaya konulmuştur: Mitoza giriş sırasında 

RhoA aktivitesinin arttığı ve hücre korteksinde lokalize olduğu gösterilmiştir [456-459]. NIH 3T3 

fibroblast hücre kültüründe ROCK aktivasyonunun cyclin A ve cyclin D1 düzeylerinde artışa yol 

açarken p27 düzeylerinde düşüşe yol açtığı gösterilmiştir [460]. Hücrede mitoz bölünmenin 

başlangıcında kortikal retraksiyona Rho/Rho-kinaz yolağının aracılık ettiği gösterilmiştir. Mitoz 

başlangıcındaki bu Rho/Rho-kinaz aktivasyonunun P190RhoGAP-A’nın Cdk1 tarafından 

fosforilasyonu sonucunda olduğu düşünülmektedir [457]. Mitotik iğ oluşumu ve mikrotübüllerin 

kinetokorlara tutunması için aracılık eden yolaklardan birisinin GEF-H1/RhoA/mDia1 yolağı 

olduğu gösterilmiştir [461, 462]. Mitozun geç evresinde ise aktin hücre iskeleti üzerine etkileri 

ile kontraktil halka oluşumunu düzenlediği ortaya konulmuştur [463, 464]. Bölünmekte olan 

Xenopus embriyolarına RhoA inhibitörü C3 ekzoenzim enjeksiyonu yapılması hücrelerde 

kontraktil halka oluşumunu ve bölünmeyi önlemiştir [465, 466]. Kültüre rat böbrek epitelyum 

hücreleri ve fare T lenfoma hücrelerine RhoA inhibitörü C3 ekzoenzim uygulanmasının sitokinezi 

tümüyle bloke ettiği gösterilmiştir [467, 468]. Mitoz bölünme sırasında LIMK-1 aktivitesinin 

arttığının ortaya konulması [469] ile birlikte fosforile LIMK-1’in mitotik iğ çevresinde 

yoğunlaştığının gösterilmesi [470], Rho/Rho-kinaz yolağının mitoz bölünme sırasında önemli rol 

oynadığını göstermektedir. Bir GEF olan ECT2 (Epithelial cell transforming 2) bölünme yarığında 

RhoA’nın lokalize olmasını ve aktivasyonunu sağlar [471]. Bütün bu bulgular ışığında hücre 

bölünmesinde etkili önemli yolaklardan birisinin Rho/Rho-kinaz yolağı olduğu söylenebilir. 
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Şekil 2.9. Aktin hücre iskeleti, hücre siklüs progresyonu ve Rho GTPazların düzenlenmesine 
karışan proteinler arasındaki işlevsel bağlantılar. Farklı proteinlerin aktiviteleri ve hücre 
siklüsünün farklı aşamalarında biribirlerini nasıl etkiledikleri özetlenmiştir [472] 
 

2.21. LIM-Kinaz 

 

Hücre iskeleti aktininin organizasyonunda kilit rol oynayan ve embriyonik ve adult 

dokularda yaygın olarak eksprese edilen proteinlerden olan LIM-kinazlar, serin/protein kinazlar 

ailesinin üyesidirler. LIM-kinazlar yapısında iki adet N-terminal LIMbölgesi (Lin-11, Isl-1 ve Mec-

3 proteinlerinden oluşan bölge), bir santral PDZ (PSD-95: Post sinaptik dansite protein, DLG: 

Drozofila disk büyük tümör supressor proteini ve ZO-1: Zonula occludens-1 protein) bölgesi ve 

bir C-terminal kinaz bölgesi içerirler. LIM bölgelerinin protein-protein etkileşimleri ve hücresel 

yerleşimde rol oynadığı düşünülmektedir [473-475]. PDZ bölgesi ise protein etkileşimlerine 

yardımcı olur ve protein komplekslerinde bulunmaktadır [476, 477]. N-terminal LIM bölgeleri 

enzimin kinaz bölgesi ile direkt etkileşim yolu ile LIMK kinaz aktivitesi üzerine inhibitör etki 

gösterir [478]. LIM bölgeleri ya enzimin kinaz bölgesini inaktif durumda tutar ya da katalitik 

bölgeleri ve substrat bağlanma bölgelerini maskeleyerek substratların enzime bağlanmasını 

önler.1994 yılında keşfedilenLIMK-1 ve 1995 yılında keşfedilen LIMK-2 olmak üzere iki farklı 

LIM-Kinaz enzimi saptanmıştır [479, 480]. Bu enzimlerden LIMK-1 akciğer, beyin, mide ve 

testiste yaygın olarak eksprese edilir [44, 481]. 
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Şekil 2.10. LIM kinaz enzimlerinin protein yapısı. LIM kinaz proteinleri iki LIM bölgesi 

içerir. LIMK-1 ve LIMK-2’nin bölgesel dizilimi ve her iki izoform arasındaki özdeşlik yüzdeleri 
belirtilmiştir [482].  

 

LIMK-1 ve LIMK-2’nin hücre içi lokalizasyonları belirgin şekilde farklıdır [44, 481]. LIMK-

1 temel olarak fokal adhezyonlara lokalize iken LIMK-2 endozomlara lokalize gibi görünmektedir. 

Bu da LIMK-2’nin aktin hücre iskeleti üzerine düzenleyici etkilerine ek olarak LIMK-1’den farklı 

hücresel fonksiyonları olabileceğini düşündürmektedir [483]. LIMK-1 primer olarak 

sitoplazmada bulunmaktadır ancak nukleusa da transporte olur. Sitoplazmada LIMK-1 

mikrotübüllerle, fokal adhezyonlarda aktin ile ve lamellipodiada stres fiberleri ile birlikte 

bulunur. Mitotik hücrelerde LIMK-1 erken telofaza kadar sentrozomlarda, geç telofazda ise 

mitotik yarıkta bulunur [484]. 

LIMK-1 ve LIMK-2’nin aktivasyon lupunda düzenleyici fosforilasyon bölgeleri 

bulunmaktadır. LIMK-1 in düzenleyici fosforilasyon bölgesi Thr508 ve LIMK-2 için Thr 505 

rezidüleridir. ROCK, LIM-kinaz-1’i Thr508 rezidüsünden, LIM-kinaz-2’yi ise Thr 505 

rezidüsünden fosforilleyerek aktive eder [42, 485]. Cdc42’nin alt efektörü olan MRCK-α 

(Myotonik distrofi kinaz-ilişkili Cdc42-bağlanan kinaz alfa) LIM-kinaz 1’i Thr 508 rezidüsünden 

LIM-kinaz 2’yi ise Thr 505 rezidüsünden fosforile eder [45]. Rac ve Cdc42 nin alt efektörü 

olanPAK1 ve PAK4 (p21-aktive kinaz) LIM-kinaz 1’i Thr-508’den fosforile ederek aktive eder 

[486, 487]. 

 

LIMK-1 enziminin 3 formu bulunmaktadır.  Bunlardan ilki tam uzunluktaki yaygın 

bulunan LIMK-1 dir. Diğer iki izoformdan LIMK-1s’in (LIMK1 short/ kısa LIMK1) yapısında kinaz 

bölgesinin ortasında ayrı bir eksona lokalize 60 nükleotidlik bir sekans bulunmaktadır ve ATP 

bağlanma bölgesinin modifikasyonundan ötürü kinaz aktivitesini kaybetmiştir. Bu izoform bu 
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nedenle LIMK-1 enziminin dominant negatif formu olarak etki gösterir [493]. Diğer izoform olan 

dLIMK1 ise kinaz aktivitesini tümüyle kaybetmiştir [493]. 

 

 

Şekil 2.11. LIMK-1 İzoformları. 647 amino aside sahip bir protein olan LIMK-1a, iki N-terminal 
LIM bölgesi, bir PDZ bölgesi ve bir C-terminal kinaz bölgesi içerir. Dominant negatif form olan 
LIMK1-s proteinin ATP bağlanma bölgesindeki 20 amino asitlik bir sekans eksiktir. Tümüyle 
inaktif olan dLIMK1 izoformunun kinaz bölgesi yoktur [493]. 
 

LIMK-2’nin üç işlevsel izoformu vardır: N terminal sekansların alternatif birleşimi ile 

oluşan LIMK-2a, LIMK-2b ve testise-özgün tLIMK-2 [488-491]. 70 kDa bir protein olan LIMK-1’ in 

alternatif birleşimi sonucu daha kısa izoformu olan45 kDa LIMK (-) oluşur. LIMK (-) nin katalitik 

olarak inaktif olduğu dışında bilinen pek fazla şey yoktur [492]. 

 

 

 
Şekil 2.12. LIMK-2 İzoformları.638-amino asitli bir protein olan LIMK-2a, iki N-terminal LIM 
bölgesi, bir PDZ bölgesi ve bir C-terminal kinazbölgesi içerir. LIMK-2b bir tam ve bir yarım LIM 
bölgesi ve özgün bir N-terminal sekans içerir. Testis spesifik LIMK-2t, dallanmış bir PDZ bölgesi 
ve bir kinaz bölgesi içerir. Yukarıdakilere ek olarak izole edilmiş ama henüz karakterize 
edilememiş iki LIMK-2 izoformu daha olduğu bildirilmiştir [493]. 
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LIM-Kinazların dağılımı dokuya göre değişiklik gösterir. LIMK-1’in en yüksek düzeyde 

eksprese edildiği dokular beyin, spinal korddur kalpte de orta düzeyde eksprese edilir. LIMK-2a 

birçok dokuda yaygın olarak eksprese edilirken LIMK-2b başlıca beyinde, tLIMK-2 ise 

spermatojenik hücrelerde eksprese edilmektedir [491]. 

LIM-kinazların substratı aktin depolimerize edici ve ayırıcı faktör olan kofilindir [494]. 

Kofilin LIM-kinazlar tarafından Ser-3 rezidüsünden fosforile edilerek inaktive edilir ve böylece F-

aktin oranının artışına yol açar [495-498]. Böylece hücresel aktin filamentlerinin birikimi ve 

stabilizasyonu yolu ile aktin hücre iskeletinin stabilizasyonu sağlanır [494, 499]. 

ADF/Kofilin proteinlerinin üç formu vardır: Destrin olarak da adlandırılan ADF, kofilin-1 

ve kofilin-2. Bu proteinlerden kofilin-1 kas dışı dokularda eksprese edilmekteyken kas dokuda en 

yaygın eksprese edilen izoform kofilin-2dir. ADF/kofilin proteinleri ADF homoloji bölgesi adı 

verilen ve monomerik ve filamentöz aktin ile etkileşimde rol alan işlevsel bir bölge içerirler [500]. 

 

 
 

Şekil 2.13. Kofilin tarafından aktin turnoverinin düzenlenmesi. Aktin depolimerize edici 
faktör (ADF)/kofilin aktin filamentlerine bağlanır ve kırar. ADF/Kofilin aktivitesi LIM-kinaz 
(LIMK) ve slingshot fosfataz tarafından düzenlenir. LIMK tarafından fosforilasyon ADF/Kofilini 
inaktive ederken slingshot fosfataz tarafından defosforilasyon kofilini aktive eder [501]. 

 

Hücreyi strese sokan ısı şoku, ATP deplesyonu, DMSO uygulaması, sitokalazin D 

uygulaması gibi durumlarda ya da sitozolik G aktin miktarı çok arttığında kofilin-1’in aktinin 

nukleusa translokasyonuna yolaçtığı ve nukleusta aktinin çubuk benzeri şekil almasını sağladığı 

gösterilmiştir [502-505]. Biyolojik işlevi tam olarak bilinmemekle birlikte, aktin polimerizasyonu 
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sırasında kullanılan ATP miktarı çok fazla olduğundan, bu mekanizmanın hücrenin enerji 

harcamasını azaltmak için kullanıldığı düşünülmektedir [506]. 

LIM-kinazların hücre yapısı ve motilitesini modüle ettikleri kortikal sitoplazma ve fokal 

adhezyonlardan mitoz bölünme ve sitokinezi düzenledikleri sentrozom ve nukleusa transloke 

oldukları bulunmuştur [483]. Kanser invazyonu ile LIM-kinaz ekspresyonu arasında ilişki 

bulunduğunu düşündüren bulgular mevcuttur. Göğüs, akciğer, cilt, karaciğer ve prostat kanserini 

de içeren çeşitli kanser türlerinde LIM-kinazların overeksprese edildiği gösterilmiştir [444, 445]. 

Buna ek olarak göğüs kanseri ya da hepatoma kanser hücre hatlarında LIMK-1 aktivitesindeki 

downregülasyonun tümör hücrelerinin invazivliğini azalttığı gösterilmiştir [507]. Ayrıca, çeşitli 

tümör hücre hatlarında LIM-kinaz overekspresyonunun tümör hücrelerinin motilitesi ile sıkı bir 

şekilde korele olduğu ve Artmış LIM-kinaz ekspresyonunun kemik metastazlarında artışa yol 

açtığı ortaya konulmuştur [508]. 

LIM-kinazların hücre siklüsü progresyonunda rol oynadığı ortaya konulmuştur. LIMK-1 

ekspresyonundaki azalmanın hem normal meme hücre hatları hem de prostat ve meme kanser 

hücrelerini G2/M evresinde arrestine yol açarak hücre proliferasyonunu değiştirdiği 

gösterilmiştir. Hücre siklüsünün prometafaz ve metafaz evrelerinde LIMK-1’in hiperfosforile 

olduğu ve telofaz evresinde bazal düzeylere gerilediği bulunmuştur [49]. Buna ek olarak LIMK-1 

aktivitesinin interfaz sırasında düşük olduğu ve mitoz bölünme sırasında pik yaptığı 

gösterilmiştir [509]. İnsan hücre hatlarında LIMK-1 inhibisyonunun hücre korteksinde 

alışılmamış kofilin lokalizasyonuna, kortikal aktin instabilitesine ve düzensiz ve yanlış yerleşimli 

mitotik iğ oluşumuna ve anafaza geçişte gecikmeye neden olduğu bulunmuştur [469]. LIMK 

aracılıklı kofilin fosforilasyonu aralarında kemotaksis, akson yönlenmesi, anjiogenez ve tümör 

invazyonunun da bulunduğu birçok fizyolojik ve patolojik süreçte kilit rol oynar [508, 510-513]. 

LIMK-1’in sinir sistemi gelişiminde rol oynadığını düşündüren bulgular mevcuttur. LIMK-1 gen 

silinmesinin görsel uzaysal algıda bozukluk ile karakterize olan Williams Sendromuna neden 

olduğu bulunmuştur. LIMK-1 in ektopik ekspresyonunun kofilin fosforilasyonunu artışına yol 

açarak nöronal büyüme konisi motilitesini ve uzamasını suprese ettiği gösterilmiştir [514]. 

Lamellipodia ve filopodia gibi membranal yapılardaki aktinin dinamik kurulum ve bozunum 

süreçlerinde kısmen LIMK-1 rol oynamaktadır. Bu da LIMK-1 aracılıklı hücre motilite artışının ve 

invazyonun temel mekanizması gibi görünmektedir [508, 510, 515]. 

 

2.22. Nitrik Oksit 

 

Renksiz, neredeyse kokusuz bir gaz olan nitrik oksidin tarihçesi 1847 yılında Ascanio 

Sobrero tarafından nitrogliserinin keşfi ile başlar. Başlangıçta başağrısı için reçete edilen 

nitrogliserin, daha sonra angina pektoris için reçete edilmeye başlanmıştır. Angina pektoristeki 



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Sağlık Bilimleri enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2017 

 

45 
 

etkisinin mekanizması 1970’ lere kadar net olarak ortaya konulamayan nitrogliserinin guanilat 

siklazı aktive ederek etki gösterdiği Ferid Murad tarafından gösterilmiştir [516]. İlk olarak 1772 

yılında Joseph Priestley tarafından izole edilen ve ‘‘nitröz hava’’ olarak tanımlanan [517] nitrik 

oksidin organizmada çok geniş bir aralıkta oynadığı rol günümüze varıncaya değin ortaya 

konulamamıştır. 1978 yılında bir yanlışlık sonucu insan fizyolojisine dair bildiklerimiz açısından 

bir dönüm noktası olarak adlandırılabilecek sürecin sonucunda 1980 yılında Furchgott ve 

Zavadski tarafından keşfedilen [518] endotel kökenli gevşetici faktörün (EDRF) nitrik oksit 

olduğu savı 1987 yılında farklı araştırma ekiplerindeki Ignarro ve Moncada tarafından ortaya 

atılmıştır [519, 520]. Bu tarihe kadar yalnızca toksik bir gaz ve bir hava kirliliği etmeni olarak 

bilinen nitrik oksit, çığır açıcı bu noktadan itibaren önemli bir mediatör olarak kabul edilmeye 

başlanmıştır. 1992 yılında yılın molekülü seçilen nitrik oksidin keşfi nedeni ile 1998 yılında 

Furchgott, Ignarro, ve Murad Nobel Tıp/fizyoloji ödülüne layık görülmüşlerdir. 

2.22.1. Nitrik Oksidin Kimyasal ve Fiziksel Özellikleri 

 

Standart koşullar altında renksiz bir gaz olan nitrik oksit moleküler yapısında son 

yörüngesinde eşlenmemiş bir elektron içeren yüksüz bir bir serbest radikaldir. Suda eser 

miktarda çözünür. Nitrik oksit doğada bulunan en küçük 10 stabil molekülden birisidir [521]. 

Nitrik oksit, yapısında eşlenmemiş elektron içeren diğer serbest radikaller veya hem demiri gibi 

geçiş metalleri ile reaksiyona girer. Paramanyetik özelliktedir ve termodinamik olarak 

unstabildir [522]. Nitrik oksit, moleküler çapı küçük olduğundan ötürü bilinen en hızlı diffüze 

olabilen moleküllerdendir. Suda [523, 524] ya da beyin gibi intakt dokudaki [525] diffüzyon sabiti 

yaklaşık 3300-3800 mm2/sn dir. Nitrik oksidin koefisient katsayısı oksijenden 1,4 kat büyüktür 

ve birkaç saniye içinde salındığı yerden 100µm uzaklığa kadar difüze olarak etki gösterir [525, 

526]. Nitrik oksidin yarı ömrü dilüsyon oranına ve ortamda oksijen varlığına göre değişiklik 

göstermektedir. Nitrik oksidin sudaki doymuş çözeltisindeki (2mM) yarı ömrü 1 saniyenin 

altındadır. Fizyolojik konsantrasyonlar ise bundan yaklaşık 1000-200.000 kat daha dilüedir 

(İskemik inmede beyinde ölçülen 6 µM düzeyi ile guanilat siklazı aktive etmek için gereken 

konsantrasyon olan 5 nM aralığında). Bu konsantrasyonlarda ortamdaki nitrik oksit miktarı çok 

daha az olacağından iki nitrik oksit molekülünün karşılaşması ve nitrik diokside dönüşümü çok 

yavaş bir hızda olacaktır. Bu nedenle guanilat siklazı aktive etmek için gerekli fizyolojik 

konsantrasyon olan 5 nM konsantrasyonda nitrik oksidin yarı ömrü 70 saate ulaşacaktır [522]. 

Ancak, oksijenle olan reaksiyon sonucunda nitrojen dioksit oluşumu in vivo olarak anlamlı 

miktarda değildir. Çünkü dolaşıma salınan nitrik oksit hızlı bir şekilde eritrositlerdeki 

oksihemoglobin tarafından bağlanarak ortamdan uzaklaştırılacaktır. Ortamda 15 g/dl 

hemoglobin (dolaşımdaki hemoglobin miktarı) varlığında nitrik oksidin yarı ömrü çok kısadır ve 
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2 milisaniyenin altındadır [527]. Bununla birlikte, S-nitrozoglutatyon gibi düşük molekül ağırlıklı 

S-nitrozotioller, nitrozil-metal kompleksleri ve S-nitrozile proteinler ya spontan olarak ya da B ve 

T lenfositlerde bulunan enzimlerce katalizlenen reaksiyonlarla ortama NO salıveren uzun 

mesafeli taşıyıcılar olarak işlev gördüklerinden ötürü, NO aktivitesi mesafe ile kısıtlanmış 

durumda değildir [528-530]. 

 

2.22.2. Nitrik Oksidin Sentezi 

 

Hücre tipine bağlı olarak NO, üç farklıNO sentaz (NOS) izoformu tarafından katalizlenen 

bir enzimatik reaksiyonla sentezlenir [54]. NOS hem hidroksilasyon hem de NADPH 

redüksiyonunu katalizleyebilen tek memeli enzimi olması nedeni ile eşsizdir [531]. Nöronal NOS 

(nNOS, NOS1) ve endotelyal NOS (eNOS, NOS3) yapısaldır ve intrasellüler Ca2+ 

konsantrasyonlarını arttıran uyarılardan sonra küçük miktarlarda (pikomolar düzeyde) NO 

üretirler. Bu izoformlar tarafından NO üretimi kalmodulin tarafından regüle edilmektedir [53, 

532, 533]. 

Üçüncü izoform olan indüklenebilir NOS (iNOS, NOS2) ise Ca2+’dan bağımsızdır; sitokinler 

ve bakteriyel lipopolisakkarid gibi etkenlerce indüksiyon sonrası makrofajlar ve diğer birçok 

çekirdekli hücreler tarafından eksprese edilir [55]. iNOS’ın indüksiyonu yapısal NOS 

izoformlarının indüksiyonuna göre çok daha büyük miktarda ve çok daha uzun süreli nitrik oksit 

salınımına neden olur. iNOS indüksiyonu gen transkripsiyonunu gerektirdiğinden, etkene 

maruziyetten saatler sonra başlar ve günlerce devam edebilir [56]. 

Her üç NOS izoformu hem sitokrom P-450 redüktaz ile hem biribirileri ile %55-60 

homoloji gösterir [534]. Bununla birlikte üç izoform arasında bazı yapısal farklılıklar vardır. 

ENOS’un amino terminal ucu enzimin membrana lokalizasyonunda önemli rol oynayan N-

mristoylasyon için bir konsensus bölgesi içerir. eNOS buna ek olarak palmitoylasyona da 

uğramaktadır. Bu da iNOS ve nNOS sitozolik olarak bulunmaktayken eNOS’un membranal olarak 

bulunmasını destekleyen bulgulardandır. Buna ek olarak nNOS amino terminal ucunda nNOSun 

hücre içi lokalizasyonunda rol oynayan bir PDZ bölgesi içerdiğinden ötürü daha uzundur [535]. 
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Şekil 2.14. İnsan nNOS, eNOS ve iNOS izoformlarının yapısı. Oksijenaz, redüktaz ve PDZ 
bölgeleri dolu kutular olarak işaretlenmiştir ve her bölgenin başlangıç ve bitişindeki amino asit 
rezidüsünün numarası gösterilmiştir [536]. 

 
Nitrik oksit NOS enzimlerince katalizlenen bir reaksiyonla L-argininin guanidino 

azotunun oksidizasyonu sonucu oluşur [534, 537]. Bu reaksiyonun sonucunda nitrik oksit ve L-

sitrülin oluşur. 

 

 

Şekil 2.15. NOS enzimi tarafından katalizlenen nitrik oksit sentezi [538]. 
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Monomerler halinde bulunan NOS enzimleri dimerize olarak katalitik olarak aktif hale 

geçerler. NOS enzimleri nitrik oksit sentezi için moleküler oksijen, NADPH (Nikotinamid 

dinükleotid fosfat hidrojen), FAD (Flavin adenin dinükleotid), FMN (Flavin mononükleotid) ve 

hem demir grupları gibi substratlar kullanır ve kofaktör olarak enzime homodimer olarak 

bağlanan kalmodulin ve tetrahidrobiopterin (BH4) varlığına gerek duyar [534]. 

 

 

 
Şekil 2.16. NOS enziminin yapısı ve katalitik mekanizması. A. NOS monomerleri NADPHden FAD 
ve FMN’ye elektron transfer edebilir, sınırlı miktarda oksijeni süperoksite redükte edebilir, 
kalmoduline bağlanabilir ancak BH4 ve L-arginine bağlanamaz ve nitrik oksit üretimini katalize 
edemez [539, 540]. B. Hem varlığında NOS monomerleri birleşerek işlevsel dimerleri oluşturur. 
Hem grubu, elektronların bir monomerdeki flavinlerden diğer monomerdeki heme bölgeler arası 
transferi için esansiyeldir [541]. 
 

Bu sentez reaksiyonu yeterli oksijen ve kofaktör bulunması durumunda gerçekleşir. 

NADPH proton donörü olarak işlev görürken BH4 hem-dioksi ara ürüne elektron verir [542]. NOS 

enzimleri elektronları NADPH, flavinler FAD ve FMN yolu ile karboksiterminal redüktaz 

bölgesinden amino-terminal oksijenaz bölgesindeki heme transfer eder. Ortamda yeterli 

miktarda kofaktör ve oksijen bulunmaması durumunda eşlenmemiş elektron süperoksit iyonu 

sentezine yönlenir [534, 537]. 
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Şekil 2.17. Tetrahidrobiopterinin (BH4) vasküler hastalıkta eNOS aktivitesini düzenleyici rolü. 
Sol taraf: Sağlıklı endotel görülmektedir. BH4 yeterli miktarda bulunmaktadır. Elektron transferi 
sonucunda NO oluşur. Sağ taraf: BH4 sınırlı olduğunda elektron transferi L-Arginin oksidasyonu 
ile kenetsizleşir, demir-dioksijen kompleksi ayrılır ve oksijenaz bölgesinde süperoksit anyonu 
oluşur [543]. 
 

2.22.3. Nitrik Oksit Sentaz İzoformları 

 

2.22.3.1. eNOS (Endotelyal nitrik oksit sentaz, NOS3) 

 

136 kDa bir protein olan eNOS en yaygın olarak kardiyovasküler sistemde endotel 

hücreleri tarafından eksprese edilmektedir. Buna ek olarak kardiyak myositler, trombositler, bazı 

nöronlar (özellikle hipokampal piramidal hücreler), böbrek tübüler epitelyum hücreleri ve 

plasenta sinsityotrofoblastlarında da eksprese edildiği gösterilmiştir [544, 545]. eNOS tarafından 

NO sentezi Ca2+-kalmodulin tarafından regüle edilir ve hücre içi Ca2+ konsantrasyonu arttığında 

kalmodulinin enzime bağlanması artarak pulsatil tarzda NO sentezi gerçekleşir [546]. Bunun yanı 

sıra, kayma gerilimi (shear stress) hücre içi Ca2+ konsantrasyonunda artışa yol açmadan da 

eNOS’u aktive eder. Bu aktivasyonun enzimin fosforilasyonu yolu ile olduğu gösterilmiştir [547, 

548]. eNOS fosforilasyonu farklı serin, treonin ya da tirozin rezidülerinden olabilir. Akt tarafından 

Serin 1177 fosforilasyonu eNOS’un Ca2+ duyarlığını arttırır, elektronların redüktaz bölgesindeki 

akışını stimüle eder [549]. Akt tarafından fosforilasyon yolu ile aktivasyon mekanizması östrojen, 

VEGF (vasküler endotelyal growth faktör) ve insülin tarafından eNOS aktivasyonuna aracılık 

etmektedir [549, 550]. Bunun dışında, bradikinin ile indüklenen eNOS fosforilasyonu CaMKII 

(Ca2+/kalmodulin bağımlı protein kinaz II) aracılığıyla olurken, kayma gerilimi PKA (protein 

kinaz A) aracılığı ile Serin 1177 fosforilasyonuna yol açar. eNOS kaveolaya lokalizedir, hücre içi 

Ca2+ konsantrasyonundaki artışa yanıt olarak hücre içine migrate olur [551]. eNOS’ un endotelyal 
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hücrelerde kaveolin-1, kardiyak myositlerde kaveolin-3 ile kolokalize olduğu gösterilmiştir. 

Kaveolin-1 eNOS’un aktivitesini suprese eder ve inaktive durumda tutar [552, 553]. Hücre içi Ca2+ 

konsantrasyonunu arttıran uyarılar sonucu kaveolin-1 Ca2+/kalmodulin ile yer değiştirir ve eNOS 

aktive olur [54, 552]. 

eNOS tarafından üretilen NO yaygın bir aralıktaki çeşitli etkilere sahiptir: Vazodilatasyona 

yol açar, platelet aggregasyonunu [554] ve plateletlerin endotele adhezyonunu [555] inhibe eder, 

düz kas hücrelerinin proliferasyon ve migrasyonunu bloke eder. NO, buna ek olarak hem 

anjiogenezde ve hem de endotel permeabilitesinin düzenlenmesinde önemli rol oynar [556]. 

eNOS kaynaklı NO bunun yanı sıra adhezyon molekülerinin salınımını inhibe eder [557-560]. 

 

2.22.3.2. nNOS (nöronal nitrik oksit sentaz, NOS1) 

 

Yapısal bir enzim olan nNOS, 160 kDa bir proteindir. İlk olarak saflaştırılan NOS enzimidir 

[561, 562]. nNOS beyin ve periferik sinir sisteminde en yaygın bulunan izoformdur. eNOS’un 

aksine nNOS membrana tutunmaz [548]. nNOS iskelet kaslarında da yüksek miktarda eksprese 

edilir [535]. Beyin ve iskelet kaslarına ek olarak nNOS spinal kord, sempatik ganglionlar, sürrenal 

bezler, böbrek makula densa hücreleri, pankreas islet hücreleri ve vasküler düz kaslarda da 

eksprese edilir [563]. nNOS, hücre içi Ca2+ düzeyindeki artışa bağlı olarak kalmodulin tarafından 

aktive edilir [561]. nNOS, CaMKIIa (Ca2+/kalmodulin bağımlı kinaz IIa) tarafından serin 847 

rezidüsünden fosforile edilerek inhibe edilir [564, 565]. Önceden Akt tarafından fosforile 

edilmediği düşünülen nNOS’un Akt tarafından serin-1412 rezidüsünden fosforile edildiği ortaya 

konulmuştur [566]. Serin-1412 rezidüsünden fosforilasyon NOS aktivitesinde hızlı bir artışa yol 

açar. Bu fosforilasyonun enzimin Ca2+/kalmodulin duyarlığında artış aracılığı ile aktivitesini 

arttırdığı ortaya konulmuştur [567]. nNOS’un öğrenme, bellek, nörogenez ve uzun dönem 

potensiyasyon gibi süreçlere aracılık ettiği gösterilmiştir [568-572]. 

 

2.22.3.3. iNOS (indüklenebilir nitrik oksit sentaz, NOS2) 

 

131 kDa bir protein olan iNOS, 1153 amino asit içerir. İlk kez aktive olmuş rat 

makrofajlarından elde edilerek saflaştırılmıştır [573, 574]. İnsanda ilk olarak hepatositlerden 

saflaştırılmıştır [575]. Yapısal olarak eksprese edilmediği; LPS, interferon-gamma (IFN-γ), TNF-

α, interlökin-1 (IL-1) gibi uyaranlara karşı konağın bir savunma cevabı olarak yüksek miktarlarda 

eksprese edildiği kabul edilmektedir. İmmün yanıtı takiben makrofaj, monosit, epitelyum hücresi, 

endotel hücresi, astrosit, fibroblast, keratinosit ve nötrofiller tarafından eksprese edilir [576]. 

Bununla birlikte yakın zamanlarda yapılan çalışmalarda herhangi bir uyaran tarafından 

indüksiyon olmaksızın insan hava yolu epiteli ve böbrek gibi bazı dokularda yapısal olarak 
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eksprese edildiği ortaya konulmuştur [577, 578]. Hücre içi Ca2+ konsantrasyonundaki artıştan 

bağımsız olarak eksprese edilir. iNOS bir kere eksprese edildiğinde degrade edilinceye kadar 

büyük miktarlarda NO salınımına devam eder. Bilinen ilk postranslasyonel iNOS regülasyon 

mekanizmalarından birisi transforme edici growth faktör tarafından NO üretiminin 

supresyonudur. Bu yolla iNOS’un degradasyonu arttırılır [579]. Bunun dışında proteazom 

degradasyon yolağı da iNOS degradasyonunda rol oynar [580]. 

 

2.22.4. Nitrik Oksidin Etki Mekanizması 

 

Nitrik oksidin etkileri direkt ve indirekt olmak üzere iki farklı gruba bölünebilir. Direkt 

etkiler nitrik oksidin hedef proteinlerle etkileşimini içerir. Nitrik oksit yapısındaki eşlenmemiş 

elektron aracılığı ile geçiş metalleri ile hızla reaksiyona girer. Organizmada en çok bulunan ve 

nitrik oksidin en çok etkileştiği geçiş metali demirdir. Nitrik oksidin yapısında demir içeren 

proteinlerdeki demir ile reaksiyonu gibi bazı metallerle olan reaksiyonu sonucunda stabil metal-

nitrozil kompleksleri oluşur [581]. Nitrik oksidin yapısında ferröz demir içeren çözünür guanilil 

siklaz [582] ile etkileşimi nitrik oksit–metal reaksiyonu sonucu metal-nitrozil kompleksi 

oluşumunun organizmadaki en yaygın örneğidir. Nitrik oksit bunun dışında ferröz demir içeren 

sitokrom oksidaz [57, 583] ve ferrik hem içeren katalaz [584] ile de etkileşmektedir. Nitrik oksit, 

sitokrom oksidazın inhibisyonu yolu ile mitokondriyal solunumu inhibe eder [585]. Nitrik oksidin 

demire olan afinitesi nedeniyle bir trikarboksilik asit siklüsü enzimi olan akonitaz gibi demir-

sülfür içeren diğer bazı metalloproteinler de nitrik oksidin hedefleri arasındadır [586, 587]. 
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Şekil 2.18. NO ve Hem demirinin etkileşimleri [588]. 
 

Nitrik oksit, çözünür major reseptörü olan sitozolik guanilil siklazı aktive ederek sGMP 

oluşumuna neden olur; sGMP protein kinaz G’yi aktive eder [53, 537]. Çözünebilir guanil siklaz 

bir 80 kDa α subuniti ve bir 70 kDa β subunitinden oluşan bir heterodimerdir [589]. β subunitinin 

105 histidin rezidüsüne bağlı bir ferröz hem prostetik grubu bulunmaktadır. Nitrik oksit ferröz 

hem demirine bağlandığında demirin histidin 105 ile bağlantısı kopar ve çözünür guanil siklazın 

hem tarafından inhibisyonu sona ererek katalitik olarak aktive olur [590]. Çözünür guanilil siklaz 

aktivasyonu sonucu hücre içinde sGMP (siklik guanozin monofosfat) artışı oluşur. sGMP artışı 

sitozolik Ca2+’un sarkoplazmik retikuluma geri alınımını arttırıp Ca2+’ un hücre dışına atılımını ve 

kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallarının açılmasını sağlayan protein kinaz G (PKG) 

enzimini aktive eder [591-595]. PKG aktivasyonu ile oluşan olaylar dizisi sonucunda intrasellüler 

Ca2+ düzeyi düşer, MLCK tarafından myozin fosforilasyonu sonlanır ve düz kas gevşemesi 

gerçekleşir [596-599]. Nitrik oksit sGC (solubl guanil siklaz) aktivasyonundan bağımsız olarak 

başka etkiler gösterir: Sarko endoplazmik retikulum Kalsiyum ATPazı (SERCA) stimüle ederek 

hücre içi Ca2+ konsantrasyonunu düşürür ve düz kas gevşemesine yol açar. Buna ek olarak nitrik 

oksidin dönüşümü sonucu oluşan peroksinitrit (ONOO-) S-glutatyolasyon aracılığı ile direkt 

olarak SERCA aktivitesini indükler [600]. Nitrik oksit, S-nitrozilasyon aracılığı ile GPCR (G protein 
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coupled receptor) ekspresyon ve işlevleri üzerine etki göstererek vasküler tonüsü 

düzenlemektedir [601, 602]. 

 

 

 

Şekil 2.19. NO tarafından damar tonüsü düzenlenme mekanizmaları. I: Çözünebilir guanilil siklaz 
(sGC) stimülasyonu ile sGMP oluşumunun indüksiyonu. sGMP, voltaj bağımlı Ca2+ kanallarından 
Ca2+ içe akışını ve inositol 1,4,5-trifosfat reseptöründen (IP3R) Ca2+ salınımını inhibe eden PKG’yi 
aktive eder. PKG SERCA’ı indükleyerek sitozolik Ca2+’un sarkoplazmik retikuluma (SR) geri 
alımını arttırır. Sitozolik Ca2+konsantrasyonu düşer, kalmodulin inaktive olur ve MLCK 
aktivasyonu ortadan kalkar. Ca2+ deplesyonu MLCP aktivitesini de arttırır. Aktin-myozin çapraz 
bağları koparak düz kas gevşemesi oluşur. II: Hipoksik koşullardasGC, sGMP yerine, Rho-kinazı 
aktive eden ve MLCP inhibisyonu ile kontraksiyona yol açan inozin siklik 3,5'-monofosfat (cIMP) 
üretir. III: NO tarafından protein S-nitrozilasyonu. IIIa: S-nitrozilasyon SERCA aktivitesini arttırır 
Ca2+ deplesyonunu arttırarak gevşemeyi indükler. IIIb: direkt olarak NO tarafından GPCR S-
nitrozilasyonu. IIIc: G protein-eşlenik reseptör kinaz 2 (GRK2)nin S-nitrozilasyonu β-
adrenoseptörlerin internalizasyon ve desensitizasyonunu önler. IIId: β arrestin 2 S-
nitrozilasyonu reseptör internalizasyonunu arttırır [603]. 
 

Nitrik oksit tarafından oluşturulan indirekt etkiler nitrik oksidin 02 ya da süperoksit (02
-) 

ile etkileşimi sonucu oluşan reaktif nitrojen oksit türevleri aracılığı ile oluşur. Organizmada en 

yaygın olarak üretilen reaktif nitrojen oksit türleri, oksidatif ve nitrozatif strese neden oldukları 

gösterilen dinitrojen trioksit (N2O3) ve peroksinitrittir (ONOO-) [604]. İnflamasyon gibi 

durumlarda, iNOS indüksiyonu sonucu oluşan aşırı miktardaki nitrik oksit okside ya da nitroze 

olarak reaktif nitrojen oksitleri oluşturur [604]. Ortamda hemoproteinlerin varlığı durumunda 

nitrik oksit hızla hem grubu ile reaksiyona gireceğinden, bu reaktif oksitlerin oluşumu çok yavaş 

olacaktır ancak membranlar gibi hidrofobik ortamlarda oksidasyon ya da nitrozasyon 

reaksiyonlarının normalin 1000 katına kadar hızlandığı gösterilmiştir [605]. Bu reaksiyonlar 
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sonucu oluşan ürünlerden birisi olan N2O3, hedef proteinlerle etkileşimi sonucu karsinojen 

nitrozaminlerin oluşumuna neden olduğu gösterilen potent bir nitrozatif ajandır [606]. N2O3, 

nitrik oksidin oto-oksidasyonu ile oluşur. 

 

 

 

Şekil 2.20. Nitrik oksidin düzenleyici, koruyucu ve zararlı biyolojik etkileri [607]  

 

2.22.5. Nitrik oksidin yağ doku ve enerji metabolizması üzerine etkileri 

 

Hipoksik koşullar gibi hücresel stres durumlarında mitokondriyal bir enzim olan 

sitokrom oksidaza bağlanarak mitokondriyal solunumu inhibe ettiği gösterilen [57] nitrik oksidin 

mitokondriyal solunumun kontrolü üzerinden hücresel enerji tüketimini düzenlediği 

bilinmektedir. Yapılan bir çalışmada nonspesifik NOS inhibitörü L-NAME uygulamasının 

farelerde ağırlık artışı ve gıda alımını azalttığı gösterildiğinden ötürü organizmanın enerji 

dengesinin düzenlenmesinde nitrik oksidin önemli rol oynadığı düşünülmektedir [60]. eNOS ve 

iNOS’un hem beyaz hem de kahverengi yağ dokuda eksprese edildiği bulunmuştur [28, 29, 61, 

62]. Bunun yanı sıra beden kitle indeksi ve yağ kitlesi ile nitrik oksit metabolitlerinin plazma 

düzeyleri arasında korelasyon bulunduğu ortaya konulmuştur [63-65]. İlginç olarak infeksiyon 
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ve inflamatuar hastalıklarda da kan NO metabolitlerinin düzeyi artmaktadır [608-610]. Obez 

fareler ve Zucker diyabetik sıçanlarında karaciğer, iskelet kası ve beyaz yağ dokusunda iNOS 

ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir [66, 67]. Farelerde iNOS gen silinmesinin fazla yağlı diyetle 

indüklenen insülin direncine karşı koruyucu etkisinin olduğunun gösterilmesi, nitrik oksidin 

insülin direnci gelişiminde rol oynadığını düşündürmektedir [67]. Farelere kronik olarak NOS 

inhibitörü L-NAME uygulanmasının vücut ağırlığında azalmaya neden olduğu gösterilmiştir. 

Vücut ağırlığındaki bu azalma yüksek yağ içeren diyet ile beslenme durumunda daha anlamlı 

bulunmuştur [68]. L-NAME uygulanması yağ hücrelerinin hacminde ve yağ hücrelerinde 

trigliserit birikiminde azalmaya yol açmıştır [68]. Bunun yanı sıra diyabetik hastalarda plazma 

nitrit düzeyleri orta düzeyde yükselmiştir [611]. Visseral obezitede saptanan düşük dereceli 

kronik inflamasyonun iNOS enziminin indüksiyonuna yol açtığı ortaya konulmuştur [30]. Ayrıca 

ilginç olarak, endotoksemi sırasında iNOS ekspresyonunun ana kaynağının yağ dokusu olduğu 

gösterilmiştir [70]. 3T3-L1 hücre kültüründe NO'in yağ dokudan salınan ve monosit migrasyonu, 

fibrinoliz ve anjiogeneze (yeni damar oluşumu) karışan, viseral yağ birikimini ve bununla ilişkili 

inflamasyonu etkileyen plazminojen aktivatör inhibitörü ve inflamatuar bir sitokin olan IL-6 

mRNA ekspresyonlarını arttırdığının gösterilmesi NOS aktivitesinin inhibe edilmesinin beyaz yağ 

dokuda inflamasyonu düzeltebileceğini düşündürmektedir [28]. 

Bununla birlikte, adiposit diferensiyasyonu üzerine NO etkileri ile ilgili çalışmalarda farklı 

sonuçlar elde edilmiştir. NO’in in vitro olarak sıçan kahverengi adipositlerinde proliferasyonu 

inhibe ettiği ve adipojenik marker genler olan PPARγ ve UCP-1 ekspresyonunu stimüle ettiği 

gösterilmiştir [52, 612]. NO’in primer sıçan kahverengi yağ doku preadipositlerinin ve sıçan 

beyaz yağ doku preadipositlerinin diferensiyasyonunu stimüle ettiği [31], 3T3-

L1preadipositlerinde ise diferensiyasyonu süprese ettiği gösterilmiştir [32]. Ayrıca, iNOS 

enziminin kronik inflamasyonda adipogenezisi stimüle ettiği gösterilmiştir. Bunun yanı sıra nitrik 

oksidin lipolizi stimüle ettiğini gösteren çalışmalar da bulunmaktadır [33, 34]. Yakın zamanlarda 

yapılan bir çalışmada 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu sırasında eNOS 

ekspresyonunda artış bulunmuştur [613]. 

Kardiovasküler sistemde vazodilatör, antiagregan ve antiproliferatif rolleriyle nitrik 

oksidin, bu sistemde vazokonstriksiyon ve vasküler düz kas proliferasyonuna aracılık eden 

Rho/Rho-kinaz yolağının fizyolojik antagonisti olduğu düşünülmektedir [614, 615]. Ancak 

endotoksemi, kronik inflamasyon (obezite günümüzde artık kronik bir inflamatuar bir hastalık 

olarak kabul edilmektedir) ve diyabet gibi patolojik şartlarda yüksek konsantrasyonlarda 

salıverilen NO ile söz konusu yolak arasındaki ilişkinin detayları çok net bilinmemektedir. Kısa 

süreli çalışmalarda NO’nun Rho inaktivasyonu üzerinden Rho/Rho-kinaz yolağını baskıladığına 

ilişkin literatürde pek çok çalışma bulunmaktadır. Ayrıca, Rho/Rho-kinaz sinyal ileti 

mekanizmasının inhibe edilmesi, NO’nun fizyolojik etkilerini güçlendirmektedir. Örneğin 
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vasküler düz kasta Rho inhibisyonunun eNOS’ı stimüle ettiği [616], statinler tarafından Rho 

inhibisyonunun eNOS ekspresyonunu arttırdığı [617] gösterilmiştir. Yakın zamanlarda Ksenopus 

embryolarında yapılan bir çalışmada nitrik oksidin RhoA aktivitesini, sGMP’nin yanısıra, 

RhoA’nın yapısında bulunan sistein rezidülerinin S-nitrozilasyonu yolu ile de önlediği 

gösterilmiştir [618]. Ancak NO ile Rho/ROCK arasındaki “cross-talk” olayının mikrovasküler 

damar yataklarında (sıçan mezenterik ve sıçan koroner damar yataklarında) çok yaygın olmadığı, 

bizim laboratuarımızda yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur [35, 619]. 

Farelerin spinal kordunda prostaglandin E3 reseptörü (EP3) agonisti ONO-AE-248 

tarafından indüklenen nitrik oksit oluşumu, spesifik Rho-kinaz inhibitörü H-1152 tarafından 

tümüyle ortadan kaldırıldığı gösterilmiştir [620]. İlginç olarak, nitrik oksidin RhoA’yı aktive 

ederek enterosit migrasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir [36]. Sıçan primer nöral kültürlerinde 

nitrik oksit donörü, NOC-5 uygulamasının kofilin fosforilasyonunu belirgin olarak arttırdığı 

bulunmuştur [621]. Rho-kinaz’ın alt efektörü LIMK tarafından fosforile edildiği bilinen aktin 

destabilize edici faktör kofilin fosforilasyonundaki bu anlamlı artışın nitrik oksit tarafından 

protein kinaz G yolu ile RhoA’nın aktivasyonuna bağlı olduğu ileri sürülmüştür [621]. Bu bulgu 

nitrik oksidin aktin hücre iskeleti düzenlenmesi üzerine etkisi olabileceğini düşündürmektedir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

3.1. 3T3-L1 Preadiposit Hücre Kültürü: 

 

Adiposit diferensiyasyonu ile ilgili olarak yapılan çalışmalarda kullanılan klon hücre 

hatları temel olarak iki grupta incelenebilir: Pluripotent fibroblastlar (Balb/c 3T3, 1246, RCJ3.1 

ve CHEF/18) ve unipotent preadipositler (3T3-L1, 3T3-F442A, Ob1771). Unipotent 

preadipositler determinasyon aşamasından sonra yalnızca adipositlere diferensiye 

olabildiklerinden ötürü, preadipositlerin adipositlere diferensiyasyonu ile ilgili çalışmalar için 

ideal hücre hatlarıdır. Bu hücre hatlarından en yaygın olarak kullanılanı fare embriyonik 

fibroblastları olan 3T3-L1 hücre hattıdır. 3T3-L1 hücreleri fibroblast morfolojisine sahiptir. 

Hücre kültürü ortamında konfluent hale geçince spontan olarak büyüme duraklaması evresine 

geçerler ve bu aşamada standardize edilmiş bir protokolü takip ederek uygun indükleyiciler ile 

adipositlere diferensiye olurlar. İmmortal klon hücre hatlarıdır. Hücre kültürü laboratuarında 

uygun koşullarda hücre özelliklerinde herhangi bir değişiklik olmaksızın sayısız pasajlamalar 

yapılabilir. Adiposit diferensiyasyonu ile ilgili olarak yapılan bu çalışmada 3T3-L1 hücre hattı 

kullanıldı. 3T3-L1 hücreleri Amerikan Tip Hücre Koleksiyonundan (ATCC-CL-173) 1 ml vial 

içerisinde dondurulmuş olarak satın alındı. CO2 konsantrasyonu %5 olan inkübatörde 37oC ortam 

sıcaklığındaki hücre kültürü besi ortamında 25 ml flask içerisinde pH değeri 7,0-7,4 olan %10 

fötal sığır serumu, %1 Penisilin, %1 Streptomisin ve%1 L-Glutamin içeren Dulbecco’nun modifiye 

Eagle medyumunda (DMEM) pasajlandı. 

 

3.1.1. 3T3-L1 Hücre Hattının Çözdürülmesi ve Ekilmesi: 

 

ATCC’den (American Type Culture Collection) 1 ml vial içerisinde dondurulmuş olarak 

gelen 3T3-L1 hücrelerinin 37°C’de sıcak su banyosu içerisinde 1-2 dk. içinde çözülmesi sağlandı. 

Çözülen hücreler 15 ml hacmindeki tüpe konularak üzerine daha önce ATCC tarafından verilen 

kitapçıktaki talimatlara uygun olarak hazırlanan ve 37oC sıcaklığa gelmesi sağlanan komplete 

medyum [%10 buzağı serumu, %1 glutamin, %1 Penisilin/streptomisin içeren Dulbecco’nun 

modifiye Eagle medyumu (DMEM)] ile 15 ml’ye tamamlanarak kapağı kapatıldı. Ardından, içinde 

hücre solüsyonunun bulunduğu tüp santrifüj cihazına konularak 37°C sıcaklıkta 1800 g’de 10 

dakika süresince santrifüj edildi. Santrifüjden sonra tüpün üst kısmındaki süpernatant döküldü. 

Altta kalan pelletin üzerine 4-6 ml hacminde taze hazırlanmış komplete medyum eklenerek bir 

pipet yardımı ile hücrelerin homojen bir şekilde karışması sağlandı. Ardından hücreler içinde 4 

ml civarında komplete medyum bulunan 25 ml hacmindeki flasklara ekim yapılarak inkübatöre 

kaldırıldı. 
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İnkübatördeki hücrelerin medyumu gün aşırı değiştirildi. Medyum değişimi sırasında 

flasklar inverted mikroskopta incelenerek ekimi yapılan hücrelerin flask içerisinde ulaştığı 

yoğunluk değerlendirildi. Hücrelerin büyüme duraklaması evresine geçmelerinin önlenmesi için 

yoğunluğu flask tabanının %70-80’ine ulaştığı anda daha fazla konfluent olmasına izin verilmedi. 

Bu aşamada hücrelere tripsinizasyon yapıldı. Flasklar, medyumun uzaklaştırılması için PBS 

tamponu ile yıkanarak üzerine 1-1,5 ml kadar tripsin eklendi. Flasklar hafif hafif sallanarak 

tripsinin flask tabanına iyice yayılması sağlandı ve 5 dakika süre ile 37°C inkübatörde inkübe 

edildi. 5 dk. sonra flasklar inverted mikroskop altında incelenerek hücrelerin flaskın tabanından 

ayrılıp ayrılmadıkları değerlendirildi. Hücrelerin flask tabanından tümüyle ayrıldığından emin 

olunduktan sonra pipetaj yapılarak hücreler 15 ml’lik tüpe aktarıldı. Tüpdeki hücrelerin üzeri 

PBS tamponu ile13-14 ml hacme tamamlandı ve 37°C sıcaklıkta 1800 g’de 10 dk. süresince 

santrifüjlendi. Santrifüjden alınan tüpdeki süpernatant döküldü. Ardından tüpün dibindeki 

pelletin üzeri komplete medyum ile tamamlandı ve 1:3 oranında pasaj yapıldı. Pasajlama sonrası 

flasklardaki hücrelerin medyumları yine gün aşırı değiştirildi. Hücreler %70-80 konfluent 

olduklarında tripsinizasyon yapılarak pasajlandı. Pasaj işlemi sırasında hücre sayımı yapılarak 

adiposit diferensiyasyon deneyleri için gereken hücre miktarı dışındaki hücreler 1 ml hacminde 

viallere konularak -80°C derin dondurucuda dondurularak ileride kullanılmak üzere saklandı. 

 

 
 

Şekil 3.1. Ekildikten sonra flask tabanına tutunan 3T3-L1 hücrelerinin inverted mikroskoptaki 
görüntüsü. 3T3-L1 hücreleri ilk ekildiklerinde fibroblast halindedirler ve diferensiyasyon 
medyumuna (IBMX, insülin ve deksametazon) maruz bırakıldıktan sonra zaman içinde olgun 
adipositlere diferensiye olurlar. 
 

3.2. Hücre Sayımı: 

 

Deney serilerinde her kuyucuk/flask/petriye eşit sayıda hücre ekilmesini sağlamak için 

ekim öncesi hücre sayımı yapıldı. Bu amaçla standart tripan mavisi boyama tekniğini kullanarak 
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hücre sayımı yapan, hücre popülasyonundaki canlı/ölü hücre sayısını saptayan otomatik bir 

sayım cihazı olan Countess otomatik hücre sayım cihazı kullanıldı. Sayım aşamasında önce 

flasklardaki hücreler tripsin ile kaldırıldı, ardından hücreler 50 ml hacimdeki tüpe toplandı ve 

üzerleri PBS ile 50 ml hacme tamamlandı. Ardından hücreler 1800 g de 10 dakika süresince 

santrifüj edildi. Santrfüj cihazından alınan tüpteki süpernanant atıldı ve dipteki pelletin üzeri 

komplete medyum ile tamamlandı. Pastör pipeti ile dikkatlice pipetaj yapılarak hücrelerin 

homojen bir şekilde dağılması sağlandı. Ardından hassas otomatik pipet ile tüpteki hücre 

süspansiyonundan 10 µl alındı ve tripan blue solüsyonundan alınan10 µl tripan blue ile iyice 

karıştırıldı. Daha sonra yine hassas otomatik pipetle bu karışımdan 10 µl alınarak Countess hücre 

sayım cihazında hücre sayımı yapmak amacı ile kullanılan ve üzerinde iki sayım kuyucuğu 

bulunan tek kullanımlık slaytlardaki özel yuvaya bırakıldı. Slayt Countess hücre sayım cihazına 

takılarak otomatik olarak sayım yapıldı. Her sayım işlemi iki kez tekrar edilerek bulunan hücre 

sayısının ortalaması alındı. 

 

 

 

Şekil 3.2. Countess otomatik hücre sayım cihazı ve slaytının görünümü. 

 

3.3. 3T3-L1 Preadiposit Diferensiyasyon Protokolü: 

 

Hücre sayımı yapıldıktan sonra deney serileri için gereken hücre miktarı hesaplanarak 24 

kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuğuna 20.000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Ekim işlemi 

sırasında tüpteki hücre süspansiyonuna belirli aralıklarla sürekli dikkatlice pipetaj yapılarak 

süspansiyonun homojen olması sağlandı. Her bir kuyucuktaki hücre süspansiyonları komplete 

medyum [%10 buzağı serumu (calf serum /CS), %1 Penisilin/streptomisin ve %1 glutamin içeren 

DMEM] ile 1 ml hacme tamamlandı. Medyum değişimi günaşırı yapıldı. Bu sırada hücrelerin 

flasklarda ulaştıkları yoğunluk inverted mikroskopta izlendi. Hücrelerin tam konfluent oldukları 

gün -2. gün kabul edildi. Hücreler buzağı serumu içeren komplete medyumda 2 gün daha 

bekletildi. Postkonfluent 2. gün diferensiyasyon protokolünün 0. günü olarak kabul edildi. Deney 

protokolünün 0. gününde adiposit diferensiyasyonunun indüklenmesi amacı ile kuyucuklardaki 

hücrelere 0,25 µM deksametazon, 0,5 mM izobutilmetilksantin (IBMX) 1μM insülin içeren %10 
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FBS/DMEM (fetal sığır serumu/Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu) uygulandı (0-2. gün). 2 

gün sonra kuyucuklardaki hücrelere 1μM insülin içeren %10 FBS/DMEM uygulandı (2-4. gün). 

Deney protokolünün 4. günü kuyucuklara %10 FBS içeren komplete medyum konuldu. Günaşırı 

medyum değişimi yapılarak inkübasyon 8. güne kadar sürdürüldü (4-8. gün). Diferensiyasyon 

protokolünün 8. gününde deney sonlandırılarak kuyucuklardaki hücrelere Oil Red O boyama 

yapılarak adiposit diferensiyasyonu değerlendirildi. 

 

3.3.1. Oil Red O Çalışma Solüsyonunun Hazırlanması: 

 

0,7 gr Oil red O tartılarak 200 ml izopropanol içerisinde çözüldü. Hazırlanan solüsyon 1 

gece boyunca +4°C sıcaklıkta bekletildi. Ertesi gün 0,22 µm membran filtresinden geçirilerek elde 

edilen stok solüsyonu +4°C’de bekletildi. Oil Red O stok solüsyonu boyama işleminde 

kullanılacağı zaman 6 birim stok solüsyon 4 birim dH2O ile karıştırıldı ve 20 dakika süresince oda 

sıcaklığında bekletildikten sonra 0,22 µm membran filtresinden geçirilerek kullanıldı. 

 

3.3.2. Oil Red O boyama ile adiposit diferensiyasyonunun değerlendirilmesi: 

 

Adiposit diferensiyasyon protokolünün 8. gününde deney sonlandırıldı. Kuyucuklardaki 

hücrelerin medyumları boşaltılarak üzerine %10’luk formalin eklendi ve 5 dakika süresince 

bekletildi. Ardından kuyucuklardaki formalin boşaltılarak taze formalin ile değiştirildi. Hücreler 

oda sıcaklığında formalin içerisinde 1 saat süreyle inkübe edildi. Kuyucuklardaki formalin 

tümüyle boşaltıldıktan sonra kuyucuklar %60’lık izopropanol ile yıkandı. Yıkama işleminden 

sonra kuyucuklardaki tüm formalin dikkatlice boşaltıldı ve pleytler iyice kurutuldu. Ardından her 

kuyucuğa daha önce hazırlanmış olan Oil Red O çalışma solüsyonundan 200 µl konuldu. Hücreler 

10 dakika süresince Oil red O çalışma solüsyonunda inkübe edildi. Ardından Oil Red O çalışma 

solüsyonu hızlıca kuyucuklardan uzaklaştırılarak kuyucuklar 4 kez ddH2O ile yıkandı. Bu 

aşamada pleytler inverted mikroskoba konularak görüntülendi. Bunun ardından kuyucuklardaki 

su boşaltıldı ve iyice kurutuldu. Kuyucuklardaki boyanmış olan yağ hücrelerinden Oil Red O 

çalışma solüsyonunu açığa çıkarmak için kuyucuklara %100 izopropanol konuldu. Pleytler 10 

dakika süresince döner çalkalayıcıda 1000 rpm hızda, oda sıcaklığında ve ışıktan korunarak 

inkübe edildi. İnkübasyon bitiminde birkaç kez pipetaj yapılarak açığa çıkmış olan izopropanolun 

homojen bir şekilde karışması sağlandı. Ardından her kuyucuktan 200 µl sıvı alınarak 96’lık eliza 

pleytlerine transfer edildi. Pleytler ELISA okuyucu cihaza yerleştirilerek 490 nm optik 

adsorbansta ölçüm yapıldı. 
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3.3.3. Diferensiyasyon Deney Serileri 

 

Diferensiyasyonun değerlendirildiği deney serilerinde efektör ve inhibitörler tek 

başlarına ya da kombine olarak diferensiyasyon sürecinin 0-2., 0-4., 4-8. ve 0-8. günleri boyunca 

uygulandı. Belirtilen zaman aralıkları bitiminden itibaren diferensiyasyon sürecinin 8. gününe 

kadar hücre kültür ortamı gün aşırı olarak yenilendi ve 8. gün hücreler harvest edilerek Oil Red 

O boyaması yapıldı. Kontrol gruplarına deney süresi boyunca aynı hacimde distile su ya da aynı 

hacim ve oranda dimetil sülfoksit içeren solüsyonlar uygulandı. Diferensiyasyon deney serileri 

aşağıdaki gibidir: 

• Nitrik oksit donasyonu yapan DETA-NO (DETA-NO (2,2′-[Hidroksinitrozohidrazono] bis-

etanimin, 10-7-10-5 M) ve sodyum nitrit (NaNO2, 10-7-10-3 M) tek başına uygulandığı 

gruplar (n=4) 

• iNOS indükleyicisi lipopolisakkaridin (LPS, 10 ve 100 ng/ml) NOS inhibitörü L-NAME (NG-

nitro-L-arginin metil esteri, 2x10-4 M ve 5x10-4 M) varlığında ya da yokluğunda 

uygulandığı gruplar (n=4) 

• RhoA aktivatörü lizofosfatidik asit ((1-Oleoyl-sn-gliserol 3-fosfat sodyum tuzu, LPA, 10-7-

10-5 M) ve trombinin (1 ve 5 U/ml) ROCK inhibitörü Y-27632’nin ((R)-(+)-trans-4-(1-

aminoethyl)-N-(4-Pyridyl) cyclohexanecarboxamide dihydrochloride monohydrate, 10-5 

M) varlığında ya da yokluğunda uygulandığı gruplar (n=4) 

• Selektif ROCK inhibitörü H-1152’nin ((S)-(+)-2-Metil-1-[(4-metil-5-isokinolinil) sulfonil] 

homopiperazin, 10-7, 10-6 M) tek başına uygulandığı gruplar (n=4) 

 

3.4. MTT Hücre Proliferasyon Analizi 

 

Günümüzde hücre proliferasyonunun değerlendirilmesi amacı ile çeşitli farklı metodlar 

kullanılmaktadır. Bunlar arasında hem uygulaması kolay hem sonuçları doyurucu ve hem de 

yüksek hızlı analizlere izin verebilen yöntemlerden birisi, MTT (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum bromid) hücre proliferasyon analizidir. Bu analiz yönteminin temel prensibi 

kültüre canlı hücrelerin standart kültür koşullarında belli bir süre boyunca dengeli bir hücre 

kültür medyumu içerisinde çözülmüş MTT ile 1-4 saat arası bir sürede inkübasyonu sonrası hücre 

içine penetre olan MTT’nin hücre içinde mitokondrilerdeki mitokondriyal redüktazlar tarafından 

mor renkli bir formazan tuzuna çevrilmesidir. MTT’nin mitokondriyal redüktazlar tarafından 

metabolize edilmesi ile ortaya çıkan formazan tuzunun oluşturduğu sinyal kolorimetrik ya da 

floresan metod ile ELISA reader ile 570 nm dalga boyunda okuma yapılarak değerlendirilir [622]. 

Hücrelere penetre olan MTT hücreler öldüğünde formazana dönüşmeyeceğinden ötürü, 

hücrelerin oluşturduğu formazan miktarı ölçülerek hücre popülasyonundaki hücrelerin 
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yaşamsallığı değerlendirilebilir. Bunun yanı sıra, hücreler prolifere olarak kültür ortamındaki 

hücre miktarı arttığında daha çok miktarda MTT hücre içinde formazan tuzuna çevrileceğinden 

ötürü ELISA reader ile yapılan okumada oluşan formazan sinyali de artacaktır. Bu da MTT analizi 

ile hücre proliferasyonunun değerlendirilmesini sağlar. 

 

Şekil 3.3. MTT (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)’nin formazana 
dönüşümü. Pozitif yüklü bir molekül olan MTT kolayca hücrelere penetre olur. Hücre içinde 
mitokondrilerde bulunan mitokondriyal redüktaz enzimleri aracılığı ile formazan tuzuna çevrilir 
[623]. 
 

3.4.1. MTT Çalışma Ve Çözücü Solüsyonlarının Hazırlanması 

 

MTT, deneyden önceki gün final konsantrasyon 5 mg/ml olacak şekilde pH 7.4 olan PBS 

içinde çözüldü. Ardından 0,2 µm’lik filtreden geçirilerek ışıktan korunmuş bir şişeye alındı ve 

+4°C sıcaklıkta buzdolabında saklandı. Deneyde oluşan formazan kristallerinin çözünebilmesi 

için kullanılacak solüsyon, absolü izopropil alkolün 0,04 M HCl eklenerek asidifiye edilmesi ile 

hazırlandı. Deney günü buzdolabından çıkarılan stok solüsyondan final konsantrasyon 0,5 mg/ml 

olacak şekilde hazırlanan çalışma solüsyonu oda sıcaklığına gelene kadar ışık almayan bir 

ortamda bekletildi. 

 

3.4.2. MTT Hücre Proliferasyon Analizinin Yapılması 

 

MTT proliferasyon analizinin başlangıcında hücre kültürü laboratuarında inkübatördeki 

24 kuyucuklu pleytler dikkatli bir şekilde çıkarıldı ve hafifçe yana doğru eğilerek kuyucuklardaki 

tüm medyum hücrelerin kuyucuk zemininden kalkmaması için azami dikkat gösterilerek 
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boşaltıldı. Ardından, içerdiği fenol red’in pembe-kırmızı rengi nedeni ile deney sonuçlarında 

hataya yol açmaması için kuyucuklarda kalmış olabilecek medyum, 37°C sıcaklıktaki fenol red 

içermeyen RPMI 1640 ile dikkatlice yıkandı. Ardından kuyucuklara dikkatlice filtre edilmiş 

0.5mg/ml konsantrasyondaki MTT solüsyonundan medyumdaki MTT oranı %15 olacak şekilde 

eklendi ve pleytler tekrar inkübatöre konularak 37°C’de 3 saat süresince inkübe edildi. 

İnkübasyon periyodunun bitiminde pleytler inkübatörden alındı ve kuyucuklarda bulunan 

medyum hücre içine penetre olmamış ve değişmemiş MTTnin ortamdan alınması için dikkatle 

boşaltıldı. Ardından, MTT’nin mitokondriyal redüktazlarca metabolize edilmesi sonucu oluşmuş 

olan formazan kristalleri 1 ml asidifiye edilmiş izopropil alkol (absolü izopropil alkol içerisinde 

0.04 M HCl) eklenerek çözüldü. Formazan kristallerinin tümüyle çözündüğünden emin olmak için 

solüsyon üniform bir renk alana kadar birkaç kez pipetaj yapıldı. Ardından herbir kuyucuktan 

200 µl alınarak 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine yerleştirildi ve 570 nm adsorbansta ELISA 

okuyucusunda okundu. Negatif kontrol olarak hücresiz pleytlere aynı yolla uygulanmış MTT’nin 

adsorbansı ölçüldü. 

 

3.4.3. Proliferasyon Deney Serileri 

 

Proliferasyonun değerlendirildiği deney serilerinde efektör ve inhibitörler tek başlarına 

ya da kombine olarak diferensiyasyon sürecinin 0-2., 0-4., ve 0-8. günleri boyunca uygulandı. Her 

bir deney grubu için, belirlenen zaman aralığının bitiminde deney sonlandırılarak MTT 

proliferasyon analizi yapıldı. Kontrol gruplarına deney süresi boyunca aynı hacimde distile su ya 

da aynı hacim ve oranda dimetil sülfoksit içeren solüsyonlar uygulandı. Proliferasyon deney 

serileri aşağıdaki gibidir: 

• Nitrik oksit donasyonu yapan DETA-NO (10-7-10-5 M) ve NaNO2’in (10-7-10-3 M) tek başına 

uygulandığı gruplar (n=4) 

• iNOS indükleyicisi LPS’in (10 ve 100 ng/ml) NOS inhibitörü L-NAME (2x10-4 M ve 5x10-4 

M) varlığında ya da yokluğunda uygulandığı gruplar (n=4) 

• RhoA aktivatörü LPA (10-7-10-5 M) ve trombinin (1 ve 5 U/ml) ROCK inhibitörü Y-

27632’nin (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda uygulandığı gruplar (n=4) 

• Selektif ROCK inhibitörü H-1152’nin (10-7, 10-6 M) tek başına uygulandığı gruplar (n=4) 

 

3.5. Rho A ve ROCK-2 Ekspresyonları: 

 

RhoA-ROCK ekspresyonunun değerlendirildiği deney serisi için 25 cm2’lik hücre kültür 

flasklarına ekim yapıldı. Adiposit diferensiyasyonu üzerine etkileri test edilen ajanların 

uygulandığı deney gruplarında diferensiyasyon protokolünün önceden belirlenmiş günlerinde 



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Sağlık Bilimleri enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2017 

 

64 
 

deney sonlandırıldı. Test edilen ajanların ROCK-2 enzim ekspresyonları üzerine etkisini 

değerlendirmek için protein-protein etkileşimlerini değerlendirmek amacı ile yaygın olarak 

kullanılan bir teknik olan Western-Blot yöntemi kullanıldı. Western blot yapılacak olan deney 

gruplarında uygulama sonrasında 3T3-L1 hücrelerinin bulunduğu 25 cm2’lik flasklardaki 

medyum 1 ml hacmindeki ependorf tüplere alındı. Flasklar bir kez dikkatlicePBS ile yıkandı ve 

ardından hücreleri lize etmek için flasklara RIPA lizis tamponu (25mM Tris•HCl pH 7,6, 150mM 

NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoksikolat, %0,1 SDS) eklendi ve +4°C’de 5 dakika süresince inkübe 

edildi. İnkübasyon bitiminde kazıma işlemi yapılarak flasklardaki tüm hücreler alındı. 

Flasklardan elde edilen homojenatlar 1 ml hacmindeki 200 g’de +4 °C’de 10 dakika süresince 

santrifüj edildi. Ardından alttaki pelleti kaldırmamaya dikkat ederek süpernatant ependorf 

tüplere alındı. Her tüpteki süpernatanttan 10 l alınarak Bradford yöntemi ile protein tayini için 

kullanıldı. Kalan proteinler ise Western-blot yönteminde kullanılmak üzere -80°C’de muhafaza 

edildi. 

 

3.5.1. Bradford Yöntemi ile Protein Tayini: 

 

Coommasie Blue G250 boyasının proteinlere bağlanmasına dayanan hızlı ve oldukça 

duyarlı olan Bradford yöntemi ile protein tayini biyolojik örneklerdeki protein dışı komponentler 

ve yaygın olarak kullanılan reagentler ile etkileşiminin oldukça az olması nedeni ile protein 

çalışmalarında yaygın olarak kullanılmaktadır. Boya solüsyonu içerisinde üç farklı yüklü boya 

formu bulunmaktadır. Bunlardan daha katyonik yüklü kırmızı form 470 nm ve yeşil form 650 nm 

dalgaboyunda maksimum absorbans vermektedir. Proteine bağlanan asıl form olan daha anyonik 

yüklü mavi boya ise 590 nm dalga boyunda maksimum absorbansa ulaşır. Metod, proteine 

bağlanmış olan mavi iyonik formdaki boya miktarının 595 nm dalga boyundaki absorbansının 

ölçülmesi yolu ile protein miktarının hesaplanmasını sağlar. Boya proteinlerin arginin ve lizin 

rezidülerine bağlanmaktadır. Bu nedenle boyanın homojenatlardaki farklı proteinlere karşı 

yanıtının farklı olması metodun tek temel dezavantajı olsa da yapılan tüm modifikasyonlar 

duyarlığın azalmasına neden olmuştur. Bu nedenle halen protein ölçümü için yaygın olarak 

kullanılan yöntem Bradford tarafından tanımlanan orijinal metoddur [624]. Western blotting 

hızlı, etkili ve tekrarlanabilir bir metoddur. Özellikle çok az miktardaki proteinlerin saptanması 

amacı ile yaygın olarak kullanılmaktadır. Akrilamid jellerdeki ulaşılması ve analizi zor olan 

proteinlerin membranlara transfer edilerek stabilize edilmesini ve etkin bir şekilde analiz 

edilebilmesini sağlar. 

Protein ölçümü için önce 1 mg/ml sığır serum albumini (BSA) solüsyonu deney standardı 

olarak kullanılmak üzere hazırlandı. Standartlar her bir konsantrasyon değeri için ikişer ependorf 

tüpü olmak üzere 0, 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 μl BSA konsantrasyonunda hazırlandı. Ependorf 
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tüplerindeki solüsyonların üzeri distile su eklenerek 100’er μl’ye tamamlandı. Ölçümü yapılacak 

olan örnekler de yine aynı şekilde çift olarak hazırlandı ve distile su eklenerek 100’er μl’ye 

tamamlandı. Ardından standart ve örneklerin üzerine 1’er ml bradford solüsyonu eklendi. Tüm 

tüplerdeki solüsyonlar vortekslenerek homojen bir şekilde karışması sağlandı. Tüm standart ve 

örneklerden 200 µl alınarak 96 kuyucuklu ELISA pleytlerine konuldu. Ardından örnekler 595 

(620) nm dalgaboyuna ayarlanmış olan ELISA okuyucuda köre karşı okutuldu. Daha sonra elde 

edilen absorbansların her örnek için ayrı ayrı ortalamaları alınarak μl deki protein miktarları 

Graphpad Prism programı kullanılarak belirlendi. 

 

3.5.2. Western-Blot Yöntemi: 

 

Protein blotlama olarak da adlandırılan western blot metodu elektroforez işlemi sonrası 

sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jelde (SDS-PAGE) çözünmüş olan proteinlerin bir elektrik 

akımı yardımı ile absorban bir membrana transferidir [625, 626]. Hızlı ve etkili bir metod olan 

western blotting, özellikle çok az miktarda bulunan proteinlerin kantitasyonu için uygun olması, 

poliakrilamid jelde ulaşılması güç olan proteinlerin membrana transferi sonrası kolay bir şekilde 

analizine izin vermesi ve tekrarlanabilirliği dolayısı ile protein analizi çalışmalarında yaygın 

olarak kullanılmaktadır [627]. 

Diferensiyasyon protokolünün farklı günlerinde uygulanan test ajanlarının ROCK-2 

protein ekspresyonlarına etkisinin değerlendirileceği deney gruplarında 3T3-L1 hücrelerinden 

elde edilen homojenatlar poliakrilamid jelde hazırlanan kuyucuklara yüklenecek miktarları 

hesaplanıp buna göre alınan miktarı Laemmli protein yükleme tamponu (0,5 M Tris HCl pH 6.8 

solüsyonu 0,125 M, 0,14 M %10 SDS, %20 gliserol, 0,2 mM 2-merkaptoetanol, 0,03 mM 

bromofenol blue) ile 1/3 oranlarında karıştırılıp vortekslendikten sonra 5’er dakika süresince 

kaynatıldı. Eşit miktarlarda protein önceden hazırlanmış olan %8-12’lik sodyum dodesil sülfat 

poliakrilamid (SDS-PAGE) jel üzerindeki kuyucuklara yüklenerek elektroforez yapıldı ve 

yüklenen örneklerdeki farklı büyüklükteki proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre jel üzerinde 

birbirlerinden ayrılmaları sağlandı. Poliakrilamid jel üzerinde büyüklüklerine göre ayrılarak 

bantlar oluşturan proteinler elektrik akımı altında gece boyunca +4°C sıcaklıkta blotlama 

yapılarak nitroselüloz bir membrana transferi gerçekleştirildi. Blot işleminin bitiminin ardından 

transblot cihazından çıkarılan membranlar önceden hazırlanarak filtre edilmiş %2’lik Tween-20 

ve yağsız süt tozu içeren Tris solüsyonu (TBS-T) ile 1 saat süresince dairesel çalkalayıcıda düşük 

hızda çalkalanarak bloklama işlemine tabi tutuldu. Bu sayede membranların protein bulunmayan 

bölümlerine özgün olmayan bir yolla protein bağlanması sağlandı. Bu özgün olmayan bağlanma 

ile protein yapıda olan primer antikorun bir sonraki aşamada membrana bağlanması 

engellenerek deneyin doğruluğu arttırılmış oldu. Membranlar bir saat süresince bloklama 
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işlemine tabi tutulduktan sonra3 kez 10’ar dakika süresince dairesel çalkalayıcıda düşük hızda 

TBS-T solüsyonu ile yıkandı. Bu sayede membrana yapışmamış olan proteinlerin uzaklaştırılması 

sağlandı. Her yıkama sonrası solüsyon dökülerek yenilendi. Yıkama işlemi bittikten sonra 

membranlar 1:2,000 dilüsyonda hazırlanmış olan ROCK enzimine özgü ROCK-2 (ROK) primer 

antikoru ile 2 saat süresince +4°C sıcaklıkta dairesel çalkalayıcıda düşük hızda çalkalanarak 

inkübe edildi. Bu yolla primer antikorların membranda bağlanmış durumda bulunan hedef 

proteinleri olan ROCK-2 enzimine bağlanması sağlandı. Primer antikor ile inkübasyon bitiminde 

tüm antikor alınarak membranlar bir kez dikkatlice TBS-T solüsyonu ile çalkalandı. Bu işlem 

sonrasında da membranlar TBS-T solüsyonu ile 3 defa 10’ar dakika süresince yıkanarak 

bağlanmamış durumdaki primer antikorun uzaklaştırılması sağlandı. Yıkama işlemi 

tamamlandıktan sonra membranlar bu kez HRP (horseradish peroxidase) bağlı sekonder antikor 

ile (1:2,000 dilüsyonda) bir saat inkübe edildi ve böylece primer antikorlara sekonder antikorun 

bağlanması sağlandı. Sekonder antikor ile inkübasyon bitiminde tüm antikor alınarak 

membranlar bir kez dikkatlice TBS-T solüsyonu ile çalkalandı. Bunun ardından membranlar 

tekrar 3 kez 10’ar dakika süresince TBS-T solüsyonu ile yıkandı. Bu sayede bağlanmamış olan 

sekonder antikor uzaklaştırıldı. Daha sonra membranlar ECL (enhanced chemiluminescence) 

Plus Kit görüntüleme solüsyonu ile 10 dakika süresince karanlık odada inkübe edildi. İnkübasyon 

bitiminde görüntüleme solüsyonu alınarak membranlar arada hava kabarcığı kalmamasına 

dikkat edilerek streç film ile kaplandı ve karanlık odada çeşitli sürelerde medikal röntgen filme 

basılarak görüntülendi. 

 

3.5.3. ROCK-2 Enzim Ekspresyonlarının Değerlendirildiği Deney Serileri 

 

 Western blot yöntemi ile ROCK-2 ekspresyonlarının değerlendirildiği deney serilerinde 

NO donörü ve iNOS indükleyicisi test ajanları diferensiyasyon protokolünün 0-8. günleri arasında 

tek başına ya da kombine olarak uygulandı. Ardından deney protokolünün 8. gününde hücreler 

harvest edilerek Western blot deneylerinde kullanıldı. Deney serileri aşağıdaki gibidir: 

• LPS’in (10, 100 ng/ml) NOS inhibitörü L-NAME (2x10-4 ve 5x10-4 M) varlığında ya da 

yokluğunda uygulandığı gruplar (n=3) 

• Nitrik oksit donörü DETA-NO’un (10-7, 10-6, 10-5 M) uygulandığı gruplar (n=3) 

 

3.5.4. iNOS Enzim Ekspresyonlarının Değerlendirildiği Deney Serileri 

 

 Western blot yöntemi ile iNOS ekspresyonlarının değerlendirildiği deney serilerinde LPS 

(10, 100 ng/ml) diferensiyasyon protokolünün 0-8. günleri arasında tek başına uygulandı. 
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Ardından deney protokolünün 8. gününde hücreler hasat edilerek Western blot deneylerinde 

kullanıldı.  

 

3.5.5. LIM-Kinaz Aktivitesinin Değerlendirildiği Deney Serileri 

 

 Rho-kinaz tarafından fosforile edilerek aktive olan ve ROCK aktivitesinin göstergesi olan 

LIM-kinaz fosforilasyonunun Western blot yöntemi ile değerlendirildiği deney serilerinde efektör 

ve inhibitörler diferensiyasyon protokolünün 0. günü belirlenmiş zaman aralıklarında (0, 5., 15., 

30. dakika) hücre kültür ortamına tek başına ya da kombine olarak uygulandı. Belirlenmiş zaman 

aralığının bitiminde hücreler hızlıca buz üzerinde hasat edilerek western blot deneylerinde 

kullanıldı. Bu deneylerdeki deney serileri aşağıdaki gibidir: 

• LPS’in (10, 100 ng/ml) tek başına ya da L-NAME (2x10-4 M) ile kombine olarak 

uygulandığı gruplar (n=3) 

• L-NAME’in (2x10-4M) tek başına uygulandığı grup (n=3) 

• NaNO2’in (10-7 M) tek başına uygulandığı grup (n=3) 

 

3.6. G-LISA RhoA Aktivasyon Analizi 

 

3.6.1. Lizis: 

 

Deneyden bir gün önce G-Lisa RhoA aktivasyon analizi kitinin içinde bulunan malzemeler 

üreticinin talimatlarına göre hazırlandı ve deney için gereken ancak üretici tarafından temin 

edilmeyen malzemeler temin edilerek hazırlandı. Deney günü inkübatörden çıkarılan hücre 

kültür pleytleri buz üzerine konularak medyumları alındı ve buz soğukluğunda PBS solüsyonu ile 

yıkandı. Bu aşamada pleytler yaklaşık 1 dakika buz üzerinde tutuldu. Ardından pleytlerdeki tüm 

PBS’nin alınabilmesi amacı ile pleytler buzdan ayrılmadan olabildiğince dik vaziyete getirildi. 

Pleytlerin tabanındaki hücrelerin kalkmamasına özen göstererek tüm PBS dikkatlice aspire 

edildi. Ardından pleytlerdeki her birkuyucuğa 140 µl buz soğukluğunda lizis tamponu konularak 

hücreler buz üzerinde lize edildi ve pleytler yine buzdan ayrılmadan hafifçe eğilerek hücre 

kazıyıcı ile toplandı. 

Kazıma işlemi sonrasında her kuyucuktan toplanan lizatların 20şer µl’si önceden 

etiketlenerek hazırlanmış tüplere konularak protein miktar tayini için ayrıldı. G-lisa RhoA 

aktivasyon analizi için her kuyucuktan alınan 100 µl lizat yine buz üzerinde önceden 

etiketlenerek hazırlanmış olan 0,5 ml hacmindeki tüplere transfer edildi. G-lisa RhoA aktivasyon 

analizi için ayrılan lizatlar hemen çalışma alanında hazır bulundurulan sıvı nitrojene daldırılarak 

donduruldu. Sıvı nitrojenden alınan lizatlar hemen -86°C derin dondurucuya aktarıldı. Protein 
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miktar tayini için 96 kuyucuklu bir ELISA pleytindeki kuyucuklara 10 µl lizat ya da lizis tamponu 

(blank olarak) konuldu ve her kuyucuğa 290 µl Precision RedTM Advanced Protein Assay Reagent 

eklenerek oda sıcaklığında 1 dakika inkübe edildi. Ardından pleyt ELISA okuyucu cihaza 

konularak köre karşı 600 nm dalga boyunda absorbans değerleri okundu. Elde edilen sonuçlar 

3,75 ile çarpılarak her bir kuyucuktaki lizat için protein konsantrasyonu (mg/ml) saptandı. 

Ardından özdeş protein konsantrasyonlarına ulaşmak için örneklere eklenmesi gereken lizis 

tamponu miktarının hesaplanması amacı ile aşağıdaki denklem kullanıldı: 

 

𝑨−𝑩

𝑩
× (𝑨′𝒏𝚤𝒏𝒉𝒂𝒄𝒎𝒊) =      µl 

 

Denklemde A konsantrasyonun yüksek olduğu lizatın konsantrasyonu (mg/ml) ve B en dilüe örneğin 

konsantrasyonudur (mg/ml) 

 

Tüm lizatlarda eşit konsantrasyonda protein bulunması için her tüpe eklenmesi gereken 

lizis tamponu miktarı belirlendikten sonra G-lisa analizi deneyine başlandı. 

 

3.6.2. G-LISA Analizi: 

 

Deney başlangıcında buz üzerinde 60 μl lizis tamponu etiketli bir mikro tübe alındı ve 

üzerine 60 μl buz soğukluğunda bağlanma tamponu eklendi, 3-5 saniye süresince 

vortekslendikten sonra eliza reader okuması sırasında blank olarak kullanılmak üzere buza 

gömülerek bekletildi. 12 µl Rho kontrol proteini Eliza okuması için örnekleri eliza pleyte 

yerleştirmeden hemen önce etiketli bir mikro tübe alındı ve üstüne hızlıca 48 µl buz 

soğukluğunda lizis tamponu ve 60 µl bağlanma tamponu eklendi. 3-5 saniye vortekslendikten 

sonra buza gömüldü ve eliza okuması sırasında pozitif kontrol olarak kullanıldı. Çalışılması 

planlanan gruplara yetecek sayıda G-LISA stribi paketinden çıkarıldı ve bu amaçla hazırlanmış 

olan strip tutucu pleyte yerleştirilerek buza gömüldü. Daha sonra G-LISA pleyt kuyucuklarının 

tabanında bulunan tozun çözündürülmesi için üzerine buz soğukluğunda 100 µl ultra saf distile 

su eklendi. Hücre lizatları -80°C derin dondurucudan çıkarıldı. Donmuş durumdaki hücre lizatları 

oda sıcaklığındaki su banyosuna alınarak çözündürüldükten sonra hızlıca buz üstüne alındı. 

Önceden yapılan hesaplamaya göre lizatlardaki protein konsantrasyonunun eşitlenebilmesi için 

her örneğe gereken miktarlarda lizis tamponu eklendi. Ardından 3-5 saniye süresince 

vortekslenerek homojen hale gelmesi sağlandıktan sonra buza gömüldü. Bu lizatlardan 40 µl 

alınarak önceden etiketlenerek hazırlanmış olan buz soğukluğundaki boş mikrosantrifüj 
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tüplerine konuldu. Her tüpe eşit hacimde bağlanma tamponu eklendikten sonra 3-5 saniye 

süresince vortekslenerek tekrar buz üstüne konuldu. 

G-LISA striplerinin bulunduğu pleyt ters çevrilip döküldü ve içinde hiç sıvı kalmaması için 

bir tezgâha yerleştirilmiş bir kâğıt havlu rulosuna 5-7 kez sertçe vurularak kuyucuklardaki tüm 

distile suyun boşalması sağlandı (deneyin tüm aşamalarında kuyucukların iyi boşalmamış 

olmasından ötürü sonuçlar arasında büyük farklılıklar olmasını engellemek için stripler hep aynı 

şekilde boşaltıldı). Bunun ardından pleyt tekrar buz üstüne alındı. Her kuyucuğa hızlıca 50 µl 

hücre lizatı konuldu. Pleytteki iki kuyucuğa sadece 50 µl blank kontrol solüsyonu konuldu. Diğer 

iki kuyucuğa ise sadece 50 µl RhoA pozitif kontrol solüsyonu konuldu. Pleyt hızlıca 4°C 

sıcaklıktaki soğuk orbital mikropleyt çalkalayıcıya yerleştirilerek 400 rpm hızda 30 dakika 

süresince çalkalanarak inkübe edildi. Bu sırada inkübasyon devam ederken pleytteki strip 

miktarına göre gereken miktarda antikor solüsyonu hazırlamak için RhoA primer antikoru 

antikor dilüsyon tamponu ile 1/250 oranında dilüe edildi (her 8 kuyucuklu strip için gereken 

hacim 500 µl idi). 30 dakika sonra pleyt mikropleyt çalkalayıcıdan alınarak içindeki solüsyon 

boşaltıldı. Pleyt iki kez yıkama tamponu ile yıkandı ve tezgâha konularak pleytteki kuyucuklara 

çok kanallı bir pipet aracılığıyla hızlıca oda sıcaklığındaki 200 µl antijen sunum tamponu eklendi. 

Pleyt oda sıcaklığında 2 dakika süresince inkübe edildi. Bunun ardından pleytteki solüsyon 

boşaltıldı ve hızlıca üç kez oda sıcaklığındaki200 µl yıkama tamponu ile yıkandı. Ardından her 

kuyucuğa 50 µl dilüe anti-RhoA primer antikoru konuldu ve pleyt oda sıcaklığında mikropleyt 

çalkalayıcıda 45 dakika süresince 400 rpm hızda çalkalanarak inkübe edildi. 

Primer antikor ile inkübasyon sırasında pleytler için gereken miktarda sekonder antikor 

solüsyonu hazırlamak için HRP ile işaretli sekonder antikor, antikor dilüsyon tamponu ile 1/62,5 

oranında dilüe edildi (her 8’li strip için gereken antikor solüsyonu miktarı 500 µl idi). 

İnkübasyonun bitiminde pleyt boşaltılarak hızlıca üç kez 200 µl oda sıcaklığındaki yıkama 

tamponu ile yıkandı. Her kuyucuğa 50 µl dilüe sekonder antikor eklendi ve mikropleyt 

çalkalayıcıya konularak 45 dakika süresince oda sıcaklığında 400 rpm hızda çalkalanarak inkübe 

edildi. Sekonder antikor inkübasyonu sırasında pleyt için gereken miktarda HRP solüsyonu 

hazırlamak için HRP deteksiyon reajan solüsyonu A ve B -80°C derin dondurucudan alınarak oda 

sıcaklığındaki su banyosunda çözülmesi sağlandı. Sekonder antikor inkübasyonunun bitiminden 

hemen önce her iki solüsyon eşit miktarda karıştırılarak HRP solüsyonu hazırlandı. Sekonder 

antikor ile inkübasyon bitiminde pleyt boşaltılarak oda sıcaklığındaki 200 µl yıkama tamponu ile 

üç kez yıkandı. Yıkama bitiminde her kuyucuğa 50 µl HRP solüsyonu eklendi ve 37°C sıcaklıkta 

15 dakika süresince inkübe edildi. İnkübasyon sonrası kuyucuklara 50 µl HRP stop solüsyonu 

eklendi ve eliza okuyucuda 490 nm dalga boyunda absorbans ölçümü yapıldı. 
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3.6.3 RhoA Translokasyonlarının Değerlendirildiği Deney Serileri 

 

 G-LISA RhoA aktivasyon analizi yapılan deney serilerinde efektör ve inhibitörler 

diferensiyasyon protokolünün 0. günü belirlenmiş zaman aralıklarında (0, 5., 15., 30. dakika) 

hücre kültür ortamına tek başına ya da kombine olarak uygulandı. Belirlenmiş zaman aralığının 

bitiminde hücreler hızlıca buz üzerinde hasat edilerek G-LISA RhoA aktivasyon analizi yapıldı. 

RhoA translokasyonlarının değerlendirildiği deney serileri aşağıdaki gibidir: 

• NaNO2 (10-7 ve 10-5 M, n=3) uygulanan gruplar (n=3) 

• DETA-NO (10-7 ve 10-5 M, n=3) uygulanan gruplar (n=3) 

• L-NAME (2X10-4 ve 5x10-4 M, n=3) uygulanan gruplar (n=3) 

• LPA (10-7 ve 10-5 M, n=3) uygulanan gruplar (n=3) 

• Trombin (1 ve 5 U/ml) ve RhoA inhibitörü C3 ekzoenzim (2µ/ml) tek başına ya da 

kombine olarak uygulandığı gruplar (n=3) 

 

3.7. Griess Metodu ile Nitrik Oksit Metabolitlerinin Tayini 

 

Organizmada üretilen nitrik oksidin nitrit ve nitrata metabolize olması basamaklı bir 

reaksiyon zinciri ile olur. Plazma ve diğer sıvılarda NO neredeyse tümüyle nitrite (NO2-) 

metabolize olur. Griess yöntemi, nitrik oksidin en çok oluşan iki metabolitinin (nitrit ve nitrat) 

ölçümüne dayalı bir ölçümdür. İlk defa 1879 yılında tanımlanan ve basitliği nedeni ile plazma, 

serum, idrar, tükrük ve hücre kültür medyumunu içeren örneklerde analiz için yaygın bir şekilde 

kullanılan Griess metodunda nitrit önce asidik ortamda sulfanilamid gibi bir diazotize edici ajanla 

muamele edilerek geçici bir diazonyum tuzu oluşur. Ardından bu ara ürün bir eşleyici ajan olan 

N-naftil-etilendiamin ile reaksiyona girerek stabil bir azo bileşiği oluşur. Oluşan bileşiğin yoğun 

mor rengi griess metodu ile nitrit ölçümünün 540 nm optik absorbansta 0,5 µM kadar düşük 

düzeyde yüksek hassasiyetle yapılabilmesini sağlar. 
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Şekil 3.4: Griess metodu ile NO ölçümünün şematize edilmiş gösterimi [632]. 

 

Nitrit/nitrat ölçümü için planlanan deney gruplarında 3T3-L1 hücreleri 6 kuyucuklu 

pleytlere her kuyucukta 80.000 hücre olacak şekilde ekildi. Daha sonra kuyucuklardaki hücreler 

tam konfluent oluncaya kadar %10 buzağı serumu içeren komplete medyumda inkübe edildi. 

Kuyucuklardaki hücrelerin tam konfluent olduğu gün-2. gün kabul edilerek hücreler iki gün 

süreyle %10 buzağı serumu içeren komplete medyumda inkübe edildi. Hücreler tam konfluent 

olduktan sonraki 2. gün diferensiyasyon protokolünün 0. günü kabul edildi. Bu noktada medyum 

değişimi yapıldı ve kuyucuklara 0,5 mM IBMX, 0,25 µM deksametazon ve 1 μM insülin içeren %10 

FBS/DMEM verilerek 2 gün boyunca diferensiyasyon indüklendi. Ardından 2 gün süresince (2-4. 

gün) hücreler insülin içeren %10 FBS/DMEM içerisinde inkübe edildi. Diferensiyasyon 

protokolünün 4. gününden 8’inci gününe kadar hücreler %10 FBS/DMEM de inkübe edildi. 

İnkübatördeki hücrelerin medyumu günaşırı değiştirildi. Nitrik oksit ölçümü için belirlenen 

günlerde kuyucuklardan alınan medyum önceden etiketlenmiş 1,5 ml hacmindeki viallere alındı 

ve nitrik oksit ölçümü yapılana kadar -20°C sıcaklıktaki derin dondurucuda saklandı. 

Nitrik oksit ölçüm deneyinden bir gün önce nitrik oksit ölçüm kitinde bulunan malzemeler 

üreticinin talimatlarına göre hazırlandı, kitte bulunmayan ancak deney için gerekli malzemeler 

temin edildi. 

 

3.7.1. Nitrit Ölçümü: 

 

Deney yapılacağı zaman örnekler -20°C derin dondurucudan çıkarılarak çözüldü. Nitrit 

ölçümü için bir eliza pleytinin yan yana ilk iki kuyucuğuna 200 µl 1x reajan dilüenti eklendi. 

Ardından 50µl nitrit standardı 1-7 yan yana kuyucuklara duplike olarak eklendi. 50 µl1x reajan 

dilüenti sıfır standart olarak yan yana iki kuyucuğa eklendi. Ardından sırayla kuyucuklara 50 µl 

örnek eklendi. Blank kuyucukları dışındaki diğer tüm kuyucuklara 50 µl Griess reajanı I eklendi. 
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Ardından blank dışındaki tüm kuyucuklara 50 µl Griess reajanı II eklendi ve iyice karıştırıldı. Pleyt 

oda sıcaklığında 10 dakika süresince inkübe edildi ve eliza okuyucuda 540 nm dalga boyunda 

absorbansı ölçüldü. 

 

3.7.2. Nitrat Ölçümü: 

 

Nitrat ölçümü için bir eliza pleytinin yan yana ilk iki kuyucuğuna 200 µl reajan dilüenti 

eklendi. 50 µl nitrat standardı 1-6 yan yana kuyucuklara duplike olarak eklendi. 50 µl 1x reagent 

dilüent yan yana kuyucuklara sıfır standart olarak eklendi. Ardından sırayla kuyucuklara 50 µl 

örnek eklendi. Tüm standart ve örneklere 25 µl dilüe NADH eklendi. Tüm standart ve örnek 

kuyucuklarına 25 µl dilüe nitrat redüktaz solüsyonu eklendi. Pleytin üstü kapatıldı ve 30 dakika 

37°C sıcaklıkta inkübe edildi. Blank dışındaki tüm kuyucuklara 50 µl Griess reajanı ekIendi. 

Ardından blank dışında tüm kuyucuklara 50 µl Griess II reajanı eklendi ve iyice karıştırıldı. Pleyt 

oda sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi ve eliza okuyucuda 540 nm dalga boyunda absorbansı 

ölçüldü. 

 

3.7.3. Nitrit/Nitrat ölçümü Yapılan Deney Serileri 

 

Nitrit/nitrat ölçümü yapılan deney serilerinde efektör ve inhibitörler diferensiyasyon 

protokolünün belirlenmiş zaman aralıkları boyunca (0-2., 0-4., 0-8. günleri arasında) hücre kültür 

ortamına uygulandı ve belirlenmiş zaman aralığının bitiminde hücre kültür medyumunda 

nitrit/nitrat ölçümü yapıldı. Bu amaçla oluşturulan deney serileri aşağıdaki gibidir: 

• iNOS indükleyici bakteriyel lipopolisakkarid (10 ve 100 ng/ml) ve NOS inhibitörü L-

NAME (2x10-4 ve 5x10-4 M) tek başına ya da kombine olarak uygulandığı gruplar (n=4) 

• RhoA aktivatörü LPA (10-7, 10-6, 10-5 M) ve ROCK inhibitörü Y-27632 (10-5 M) tek başına 

ya da kombine olarak hücre kültür ortamına uygulandığı gruplar (n=4) 

 

3.8. Aktin Hücre İskeleti Boyanması 

 

Deneyden önce Oregon green 488 phalloidin üreticinin talimatına göre dilüe edildi ve 

viallere alınarak -20°C sıcaklıktaki derin dondurucuya konuldu. Fiksasyon için gereken %4’lük 

formaldehid solüsyonu hazırlandı. Deney günü, hücre iskeleti boyaması için 24 kuyucuklu 

pleytlere ekilmiş olan hücreler inkübatörden çıkarıldı ve dikkatlice bir kez 2-3 dakika süresince 

oda sıcaklığında PBS (Phosphate Buffered Saline/fosfatla tamponlanmış tuzlu su) ile yıkandı. 

Ardından kuyucuklardaki tüm PBS bir pipetle dikkatlice alındı ve kuyucuklara önce 1 dakika 

süresince 250 μl %4 formaldehit + %0,1 TX (triton-X 100) solüsyonu konuldu ve süre bitiminde 
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dikkatlice boşaltılarak kuyucuklara bu kez 250 μl %4 formaldehit solüsyonu konuldu ve 30 

dakika süresince oda sıcaklığında inkübe edildi. Sürenin bitiminde formaldehit boşaltılarak 

hücreler 3 kez 2-3 dakika PBS ile yıkandı. PBS boşaltıldıktan sonra kuyucuklara 250 μl %0,25 TX 

içeren PBS konularak 10 dakika süresince inkübe edildi ve hücrelerin permeabilize olması 

sağlandı. Solüsyon boşaltıldı ve kuyucuklara PBS içerisinde %5 BSA (Bovine Serum Albumin), %5 

NGS (Normal Goat Serum) ve %0,25 TX içeren bloklama solüsyonu eklenerek 20 dakika süresince 

oda sıcaklığında bloklama yapıldı. 

Bloklamanın bitiminden hemen önce -20°C sıcaklıktaki derin dondurucudan çıkarılan 

Oregon green phalloidin ışıktan etkilenmemesi için alüminyum folyo ile sarılmış ve boyama 

yapılacak kuyucuk sayısına göre gereken miktar önceden hesaplanarak hazırlanmış %0,5 BSA, 

%5 NGS, %0,25 TX içeren PBS solüsyonuna 1/50 (hacim/hacim) oranında eklenerek hazırlanan 

boyama solüsyonundan her kuyucuğa 250 μl konuldu ve oda sıcaklığında, ışıktan koruyarak 20 

dakika süresince inkübasyon yapıldı. Bu aşamanın ardından, pleytleri olabildiğince ışıktan 

koruyarak 2-3 kez 2-3 dakika süre ile PBS solüsyonu ile yıkama yapıldı. 

Yıkamanın bitmesinin ardından pleytler Nikon Eclipse TS 100 invert mikroskopta ve 

floresan ataçmanına üreticinin kılavuzuna göre Oregon gren 488 phalloidin için kullanımı 

önerilen FITC (Fluorescein isothiocyanate) floresan filtre kübü (eksitasyon: 496, emisyon: 524 

nm dalga boyu) takılarak 40 X büyütmede görüntülendi ve fotoğraflandı. 

 

3.8.1. Aktin Hücre İskeleti Boyaması Yapılan Deney Serileri 

 

Aktin hücre iskeleti organizasyonundaki değişiklikleri değerlendirmek amacı ile aktin 

hücre iskeleti boyaması yapılan deney serilerinde efektör ve inhibitörler diferensiyasyon 

protokolünün belirlenmiş zaman aralıkları boyunca (0. gün ve 0-2., 0-4., 0-8. günleri arasında) 

hücre kültür ortamına uygulandı. Belirlenmiş zaman aralığının bitiminde hücreler Oregon Green 

Phalloidin ile boyanarak floresan mikroskop altında görüntülendi. Bu amaçla oluşturulan deney 

serileri aşağıdaki gibidir: 

• DETA-NO (10-7 ve 10-5 M, n=4) uygulaması yapılan gruplar 

• NaNO2 (10-7 ve 10-5 M, n=4) uygulaması yapılan gruplar 

• LPS (10 ve 100 ng/ml) ve L-NAME’in (2x 10-4 ve 5x10-4 M, n=4) tek başına ya da kombine 

olarak uygulandığı gruplar 

• LPA (10-7 ve 10-5 M) ve Y-27632’nin (10-5 M) tek başına ya da kombine olarak uygulandığı 

gruplar 
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3.9. İstatistiksel Analiz: 

 

Diferensiyasyon, proliferasyon, nitrit/nitrat tayinleri ve RhoA aktivasyonu (G-LISA) 

kolorimetrik olarak değerlendirildi ve veriler ortalama ± standart hata olarak ifade edildi. Western 

Blot tekniği ile elde edilen bantların analizi için Scion Image programından faydalanıldı. 

İstatistiksel değerlendirilme için ANOVA’yı takiben Dunnet veya Bonferroni post- hoc testi 

kullanıldı. P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Proliferasyon Bulguları 

 

4.1.1. DETA-NO Uygulamasının Proliferasyon Üzerine Etkisi 

 

4.1.1.1. 0-2. Gün: 

 

Hücre kültür ortamına DETA-NO uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile ilk olarak diferensiyasyon protokolünün 0-2. günleri arasında 3T3-L1 

hücre kültür ortamına DETA-NO (10-7-10-5 M) uygulaması yapıldı. Ardından deney protokolünün 

2. günü MTT proliferasyon analizi yapılarak proliferasyon değerlendirildi. DETA-NO, 0-2 gün 

boyunca uygulanan konsantrasyonlarda proliferasyon üzerine anlamlı bir etki göstermedi (Şekil 

4.1.1.1). 
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Şekil 4.1.1.1. 0-2. gün DETA-NO uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara deney protokolünün 0-2. günü DETA-NO 10-7-10-5 M 
konsantrasyonda uygulandı (n=4). Ardından DETA-NO uygulamasının adiposit proliferasyonu 
üzerine etkisi MTT proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart 
hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post 
hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.1.1.2. 0-4. Gün: 

 

Hücre kültür ortamına DETA-NO uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile ilk olarak diferensiyasyon protokolünün 0-4. günü süresince DETA-
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NO (10-7-10-5 M) uygulaması yapılan hücrelere deney protokolünün 4. günü MTT proliferasyon 

analizi yapılarak proliferasyon değerlendirildi. DETA-NO, 0-2 gün boyunca uygulanan 

konsantrasyonlarda proliferasyon üzerine anlamlı bir etki göstermedi (Şekil 4.1.1.2.). 
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Şekil 4.1.1.2. 0-4. Gün DETA-NO uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara deney protokolünün 0-4. günü DETA-NO 10-7-10-5 M 
konsantrasyonda uygulandı (n=4). Ardından deney protokolünün 4. günü DETA-NO 
uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi MTT proliferasyon analizi yöntemi ile 
değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar 
için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 
anlamlı kabul edildi. 
 

4.1.1.3. 0-8. Gün: 

 

Hücre kültür ortamına DETA-NO uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile ilk olarak diferensiyasyon sürecinin 0-8. günü süresince DETA-NO 

(10-7-10-5 M) uygulaması yapılan hücrelere deney protokolünün 8. günü MTT proliferasyon 

analizi yapılarak proliferasyon değerlendirildi. DETA-NO, uygulanan konsantrasyonlarda 

proliferasyon üzerine anlamlı bir etki göstermedi (Şekil 4.1.1.3.). 
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Şekil 4.1.1.3. 0-8. Gün DETA-NO uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, deney protokolünün 0-8. günü hücre kültür ortamına DETA-NO 10-

7-10-5 M konsantrasyonda uygulandı (n=4). Ardından 8. gün DETA-NO uygulamasının adiposit 
proliferasyonu üzerine etkisi MTT proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. Veriler 
ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans 
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.1.2. NaNO2 Uygulamasının Adiposit Proliferasyonu Üzerine Etkisi 

 

4.1.2.1. 0-2. Gün: 

 

Hücre kültür ortamına NaNO2 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile ilk olarak diferensiyasyon sürecinin 0-2. günlerinde NaNO2 (10-7-10-3 

M) uygulaması yapılan hücrelere deney protokolünün 2. günü MTT proliferasyon analizi 

yapılarak proliferasyon değerlendirildi. Sodyum nitrit, uygulanan hiçbir konsantrasyonda 

preadiposit proliferasyonunu etkilemedi (Şekil 4.1.2.1.). 
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Şekil 4.1.2.1. 0-2. gün NaNO2 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara deney protokolünün 0-2. günü arasında NaNO2 10-7-
10-3 M konsantrasyonda uygulandı (n=4). Ardından deney protokolünün 2. günü MTT 
proliferasyon analizi yapılarak NaNO2 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi 
değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar 
için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 
anlamlı kabul edildi. 
 

4.1.2.2. 0-4. Gün: 

 

Hücre kültür ortamına NaNO2 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile ilk olarak diferensiyasyon sürecinin 0-4. günü süresince NaNO2 (10-

7-10-3 M) uygulaması yapılan hücrelere deney protokolünün 4. günü MTT proliferasyon analizi 

yapılarak proliferasyon değerlendirildi. Test edilen hiçbir konsantrasyonda sodyum nitrit 

preadiposit proliferasyonunu etkilemedi (Şekil 4.1.2.2.). 
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Şekil 4.1.2.2. 0-4. gün NaNO2 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, deney protokolünün 0-4. günleri boyunca hücre kültür ortamına 
NaNO2 10-7-10-3 M konsantrasyonda uygulandı (n=4). Ardından deney protokolünün 4. günü 
NaNO2 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi MTT proliferasyon analizi yöntemi 
ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar 
için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 
anlamlı kabul edildi. 
 

4.1.2.3. 0-8. Gün: 

 

Hücre kültür ortamına NaNO2 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile ilk olarak diferensiyasyon sürecinin 0-8. günü süresince NaNO2 (10-

7-10-3 M) uygulaması yapılan hücrelere deney protokolünün 8. günü MTT proliferasyon analizi 

yapılarak proliferasyon değerlendirildi. Test edilen hiçbir konsantrasyonda sodyum nitrit 

preadiposit proliferasyonunu etkilemedi (Şekil 4.1.2.3.). 
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Şekil 4.1.2.3. 0-8. gün NaNO2 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara deney protokolünün 0-8. günü NaNO2 10-7-10-5 M 
konsantrasyonda uygulandı (n=4). Ardından deney protokolünün 8. günü NaNO2 uygulamasının 
adiposit proliferasyonu üzerine etkisi MTT proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. 
Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü 
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul 
edildi. 
 
4.1.3. Lipopolisakkarid Uygulamasının Adiposit Proliferasyonu Üzerine Etkisi ve bu 

Etkinin L-NAME Varlığında Ya da Yokluğunda Değerlendirilmesi  

 

4.1.3.1. 0-2. Gün: 

 

Lipopolisakkarid uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile ilk olarak hücre kültür ortamına diferensiyasyon sürecinin 0-2. günü 

lipopolisakkarid (10, 100 ng/ml) uygulaması yapıldı. LPS’nin etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) 

varlığında ya da yokluğunda değerlendirildi. MTT proliferasyon analizi sonucunda LPS, 

preadiposit proliferasyonunu L-NAME varlığında ya da yokluğunda etkilemedi. Diğer taraftan tek 

başına L-NAME’in de proliferasyon üzerine anlamlı bir etkisi görülmedi. (Şekil 4.1.3.1). 
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Şekil 4.1.3.1. 0-2. gün L-NAME varlığında LPS uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine 
etkisi. 3T3-L1 deney protokolünün 0-2. günü preadiposit hücre kültüründe birer gruba tek başına 
LPS (10, 100 ng/ml) uygulandı. Birer gruba L-NAME 2 ve 5x10-4 M konsantrasyonda uygulandı 
ve bunu takiben hücrelere lipopolisakkarid 10, 100 ng/ml konsantrasyonda uygulandı (n=4). 
Birer gruba sadece L-NAME (2 ve 5x10-4 M) uygulandı. Ardından, bu uygulamaların adiposit 
proliferasyonu üzerine etkisi deney protokolünün 2. günü yapılan MTT proliferasyon analizi 
yöntemi ile değerlendirildi. Uygulama proliferasyon üzerine herhangi bir etki göstermedi. Veriler 
ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans 
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı 
kabul edildi. 
 

4.1.3.2. 0-4. Gün: 

 

Lipopolisakkarid uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile ilk olarak hücre kültür ortamına diferensiyasyon sürecinin 0-4. günü 

lipopolisakkarid (10, 100 ng/ml) uygulaması yapıldı. LPS’nin etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) 

varlığında ya da yokluğunda değerlendirildi Protokolün 4. günü deney sonlandırılarak MTT 

proliferasyon analizi yapıldı. LPS hem 10 ng/ml hem de 100 ng/ ml konsantrasyonda 

proliferasyonu anlamlı olarak süprese etti. L-NAME’in (2x10-4 M) düşük konsantrasyonda LPS 

(10 ng/ml) ile kombinasyonu proliferasyondaki süpresyonu ortadan kaldırmazken, kombine 

uygulama yapılan diğer gruplarda proliferasyonda LPS tarafından oluşturulan süpresyonu 

ortadan kaldırdı. Preadipositlerin tek başına L-NAME (5x10-4 M) ile preinkübasyonu 

proliferasyonu süprese etti. Buna karşın, 2x10-4 M L-NAME proliferasyonda bir miktar azalmaya 

neden olmakla birlikte bu azalma istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. (Şekil 4.1.3.2.). 
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Şekil 4.1.3.2. 0-4. gün L-NAME varlığında LPS uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine 
etkisi. Deney protokolünün 0-4. günleri boyunca birer gruba tek başına LPS (10, 100 ng/ml) 
uygulandı. Birer gruba L-NAME 2 ve 5x10-4 M konsantrasyonda uygulandı ve bunun ardından 
hücrelere lipopolisakkarid 10, 100 ng/ml konsantrasyonda uygulandı (n=4). Birer gruba sadece 
L-NAME (2 ve 5x10-4 M) uygulandı. Ardından, bu uygulamanın adiposit proliferasyonu üzerine 
etkisi deney protokolünün 4. günü yapılan MTT proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. 
Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü 
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 
anlamlı kabul edildi. *: P<0.05, ***: P<0.001 (kontrole karşı anlamlılık); ++: P<0.01, (tek başına 
LPS uygulamasına göre anlamlılık). 
 

4.1.3.3. 0-8. Gün: 

 

LPS uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacı ile 

diferensiyasyon sürecinin 0-8. günü boyunca hücre kültür ortamına lipopolisakkarid (10, 100 

ng/ml) uygulaması yapıldı. LPS’nin etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) varlığında ya da yokluğunda 

değerlendirildi. Protokolün 8. günü deney sonlandırılarak proliferasyon değerlendirildi. LPS tek 

başına uygulandığında her iki konsantrasyonda da proliferasyon üzerine etki göstermezken 

düşük doz LPS (10 ng/ml) ile L-NAME’nin kombinasyonu proliferasyonu süprese etti. Buna 

karşılık yüksek doz LPS (100 ng/ml) ile L-NAME’in (2 ve 5x10-4 M) kombine edilmesi preadiposit 

proliferasyonunu değiştirmedi Bunun yanı sıra preadipositlerin tek başına L-NAME (2x10-4 ve 

5x10-4 M) ile preinkübasyonu, proliferasyonu süprese etti (Şekil 4.1.3.3). 
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Şekil 4.1.3.3. 0-8. gün L-NAME varlığında LPS uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine 
etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe deney protokolünün 0-8. günü birer gruba tek başına 
LPS (10, 100 ng/ml) uygulandı. Birer gruba L-NAME 2 ve 5x10-4 M konsantrasyonda uygulandı 
ve bunu takiben hücre kültür ortamına lipopolisakkarid 10, 100 ng/ml konsantrasyonda 
uygulandı (n=4). Birer gruba ise tek başına L-NAME (2 ve 5x10-4 M) uygulandı. Ardından, bu 
uygulamanın adiposit proliferasyonu üzerine etkisi deney protokolünün 8. günü yapılan MTT 
proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test 
olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01. 
 

4.1.4. Lizofosfatidik Asit Uygulamasının Adiposit Proliferasyonu Üzerine Etkisi ve bu 

Etkinin Y-27632 Varlığında Ya da Yokluğunda Değerlendirilmesi 

 

4.1.4.1. 0-2. Gün: 

 

Lizofosfatidik asit uygulamasının (10-7-10-5 M) adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-2. gününde hücre kültür ortamına 

lizofosfatidik asit uygulaması yapıldı. LPA’nın etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da 

yokluğunda değerlendirildi. Diferensiyasyon protokolünün 2. günü deney sonlandırılarak 

proliferasyon değerlendirildi. LPA, tek başına 10-6 ve 10-5 M konsantrasyonda uygulandığında 

proliferasyonu anlamlı olarak arttırdı. Bu anlamlılık Y-27632’nin LPA ile kombine edilmesi ile 

ortadan kalktı. Y-27632’nin tek başına uygulanması preadiposit proliferasyonunu etkilemedi. 

(Şekil 4.1.4.1.). 
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Şekil 4.1.4.1. 0-2. gün LPA ve Y-27632 uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerin proliferasyonu 
üzerine etkisi. Deney protokolünün 0-2. günü birer gruba LPA tek başına 10-7-10-5 M 
konsantrasyonda uygulandı. Y-27632 (10-5 M) 3 ayrı deney grubuna uygulandı ve bunu takiben 
bu gruplardaki hücrelere artan konsantrasyonlarda lizofosfatidik asit (10-7-10-5 M) uygulaması 
yapıldı (n=4). Bir gruba da Y-27632 (10-5 M) tek başına uygulandı. Ardından, bu uygulamanın 
adiposit proliferasyonu üzerine etkisi deney protokolünün 2. günü yapılan MTT proliferasyon 
analizi yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel 
karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve 
Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01. 

 

4.1.4.2. 0-4. Gün: 

 

LPA uygulamasının (10-7-10-5 M) adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-4. gününde hücre kültür ortamına LPA 

uygulaması yapıldı. LPA’nın etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda değerlendirildi. 

Diferensiyasyon protokolünün 4. günü deney sonlandırılarak proliferasyon değerlendirildi. LPA, 

uygulanan konsantrasyonlarda preadiposit proliferasyonunu arttırmakla birlikte, bu artış 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı. Y-27632’nin tek başına uygulanması preadiposit 

proliferasyonunu suprese etti. Ayrıca, Y-27632’nin farklı dozlarda LPA ile kombine edilmesi de 

preadiposit proliferasyonunu anlamlı olarak baskıladı (Şekil 4.1.4.2.). 
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Şekil 4.1.4.2. 0-4. gün LPA ve Y-27632 uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerin proliferasyonu 
üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe deney protokolünün 0-4. günleri boyunca 
birer gruba tek başına LPA 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandı. Birer gruba ise önce Y-27632 
10-5 M konsantrasyonda uygulandı ve bunun ardından hücrelere lizofosfatidik asit 10-7-10-5 M 
konsantrasyonda uygulandı (n=4). Bir gruba tek başına 10-5 M konsantrasyonda Y-27632 
uygulaması yapıldı. Ardından, bu uygulamaların adiposit proliferasyonu üzerine etkisi deney 
protokolünün 4. günü yapılan MTT proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. Veriler 
ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans 
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı 
kabul edildi. **: P<0.01, ***: P<0.001 (LPA’nın tek başına uygulanmasına göre anlamlılık). 
 
4.1.4.3. 0-8. Gün: 

 

Lizofosfatidik asit uygulamasının (10-7-10-5 M) adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-8. gününde hücre kültür ortamına 

lizofosfatidik asit uygulaması yapıldı. LPA’nın etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da 

yokluğunda değerlendirildi. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak 

proliferasyon değerlendirildi. Hem LPA ve hem de Y-27632 tek başına uygulandığında 

preadiposit proliferasyonunu süprese etti. Ancak, Y-27632’nin farklı dozlarda LPA ile kombine 

edilmesi, preadiposit proliferasyonu üzerine LPA tarafından oluşturulan etkide anlamlı bir 

değişikliğe yol açmadı (Şekil 4.1.4.3.). 
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Şekil 4.1.4.3. 0-8. gün Y-27632 ve LPA uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerin proliferasyonu 
üzerine etkisi.3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara deney protokolünün 0-8. günü 
birer gruba LPA tek başına 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandı. Birer gruba ise önce Y-27632 
10-5 M konsantrasyonda uygulandı ve bunu takiben hücrelere lizofosfatidik asit 10-7-10-5 M 
konsantrasyonda uygulandı (n=4). Bir gruba sadece 10-5 M konsantrasyonda Y-27632 
uygulaması yapıldı. Ardından, bu uygulamaların adiposit proliferasyonu üzerine etkisi deney 
protokolünün 8. günü MTT proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± 
standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi 
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul 
edildi. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001 (kontrole karşı anlamlılık). 

 
4.1.5. Trombin Uygulamasının Adiposit Proliferasyonu Üzerine Etkisi ve bu Etkinin Y-

27632 Varlığında Ya da Yokluğunda Değerlendirilmesi 

 

4.1.5.1. 0-2. Gün: 

 

Trombin uygulamasının (1-5 U/ml) adiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-2. gününde hücre kültür ortamına 

trombin uygulaması yapıldı. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda 

değerlendirildi. Diferensiyasyon protokolünün 2. günü deney sonlandırılarak proliferasyon 

değerlendirildi. Trombin tek başına uygulandığında 1U/ml konsantrasyonda proliferasyonu 

arttırmakla beraber, bu artış anlamlı bulunmadı. Bununla birlikte tek başına 5U/ ml 

konsantrasyonda uygulandığında preadiposit proliferasyonu arttı ve 1, 5 U/ml konsantrasyonda 

trombin Y-27632 (10-5 M) ile kombine edildiğinde proliferasyondaki artış değişmedi. Y-27632 

(10-5 M) tek başına uygulandığında proliferasyon üzerine etki göstermedi (Şekil 4.1.5.1.). 
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Şekil 4.1.5.1. 0-2. gün Y-27632 varlığında ya da yokluğunda trombin uygulamasının adiposit 
proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, deney protokolünün 0-2. 
günü trombin bir gruba tek başına 1U/ml başka bir gruba 5 U/ml konsantrasyonda uygulandı. 
Birer grupta Y-27632 (10-5 M) ön uygulaması yapıldı ve ardından kuyucuklara trombin 1-5 U/ml 
konsantrasyonda uygulandı (n=4). Bir gruba da sadece Y-27632 (10-5 M) uygulaması yapıldı. 
Ardından, bu uygulamaların adiposit proliferasyonu üzerine etkisi deney protokolünün 2. günü 
yapılan MTT proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata 
olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc 
test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.1.5.2. 0-4. Gün: 

 

Trombin uygulamasının (1-5 U/ml) preadiposit proliferasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-4. günü boyunca hücre kültür ortamına 

trombin uygulaması yapıldı. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda 

değerlendirildi. Diferensiyasyon protokolünün 4. günü deney sonlandırılarak proliferasyon 

değerlendirildi. Trombin, 1U/ml konsantrasyonda uygulandığında proliferasyonu anlamlı olarak 

arttırdı. 5U/ml konsantrasyonda ise proliferasyonda artış olmakla birlikte bu artış istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadı. Y-27632 (10-5 M) ile preinkübasyon yapılması proliferasyondaki artışı 

tersine çevirdi (Şekil 4.1.5.2.). 
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Şekil 4.1.5.2. 0-4. gün Y-27632 varlığında ya da yokluğunda trombin uygulamasının adiposit 
proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, deney protokolünün 0-4. 
günü birer gruba tek başına trombin (1-5 U/ml) uygulandı. Birer grupta Y-27632 (10-5 M) ön 
uygulaması yapıldı ve ardından kuyucuklara trombin 1-5 U/ml konsantrasyonda uygulandı 
(n=4). Bir gruba tek başına Y-27632 (10-5 M) uygulaması yapıldı. Ardından, bu uygulamanın 
adiposit proliferasyonu üzerine etkisi 4. gün yapılan MTT proliferasyon analizi yöntemi ile 
değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar 
için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri 
kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. *: P<0.05 (kontrole karşı anlamlılık), +: P<0.05 (Tek başına 
trombin uygulanan gruba göre anlamlılık). 
 

4.1.5.3. 0-8. Gün: 

 

Trombin uygulamasının (1-5 U/ml) adiposit proliferasyonu üzerine etkisini 

değerlendirmek amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-8. günü boyunca hücre kültür ortamına 

trombin uygulaması yapıldı. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda 

değerlendirildi. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak proliferasyon 

değerlendirildi. 1 ve 5 U/ml konsantrasyonda trombin preadiposit proliferasyonunu stimüle etti. 

Buna karşılık bu artış Y-27632 varlığında tersine döndü (Şekil 4.1.5.3.). 
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Şekil 4.1.5.3. 0-8. gün Y-27632 varlığında ya da yokluğunda trombin uygulamasının adiposit 
proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, deney protokolünün 0-8. 
günü trombin bir gruba tek başına 1U/ml başka bir gruba 5 U/ml konsantrasyonda uygulandı. 
Birer grupta Y-27632 (10-5 M) ön uygulaması yapıldı ve ardından kuyucuklara trombin 1-5 U/ml 
konsantrasyonda uygulandı (n=4). Bir gruba da sadece Y-27632 (10-5 M) uygulaması yapıldı. 
Ardından, bu uygulamanın adiposit proliferasyonu üzerine etkisi 8. gün yapılan MTT 
proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test 
olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01, 
***: P<0.001 (kontrole göre anlamlılık); +++: P<0.001 (tek başına trombin uygulamasına göre 
anlamlılık). 

 
4.1.6. H-1152 Uygulamasının Adiposit Proliferasyonu Üzerine Etkisi 

 

4.1.6.1. 0-2. Gün: 

 

Hücre kültür ortamına H-1152 (10-7, 10-6 M) uygulamasının adiposit proliferasyonu 

üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacı ile ilk olarak diferensiyasyon sürecinin 0-2. günü 

arasında H-1152 uygulaması yapılan hücrelere deney protokolünün 2. günü MTT proliferasyon 

analizi yapılarak proliferasyon değerlendirildi. Test edilen hiçbir konsantrasyonda H-1152 

preadiposit proliferasyonunu etkilemedi (Şekil 4.1.6.1.). 
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Şekil 4.1.6.1. 0-2. gün H-1152 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara deney protokolünün 2. günü H-1152 10-7-10-6 M 
konsantrasyonda uygulandı (n=4). Ardından H-1152uygulamasının adiposit proliferasyonu 
üzerine etkisi MTT proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart 
hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post 
hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.1.6.2. 0-4.Gün: 

 

Hücre kültür ortamına H-1152 (10-7, 10-6 M) uygulamasının adiposit proliferasyonu 

üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacı ile ilk olarak diferensiyasyon sürecinin 0-4. günü 

süresince H-1152 uygulaması yapılan hücrelere deney protokolünün 4. günü MTT proliferasyon 

analizi yapılarak proliferasyon değerlendirildi. Test edilen hiçbir konsantrasyonda H-1152 

preadiposit proliferasyonunu etkilemedi (Şekil 4.1.6.2). 
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Şekil 4.1.6.2. 0-4. gün H-1152 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi. H-1152 (10-

7-10-6 M) 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe deney protokolünün 0-4. günü hücre kültür 
ortamına uygulandı (n=4). Ardından 4. gün H-1152 uygulamasının adiposit proliferasyonu 
üzerine etkisi MTT proliferasyon analizi yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart 
hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post 
hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.1.6.3. 0-8. Gün: 

 

Hücre kültür ortamına H-1152 (10-7, 10-6 M) uygulamasının adiposit proliferasyonu 

üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-8. günü süresince H-

1152 uygulaması yapılan hücrelere deney protokolünün 8. günü MTT proliferasyon analizi 

yapılarak proliferasyon değerlendirildi. Test edilen her iki konsantrasyonda H-1152 preadiposit 

proliferasyonunu anlamlı olarak süprese etti (Şekil 4.1.6.3). 
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Şekil 4.1.6.3. 0-8. gün H-1152 uygulamasının adiposit proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara deney protokolünün 0-8. günü H-1152(10-7-10-6 M) 
uygulandı (n=4). Ardından adiposit proliferasyonu. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test 
olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. ***: P < 0,001 

 
4.2. Diferensiyasyon Bulguları 

 

4.2.1. DETA-NO Uygulamasının Diferensiyasyon Üzerine Etkisi 

 

4.2.1.1. 0-2. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 0-2. günleri arasında hücre kültür ortamına DETA-NO (10-

7-10-5 M) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla 0-2. günler arasında DETA-NO uygulaması yapılan deney serilerinde 

diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O boyaması yapıldı. DETA-

NO, hücre kültür ortamına 10-5 M değil ama 10-7 ve 10-6 M konsantrasyonda uygulandığında 

preadiposit diferensiyasyonunu anlamlı olarak arttırdı (Şekil 4.2.1.1). 
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Şekil 4.2.1.1. 0-2 gün DETA-NO uygulamasının diferensiyasyon üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, DETA-NO deney protokolü boyunca 0-2. günler arasında 
kuyucuklara 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandı (n=11). Bunun ardından DETA-NO’nun 
adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler 
ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans 
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P <0.05 anlamlı kabul edildi. ** 
P<0.01. 
 

4.2.1.2. 0-4. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 0-4. günleri arasında hücre kültür ortamına DETA-NO (10-

7-10-5 M) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla 0-4. günler arasında DETA-NO uygulaması yapılan deney serilerinde 

diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O boyaması yapıldı ve 

diferensiyasyon değerlendirildi. DETA-NO, uygulanan konsantrasyonlarda preadiposit 

diferensiyasyonu üzerine anlamlı bir etki göstermedi (Şekil 4.2.1.2). 
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Şekil 4.2.1.2 0-4 gün DETA-NO uygulamasının diferensiyasyon üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara DETA-NO deney protokolü boyunca 0-4. günler 
arasında 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandı (n=8). Takiben DETA-NO’nun adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama 
±standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi 
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 

 

4.2.1.3. 4-8. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 4-8. günleri arasında hücre kültür ortamına DETA-NO (10-

7-10-5 M) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla 4-8. günler arasında DETA-NO uygulaması yapılan deney serilerinde 

diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O boyaması yapıldı ve 

diferensiyasyon değerlendirildi. DETA-NO, uygulanan konsantrasyonlarda preadiposit 

diferensiyasyonu üzerine anlamlı bir etki göstermedi (Şekil 4.2.1.3). 
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Şekil 4.2.1.3. 4-8 gün DETA-NO uygulamasının diferensiyasyon üzerine etkisi. DETA-NO 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe kuyucuklara deney protokolü boyunca 4-8. günler arasında 10-7-
10-5 M konsantrasyonda uygulandı (n=8). Takiben DETA-NO’nun adiposit diferensiyasyonu 
üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata 
olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc 
test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.2.1.4. 0-8. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 0-8. günleri arasında hücre kültür ortamına DETA-NO (10-

7-10-5M) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla diferensiyasyon sürecinin 0-8. günleri arasında DETA-NO uygulaması 

yapılan deney serilerinde diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve diferensiyasyon değerlendirildi. DETA-NO, uygulanan konsantrasyonlarda 

preadiposit diferensiyasyonu üzerine anlamlı bir etki göstermedi (Şekil 4.2.1.4). 
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Şekil 4.2.1.4. 0-8 gün DETA-NO uygulamasının diferensiyasyon üzerine etkisi. 3T3-L1 
preadiposit hücre kültüründe, DETA-NO deney protokolü boyunca 0-8. günler arasında 
kuyucuklara 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandı (n=8). Bunun ardından DETA-NO’nun 
adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyaması yapılarak değerlendirildi. Veriler 
ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans 
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi 
 

4.2.2. NaNO2 Uygulamasının Diferensiyasyon Üzerine Etkisi 

 

4.2.2.1. 0-2. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 0-2. günleri arasında hücre kültür ortamına NaNO2 

(sodyum nitrit) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla hücrelere diferensiyasyon protokolünün 0-2. günleri arasında NaNO2 

(10-4, 10-3 M) uygulandı. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve diferensiyasyon değerlendirildi. Uygulanan konsantrasyonlarda NaNO2 

diferensiyasyon üzerine anlamlı etki göstermedi (Şekil 4.2.2.1). 
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Şekil 4.2.2.1. 0-2. gün NaNO2 uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine 
etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara NaNO2 deney protokolü boyunca 0-2. 
günler arasında 10-4-10-3 M konsantrasyonda uygulandı (n=8). Takiben NaNO2’nin adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± 
standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi 
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.2.2.2. 0-4. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 0-4. günleri arasında hücre kültür ortamına NaNO2 

(sodyum nitrit) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla hücrelere diferensiyasyon protokolünün 0-4. günleri arasında NaNO2 

(10-4, 10-3 M) uygulandı. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve diferensiyasyon değerlendirildi. NaNO2, uygulanan konsantrasyonlarda 

diferensiyasyon üzerine anlamlı etki göstermedi (Şekil 4.2.2.2.). 
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Şekil 4.2.2.2. 0-4. gün NaNO2 uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine 
etkisi. NaNO2, 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara deney protokolü boyunca 0-4. 
günler arasında 10-4-10-3 M konsantrasyonda uygulandı (n=8). Ardından NaNO2’nin adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± 
standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi 
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.2.2.3. 4-8. Gün: 

 

4-8. gün arasında hücre kültür ortamına NaNO2 (sodyum nitrit) uygulamasının 3T3-L1 

preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. Bu amaçla hücrelere 

diferensiyasyon protokolünün 4-8. günleri arasında NaNO2 (10-4, 10-3 M) uygulandı. 

Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O boyaması yapıldı ve 

diferensiyasyon değerlendirildi. Uygulanan konsantrasyonlarda NaNO2 diferensiyasyon üzerine 

anlamlı etki göstermedi (Şekil 4.2.2.3). 
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Şekil 4.2.2.3. 4-8. gün NaNO2 uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine 
etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara NaNO2 deney protokolü boyunca 4-8. 
günler arasında 10-4-10-3 M konsantrasyonda uygulandı (n=8). Takiben NaNO2’nin adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart 
hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post 
hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.2.2.4. 0-8. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 0-8. günleri arasında hücre kültür ortamına NaNO2 

(sodyum nitrit) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla hücrelere diferensiyasyon protokolünün 0-8. günleri arasında NaNO2 

(10-4, 10-3 M) uygulandı. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve diferensiyasyon değerlendirildi. Uygulanan konsantrasyonlarda NaNO2 

diferensiyasyon üzerine anlamlı etki göstermedi (Şekil 4.2.2.4). 
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Şekil 4.2.2.4. 0-8. gün NaNO2 uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine 
etkisi. NaNO2 deney protokolü boyunca kuyucuklara 0-8. günler arasında 10-4-10-3 M 
konsantrasyonda uygulandı (n=8). Ardından NaNO2’nin adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi 
Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. 
İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak 
Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.2.3. Lipopolisakkarid Uygulamasının Diferensiyasyon Üzerine Etkisi ve bu Etkinin L-

NAME Varlığında Ya da Yokluğunda Değerlendirilmesi 

 

4.2.3.1. 0-2. Gün: 

 

Lipopolisakkarid uygulamasının (LPS, 10, 100 ng/ml, n=4) preadiposit diferensiyasyonu 

üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-2. gününde hücre 

kültür ortamına LPS uygulaması yapıldı. LPS’in etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) varlığında ya da 

yokluğunda değerlendirildi. Ardından diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney 

sonlandırılarak Oil Red O boyaması yapıldı ve bu uygulamanın adiposit diferensiyasyonu üzerine 

etkisi değerlendirildi. LPS uygulanan konsantrasyonlarda diferensiyasyon üzerine etki 

göstermedi. L-NAME ne tek başına ne de kombine uygulamada etki göstermedi (Şekil 4.2.3.1). 
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Şekil 4.2.3.1 0-2. Gün L-NAME varlığında ya da yokluğunda lipopolisakkarid uygulamasının 
diferensiyasyon üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe deney protokolünün 0-2’nci 
günleri arasında birer gruba 10, 100 ng/ml LPS uygulandı. Birer gruba L-NAME (2 ve 5x10-4 M) 
ön uygulaması yapıldı ve ardından LPS (10, 100 ng/ml, n=4) uygulandı. Birer gruba ise 2 ve 5x10-

4 M konsantrasyonda L-NAME uygulandı. Ardından 8’inci gün Oil Red-O boyama yöntemi ile 
LPS’nin adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata 
olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc 
test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.2.3.2. 0-4. Gün: 

 

Lipopolisakkarid uygulamasının (LPS, 10, 100 ng/ml, n=4) preadiposit diferensiyasyonu 

üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-4. günü süresince hücre 

kültür ortamına LPS uygulaması yapıldı. LPS’in etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) varlığında ya da 

yokluğunda değerlendirildi. Ardından diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney 

sonlandırılarak Oil Red O boyaması yapıldı ve bu uygulamanın adiposit diferensiyasyonu üzerine 

etkisi değerlendirildi. Diferensiyasyon sürecinin 0-4’üncü günleri arasında hücre kültür ortamına 

LPS uygulanması adiposit diferensiyasyonunu anlamlı olarak azalttı, L-NAME ön uygulaması bu 

etkiyi değiştirmedi (Şekil 4.2.3.2.). 
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Şekil 4.2.3.2. 0-4. gün L-NAME varlığında ya da yokluğunda lipopolisakkarid uygulamasının 
diferensiyasyon üzerine etkisi. LPS birer grupta 3T3-L1 hücrelerine deney protokolünün 0-
4’üncü günleri arasında 10, 100 ng/ml uygulandı. Birer gruba L-NAME (2 ve 5x10-4 M) ön 
uygulaması yapıldı ve ardından LPS (10, 100 ng/ml, n=4) uygulandı. Birer gruba ise 2 ve 5x10-4 
M konsantrasyonda L-NAME uygulandı. Ardından bu uygulamanın adiposit diferensiyasyonu 
üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata 
olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc 
test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. *: P<0.05 
 
4.2.3.3. 4-8. Gün: 

 

LPS uygulamasının (10, 100 ng/ml, n=4) preadiposit diferensiyasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 4-8. günü süresince hücre kültür ortamına 

LPS uygulaması yapıldı. LPS’in etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) varlığında ya da yokluğunda 

değerlendirildi. Ardından diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve bu uygulamanın adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. 

Diferensiyasyon sürecinin 4-8’inci günleri arasında hücre kültür ortamına LPS uygulanması 

adiposit diferensiyasyonunu anlamlı olarak azalttı, L-NAME ön uygulaması bu etkiyi değiştirmedi 

(Şekil 4.2.3.3.). 
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Şekil 4.2.3.3. 4-8. gün L-NAME varlığında ya da yokluğunda lipopolisakkarid uygulamasının 
diferensiyasyon üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, deney protokolü boyunca 
4-8’inci günler arasında birer gruba 10, 100 ng/ml LPS uygulandı. Birer gruba L-NAME (2 ve 
5x10-4 M) ön uygulaması yapıldı ve ardından LPS (10, 100 ng/ml, n=4) uygulandı. Birer gruba ise 
2 ve 5x10-4 M konsantrasyonda L-NAME uygulandı. Ardından bu uygulamanın adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± 
standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi 
(ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. *: P<0.05. 
 

4.2.3.4. 0-8. Gün: 

 

LPS uygulamasının (10, 100 ng/ml) preadiposit diferensiyasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-8. günü boyunca hücre kültür ortamına 

LPS uygulaması yapıldı. LPS’in etkisi L-NAME (2 ve 5x10-4 M) varlığında ya da yokluğunda 

değerlendirildi. Ardından diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve bu uygulamanın adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. 

Diferensiyasyon sürecinin 0-8’inci günleri arasında LPS uygulaması adiposit diferensiyasyonunu 

anlamlı olarak azalttı, L-NAME ön uygulaması bu etkiyi değiştirmedi (Şekil 4.2.3.4.). 
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Şekil 4.2.3.4. 0-8. gün L-NAME varlığında ya da yokluğunda lipopolisakkarid uygulamasının 
diferensiyasyon üzerine etkisi. Deney protokolü boyunca 0-8’inci günler arasında birer gruba tek 
başına 10, 100 ng/ml LPS uygulandı. Birer gruba L-NAME (2 ve 5x10-4 M) ön uygulaması yapıldı 
ve ardından LPS (10, 100 ng/ml, n=4) uygulandı. Birer gruba ise 2 ve 5x10-4 M konsantrasyonda 
L-NAME uygulandı. Ardından bu uygulamanın adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O 
boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. 
İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak 
Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. *: P<0.05 
 

4.2.4. Lizofosfatidik Asit Uygulamasının Diferensiyasyon Üzerine Etkisi ve bu Etkinin Y-

27632 Varlığında Ya da Yokluğunda Değerlendirilmesi 

 

4.2.4.1. 0-2. Gün: 

 

Lizofosfatidik asit (10-7-10-5 M) uygulamasının preadiposit diferensiyasyonu üzerine 

etkisinin değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-2. günü boyunca hücre kültür 

ortamına LPA uygulaması yapıldı. LPA’nın etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda 

değerlendirildi. Ardından diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve bu uygulamanın adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. 

LPA, uygulandığı tüm konsantrasyonlarda diferensiyasyonu anlamlı düzeyde azalttı. Y-27632 tek 

başına uygulandığında diferensiyasyonu arttırmakla birlikte, bu artış anlamlı kabul edilmedi. 

LPA’nın Y-27632 ile kombine uygulanması LPA’nın etkisini değiştirmedi (Şekil 4.2.4.1). 
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Şekil 4.2.4.1 0-2. gün Y-27632 varlığında ya da yokluğunda LPA uygulamasının adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara deney 
protokolünün 0-2. günü birer gruba yalnız başına 10-7-10-5M konsantrasyonda LPA uygulandı. 
Birer gruba Y-27632 10-5 M konsantrasyonda uygulandı ve bunu takiben hücrelere LPA 10-7-10-5 

M konsantrasyonda uygulandı (n=4). Bir gruba ise tek başına 10-5 M konsantrasyonda Y-27632 
uygulaması yapıldı. Ardından 8’inci gün Oil Red-O boyama yöntemi ile LPA’nın adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. 
İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak 
Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01, *: 
P<0.001 (kontrole karşı anlamlılık). 
 

4.2.4.2. 0-4. Gün: 

 

Lizofosfatidik asit (10-7-10-5 M) uygulamasının preadiposit diferensiyasyonu üzerine 

etkisinin değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-4. günü boyunca hücre kültür 

ortamına LPA uygulaması yapıldı. LPA’nın etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda 

değerlendirildi. Ardından diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve bu uygulamanın adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. Y-

27632 tek başına uygulandığında diferensiyasyonu belirgin olarak arttırdı. LPA uygulaması bu 

artışı ortadan kaldırdı (Şekil 4.2.4.2.). 

 



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Sağlık Bilimleri enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2017 

 

106 
 

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 .8

* * *

K o n tro l

L P A  1 0
- 7

M

L P A  1 0
- 6

M

L P A  1 0
- 5

M

L P A  1 0
- 7

M + Y -2 7 6 3 2  1 0
- 5

 M

L P A  1 0
- 6

 M + Y -2 7 6 3 2  1 0
- 5

 M

L P A  1 0
- 5

 M + Y -2 7 6 3 2  1 0
- 5

 M

Y -2 7 6 3 2  1 0
- 5

M

O
D

4
9

0
/K

U
Y

U
C

U
K

Y - 2 7 6 3 2  v e /v e y a  L P A

0 - 4 .  G ü n

 

 

Şekil 4.2.4.2. 0-4. gün Y-27632 varlığında ya da yokluğunda LPA uygulamasının adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi. LPA, 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe deney protokolünün 
0-4’üncü günü birer gruba yalnız başına 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandı. Birer gruba Y-
27632 10-5 M konsantrasyonda uygulandı ve bunu takiben hücrelere LPA 10-7-10-5 M 
konsantrasyonda uygulandı (n=4). Bir gruba ise 10-5 M konsantrasyonda Y-27632 uygulaması 
yapıldı. Ardından 8’inci gün Oil Red-O boyama yöntemi ile LPA’nın Y-27632 varlığında ya da 
yokluğunda adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart 
hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post 
hoc test olarak Bonferroni ve Dunnet testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. +: P<0.05 (Y-
27632’ye göre anlamlılık), +: P<0.01, ***: P<0.001(kontrole göre anlamlılık). 
 

4.2.4.3. 4-8. Gün: 

 

Lizofosfatidik asit (10-7-10-5 M) uygulamasının preadiposit diferensiyasyonu üzerine 

etkisinin değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 4-8. günü boyunca hücre kültür 

ortamına LPA uygulaması yapıldı. LPA’nın etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda 

değerlendirildi. Ardından diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması ile adiposit diferensiyasyonu analiz edildi. Y-27632 uygulamasının adiposit 

diferensiyasyonu üzerine etkisi olmadı. LPA hem tek başına uygulandığında hem de Y-27632 ön 

uygulaması yapılmış hücrelere uygulandığında herhangi bir etki gözlenmedi (Şekil 4.2.4.3.). 
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Şekil 4.2.4.3 4-8. gün Y-27632 varlığında ya da yokluğunda LPA uygulamasının adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe deney protokolünün 4-
8’inci günleri arasında birer gruba tek başına 10-7-10-5 M konsantrasyonda LPA uygulandı. Birer 
gruba 10-5 M konsantrasyonda Y-27632 ön uygulaması yapıldı ve bunu takiben hücrelere LPA 10-

7-10-5 M konsantrasyonda uygulandı (n=4). Bir gruba ise tek başına 10-5 M konsantrasyonda Y-
27632 uygulaması yapıldı. Ardından 8’inci gün Oil Red-O boyama yöntemi ile LPA’nın adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. 
İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak 
Dunnet ve Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.2.4.4. 0-8. Gün: 

 

Lizofosfatidik asit (10-7-10-5 M) uygulamasının preadiposit diferensiyasyonu üzerine 

etkisinin değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-8. günü boyunca hücre kültür 

ortamına LPA uygulaması yapıldı. LPA’nın etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda 

değerlendirildi. Ardından diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve bu uygulamanın adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. 

LPA test edilen bütün konsantrasyonlarda diferensiyasyonu arttırıcı yönde etki oluşturuyor 

olmasına rağmen bu artışlar istatistiksel anlamlılığa ulaşamadı. Buna karşılık Y-27632 tek başına 

uygulandığında diferensiyasyonu belirgin olarak arttırdı. LPA ile Y-27632’nin kombinasyonu 

diferensiyasyonda anlamlı bir değişiklik oluşturmadı (Şekil 4.2.4.4.). 
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Şekil 4.2.4.4. 0-8. gün Y-27632 varlığında ya da yokluğunda LPA uygulamasının adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe deney protokolünün 0-8. 
günü birer gruba yalnız başına LPA 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandı. Birer gruba ise Y-
27632 10-5 M konsantrasyonda uygulandı ve ardından hücrelere LPA 10-7-10-5 M 
konsantrasyonda uygulandı (n=4). Bir diğer gruba 10-5 M konsantrasyonda Y-27632 uygulaması 
yapıldı. Ardından 8’inci gün Oil Red-O boyama yöntemi ile LPA’nın adiposit diferensiyasyonu 
üzerine etkisi değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel 
karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet ve 
Bonferroni testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. ***: P<0.001 (kontrole göre anlamlılık). 

 
4.2.5. Trombin Uygulamasının Diferensiyasyon Üzerine Etkisi ve bu Etkinin Y-27632 

Varlığında Ya da Yokluğunda Değerlendirilmesi 

 

4.2.5.1. 0-2 Gün: 

 

Trombin (1 ve 5 U/ml) uygulamasının preadiposit diferensiyasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-2. günü boyunca hücre kültür ortamına 

trombin uygulaması yapıldı. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda test 

edildi. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O boyaması ile 

adiposit diferensiyasyonu değerlendirildi. Trombin tek başına uygulandığında etki oluşmazken, 

Y-27632 uygulaması adiposit diferensiyasyonunu anlamlı olarak arttırdı. Trombin uygulaması Y-

27632’nin etkisini ortadan kaldırdı (Şekil 4.2.5.1). 
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Şekil 4.2.5.1. 0-2. gün Y-27632 varlığında trombin uygulamasının adiposit diferensiyasyonu 
üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, deney protokolü boyunca 0-2’nci günler 
arasında birer gruba trombin (1, 5 U/ml, n=4) uygulandı. Birer grupta ise Y-27632 (10-5 M) ön 
uygulaması yapılmış 3T3-L1 hücrelerine trombin (1, 5 U/ml, n=4) uygulandı. Bir başka gruba da 
Y-27632 (10-5 M) konsantrasyonda uygulandı. Ardından trombin uygulamasının adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler ortalama ± 
standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans analizi 
(ANOVA) ve Dunnet ya da Bonferroni post hoc testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. **: 
P<0.01 (Kontrole karşı anlamlılık), +++: P<0.001 (Y-27632 uygulanan hücreler ile Y-27632 ön 
uygulamasının ardından trombin uygulaması yapılmış hücreler arasında istatistiksel analiz 
sonucunda bulunan anlamlılık). 
 

4.2.5.2. 0-4. Gün: 

 

Trombin (1 ve 5 U/ml) uygulamasının preadiposit diferensiyasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-4. günü boyunca hücre kültür ortamına 

trombin uygulaması yapıldı. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda test 

edildi. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O boyaması ile 

adiposit diferensiyasyonu değerlendirildi. Trombin tek başına uygulandığında adiposit 

diferensiyasyonunu anlamlı olarak azalttı. Y-27632’nin tek başına uygulanması adiposit 

diferensiyasyonunu anlamlı olarak arttırdı. Trombin ile Y-27632 kombinasyonu, tek başına Y-

27632 ile arttırılan diferensiyasyonu baskıladı (Şekil 4.2.5.2.). 
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Şekil 4.2.5.2. 0-4. gün Y-27632 varlığında trombin uygulamasının adiposit diferensiyasyonu 
üzerine etkisi. Trombin (1-5 U/ml, n=4) 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe deney protokolü 
boyunca 0-4’üncü günler arasında birer gruba tek başına uygulandı. Birer gruba ise Y-27632 (10-

5 M) ön uygulaması yapıldı ve ardından trombin (1, 5 U/ml, n=4) uygulandı. Bir gruba da Y-27632 
(10-5 M) konsantrasyonda uygulandı. Ardından Y-27632 varlığında ya da yokluğunda trombin 
uygulamasının adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile 
değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar 
için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve Dunnet ya da Bonferroni post hoc testleri kullanıldı. 
P<0.05 anlamlı kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01 (kontrole karşı anlamlılık), +++: P<0.001 (Y-
27632 uygulanan hücreler ile Y-27632 ön uygulamasının ardından trombin uygulaması yapılmış 
hücreler arasında istatistiksel analiz sonucunda bulunan anlamlılık). 

 

4.2.5.3. 4-8. Gün: 

 

Trombin (1 ve 5 U/ml) uygulamasının preadiposit diferensiyasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 4-8. günü boyunca hücre kültür ortamına 

trombin uygulaması yapıldı. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda test 

edildi. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O boyaması ile 

adiposit diferensiyasyonu değerlendirildi. Trombin tek başına uygulandığında adiposit 

diferensiyasyonunu anlamlı olarak azalttı. Y-27632’nin tek başına uygulanması adiposit 

diferensiyasyonunu anlamlı olarak arttırdı. Y-27632 ve trombinin birlikte uygulandığı deney 

serilerinde trombin tarafından Rho/Rho-kinaz yolağının aktive edilmesi sonucu 

diferensiyasyonda gözlenen anlamlı azalmayı ortadan kaldırdı (Şekil 4.2.5.3.). 
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Şekil 4.2.5.3. 4-8. gün Y-27632 varlığında trombin uygulamasının adiposit diferensiyasyonu 
üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, deney protokolü boyunca 4-8’inci günler 
arasında birer gruba tek başına trombin (1-5 U/ml, n=4) uygulandı. Birer grupta ise Y-27632 (10-

5 M) ön uygulaması yapılmış 3T3-L1 hücrelerine trombin (1, 5 U/ml, n=4) uygulandı. Bir gruba da 
Y-27632 (10-5 M) konsantrasyonda uygulandı. Ardından bu uygulamanın adiposit 
diferensiyasyonu üzerine etkisi 8. gün yapılan Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. 
Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü 
varyans analizi (ANOVA) ile Dunnet ve Bonferroni post hoc testleri kullanıldı. P<0.05 anlamlı 
kabul edildi. *: P<0.05, (kontrole karşı anlamlılık); +++: P<0.001 (Y-27632 uygulanan hücreler ile 
Y-27632 ön uygulamasının ardından trombin uygulaması yapılmış hücreler arasında istatistiksel 
analiz sonucunda bulunan anlamlılık. 

 
4.2.5.4. 0-8. Gün: 

 

Trombin (1 ve 5 U/ml) uygulamasının preadiposit diferensiyasyonu üzerine etkisinin 

değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-8. günü boyunca hücre kültür ortamına 

trombin uygulaması yapıldı. Trombinin etkisi Y-27632 (10-5 M) varlığında ya da yokluğunda test 

edildi. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O boyaması ile 

adiposit diferensiyasyonu değerlendirildi. Trombin adiposit diferensiyasyonunu anlamlı olarak 

azalttı. Y-27632 trombin ile kombine uygulandığında trombin tarafından oluşturulan 

süpresyondaki anlamlılık ortadan kalktı. Y-27632, tek başına uygulandığında diferensiyasyonu 

anlamlı olarak arttırdı. (Şekil 4.2.5.4). 
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Şekil 4.2.5.4. 0-8. gün Y-27632 varlığında trombin uygulamasının adiposit diferensiyasyonu 
üzerine etkisi. Deney protokolü boyunca 0-8’inci günler arasında birer gruba trombin (1, 5 U/ml, 
n=4) uygulandı. Birer gruba Y-27632 (10-5 M) ön uygulaması yapıldı ve ardından trombin (1, 5 
U/ml, n=4) uygulandı. Bir başka gruba da Y-27632 (10-5 M) konsantrasyonda uygulandı. Ardından 
bu uygulamanın adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile 
değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar 
için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ile Dunnet ve Bonferroni post hoc testleri kullanıldı. 
P<0.05 anlamlı kabul edildi. *: P<0.05, **: P<0.01(kontrole karşı anlamlılık); +++: P<0.001 (Y-
27632 uygulanan hücreler ile Y-27632 ön uygulamasının ardından trombin uygulaması yapılmış 
hücreler arasında istatistiksel analiz sonucunda bulunan anlamlılık). 

 
4.2.6. H-1152 Uygulamasının Diferensiyasyon Üzerine Etkisi 

 

4.2.6.1. 0-2. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 0-2. günleri arasında hücre kültür ortamına selektif ROCK 

inhibitörü H-1152 (S)-(+)-2-Metil-1-[(4-metil-5-izokinolinil) sulfonil]-hekzahidro-1H-1,4-

diazepin dihidroklorid) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla hücrelere diferensiyasyon protokolünün 0-2. günleri arasında H-1152 

(10-7, 10-6 M) uygulandı. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve diferensiyasyon değerlendirildi. H-1152, uygulanan her iki konsantrasyonda 

da 3T3-L1 preadipositlerinin differensiyasyonu üzerine etki göstermedi (Şekil4.2.6.1.). 
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Şekil 4.2.6.1. 0-2. gün H-1152 uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu 
üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara H-1152 deney protokolü 
boyunca 0-2. günler arasında 10-7, 10-6 M konsantrasyonda uygulandı (n=4). Takiben H-1152’nin 
adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. Veriler 
ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü varyans 
analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi.  

 

4.2.6.2. 0-4. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 0-4. günleri arasında hücre kültür ortamına selektif ROCK 

inhibitörü H-1152 (S)-(+)-2-Metil-1-[(4-metil-5-izokinolinil) sulfonil]-hekzahidro-1H-1,4-

diazepin dihidroklorid) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla hücrelere diferensiyasyon protokolünün 0-4. günleri arasında H-1152 

(10-7, 10-6 M) uygulandı. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve diferensiyasyon değerlendirildi. H-1152’nin diferensiyasyon protokolünün 

0-4. günleri arasında uygulanması 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonunu anlamlı olarak 

arttırdı (Şekil 4.2.6.2.). 
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Şekil 4.2.6.2. 0-4. gün H-1152 uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu 
üzerine etkisi. H-1152 deney protokolü boyunca 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe 
kuyucuklara 0-4. günler arasında 10-7, 10-6 M konsantrasyonda uygulandı (n=4). Takiben H-
1152’nin adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile değerlendirildi. 
Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar için tek yönlü 
varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul 
edildi. *: P<0.05 (kontrole göre anlamlılık). 

 

4.2.6.3. 4-8. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 4-8. günleri arasında hücre kültür ortamına selektif ROCK 

inhibitörü H-1152 (S)-(+)-2-Metil-1-[(4-metil-5-izokinolinil) sulfonil]-hekzahidro-1H-1,4-

diazepin dihidroklorid) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla hücrelere diferensiyasyon protokolünün 4-8. günleri arasında H-1152 

(10-7, 10-6 M) uygulandı. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve diferensiyasyon değerlendirildi. H-1152, uygulanan her iki konsantrasyonda 

da 3T3-L1 preadipositlerinin differensiyasyonu üzerine etki göstermedi (Şekil 4.2.6.3.). 
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Şekil 4.2.6.3. 4-8. gün H-1152 uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin 
diferensiyasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe, kuyucuklara H-1152 
deney protokolü boyunca 4-8. günler arasında 10-7, 10-6 M konsantrasyonda uygulandı (n=4). 
Takiben H-1152’nin adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile 
değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar 
için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 
anlamlı kabul edildi. 

 

4.2.6.4. 0-8. Gün: 

 

Diferensiyasyon protokolünün 0-8. günleri arasında hücre kültür ortamına selektif ROCK 

inhibitörü H-1152 (S)-(+)-2-Metil-1-[(4-metil-5-izokinolinil) sulfonil]-hekzahidro-1H-1,4-

diazepin dihidroklorid) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin diferensiyasyonu üzerine etkisi 

değerlendirildi. Bu amaçla hücrelere diferensiyasyon protokolünün 0-8. günleri arasında H-1152 

(10-7, 10-6 M) uygulandı. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney sonlandırılarak Oil Red O 

boyaması yapıldı ve diferensiyasyon değerlendirildi. H-1152’nin diferensiyasyon protokolünün 

0-8. günleri arasında 10-6 M konsantrasyonda uygulanması 3T3-L1 preadipositlerinin 

diferensiyasyonunu anlamlı olarak arttırdı (Şekil 4.2.6.4.). 

 



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Sağlık Bilimleri enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2017 

 

116 
 

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6
O

D
4

9
0

/K
U

Y
U

C
U

K
K o n tro l

H -1 1 5 2  1 0
- 7

M

H -1 1 5 2  1 0
- 6

M

*

H -1 1 5 2

0 -8 .G ü n

 

 

Şekil 4.2.6.4. 0-8. gün H-1152 uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin 
diferensiyasyonu üzerine etkisi. H-1152, 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe kuyucuklara 
deney protokolü boyunca 0-8. günler arasında 10-7, 10-6 M konsantrasyonda uygulandı (n=4). 
Bunu takiben H-1152’nin adiposit diferensiyasyonu üzerine etkisi Oil Red-O boyama yöntemi ile 
değerlendirildi. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel karşılaştırmalar 
için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 
anlamlı kabul edildi. *: P<0.05 (kontrole göre anlamlılık). 
 

4.3. Western-Blot Bulguları 

 

4.3.1. LPS’in Rho-Kinaz (ROCK-2) Enzim Ekspresyonu Üzerine Etkisi: 

 

4.3.1.1. Düşük Konsantrasyonda LPS’nin ROCK-2 Enzim Ekspresyonu Üzerine Etkisi ve Bu 

Etkinin L-NAME Varlığında ya da Yokluğunda değerlendirilmesi 

 

LPS uygulamasının (10, 100 ng/ml) 3T3-L1 diferensiyasyon sürecinde Rho-kinaz (ROCK) 

enzim ekspresyonları üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacı ile diferensiyasyon sürecinin 0-

8. günü boyunca hücre kültür ortamına LPS uygulaması yapıldı. LPS’in etkisi L-NAME (2x10-4 M) 

varlığında ya da yokluğunda değerlendirildi. Diferensiyasyon protokolünün 8. günü deney 

sonlandırılarak Western blot yapıldı. LPS 10 ng/ml konsantrasyonda uygulandığında Rho-kinaz 

(ROCK-2) enzim düzeyinde belirgin bir artış oluşturdu (Şekil 4.3.1.1). LPS (10 ng/ml) ile kombine 

olarak uygulanan non-spesifik nitrik oksit sentaz (NOS) inhibitörü L-NAME (2x10-4 M), LPS’nin 

ROCK-2 enzim ekspresyonu üzerine olan etkisini değiştirmedi. Tek başına L-NAME uygulaması 

da ROCK-2 ekspresyonunda anlamlı bir artış oluşturdu (Şekil 4.3.1.1.A). Benzer şekilde daha 

yüksek konsantrasyonda uygulanan LPS (100 ng/ml) de ROCK-2 ekspresyonunu anlamlı olarak 

artırırken yine L-NAME, bu artış üzerine etkisiz bulundu. Ayrıca L-NAME tek başına ROCK-2 

ekspresyonunda bir değişiklik yapmadı (Şekil 4.3.1.B). 
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Şekil 4.3.1.1.A. 2x10-4M L-NAME varlığında ya da yokluğunda LPS’in (10 ng/ml) 3T3-L1 
hücrelerinde Rho-kinaz enzim ekspresyonları üzerine etkisi. 3T3-L1 hücreleri post-konfluent 2. 
günden (diferensiyasyon protokolünün 0. günü) itibaren 8 gün boyunca nitrik oksit sentaz 
inhibitörü NG-nitro-L-arginin (2x10-4 M) varlığında ya da yokluğunda bakteriyel 
lipopolisakkarite (10 ng/ml) maruz bırakıldı. Daha sonra hücreler buz üzerinde hasat edilip lizis 
tamponu ile homojenize edildi. Eşit miktarda proteinler %10’luk SDS poliakrilamid jel 
elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarılan proteinler spesifik ROCK-2 
antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjüge sekonder antikora maruz 
bırakıldı. Elde edilen ışıma radyolojik filmlere aktarıldı ve görüntülenen bantlar Scion İmage 
programı ile analiz edildi. İstatistiksel analiz için ANOVA ve post hoc test olarak Dunnet testi 
uygulandı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. *: P<0.05 (kontrole göre anlamlılık). 
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Şekil 4.3.1.1.B. 2x10-4M L-NAME varlığında ya da yokluğunda LPS’in (100 ng/ml) 3T3-L1 
hücrelerinde Rho-kinaz enzim ekspresyonları üzerine etkisi. 3T3-L1 hücreleri post-konfluent 2. 
günden (diferensiyasyon protokolünün 0. günü) itibaren 8 gün boyunca nitrik oksit sentaz 
inhibitörü NG-nitro-L-arginin (2x10-4 M) varlığında ya da yokluğunda bakteriyel 
lipopolisakkarite (100 ng/ml) maruz bırakıldı. Daha sonra hücreler buz üzerinde hasat edilip lizis 
tamponu ile homojenize edildi. Eşit miktarda proteinler %10’luk SDS poliakrilamid jel 
elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarılan proteinler spesifik ROCK-2 
antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjüge sekonder antikora maruz 
bırakıldı. Elde edilen ışıma radyolojik filmlere aktarıldı ve görüntülenen bantlar Scion İmage 
programı ile analiz edildi. İstatistiksel analiz için ANOVA ve post hoc test olarak Dunnet testi 
uygulandı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. **: P<0.01 (kotrole göre anlamlılık). 

 

4.3.1.2. Yüksek Konsantrasyonda LPS’nin ROCK-2 Enzim Ekspresyonu Üzerine Etkisi  

ve Bu Etkinin L-NAME Varlığında ya da Yokluğunda değerlendirilmesi 

 

ROCK ekspresyonu üzerine LPS’nin oluşturduğu artışı ortadan kaldırmak için uygulanan 

L-NAME’in konsantrasyonunun olası yetersizliği ihtimaline karşı 3T3-L1 hücre kültür ortamına 

uygulanan 100 ng/ml LPS’in ortamda 5x10-4 M L-NAME varlığında ya da yokluğundaki etkileri 

değerlendirildi. L-NAME, daha yüksek konsantrasyonda uygulanmasına rağmen hala LPS ile 

indüklenen ROCK-2 up-regulasyonunu değiştirmedi (Şekil 4.3.1.2). 
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Şekil 4.3.1.2. 5x10-4 M L-NAME Varlığında Ya da Yokluğunda LPS’in (100 ng/ml) etkisi. 3T3-L1 
hücreleri post-konfluent 2. günden (diferensiyasyon protokolünün 0. günü) itibaren 8 gün 
boyunca 5x10-4 M L-NAME varlığında ya da yokluğunda LPS’e (100 ng/ml) maruz bırakıldı. Daha 
sonra hücreler buz üzerinde hasat edilip lizis tamponu ile homojenize edildi. Eşit miktarda 
proteinler %10’luk SDS poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF 
membrana aktarılan proteinler spesifik ROCK-2 antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra 
uygun bir HRP-konjüge sekonder antikora maruz bırakıldı. Elde edilen ışıma radyolojik filmlere 
aktarıldı ve görüntülenen bantlar Scion İmage programı ile analiz edildi. İstatistiksel analiz için 
ANOVA ve post hoc test olarak Dunnet testi uygulandı. P<0.05 anlamlı kabul edildi *: P<0.05 
(kontrole göre anlamlılık. 

 

4.3.2. Nitrik Oksit Donörü DETA-NO’nun 3T3-L1 Hücrelerinde Rho-Kinaz Enzim 

Ekspresyonları Üzerine Etkisi 

 

NO donörü DETA-NO ‘nun 3T3-L1 preadipositlerinde Rho-kinaz enzim ekspresyonları 

üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacı ile DETA-NO 8 gün boyunca farklı konsantrasyonlarda 

(10-7-10-5 M) uygulandı ve ardından Western blot metodu ile Rho-kinaz enzim ekspresyonları 
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analiz edildi. 0-8. günler arasında DETA-NO uygulaması 3T3-L1 hücrelerinde ROCK-2 

ekspresyonlarında anlamlı bir değişiklik yapmadı (Şekil 4.3.2.). 

 

 

 

 
 

Şekil 4.3.2. Nitrik oksit donörü DETA-NO’nun 3T3-L1 hücrelerinde Rho-kinaz enzim 
ekspresyonları üzerine etkisi. 3T3-L1 hücreleri post-konfluent 2. günde uygulanarak 8 gün 
boyunca bir nitrik oksit donörü DETA-NO (10-7-10-5 M) ile muamele edildi. Daha sonra hücreler 
buz üzerinde hasat edilip lizis tamponu ile homojenize edildi. Eşit miktarda proteinler %10’luk 
SDS poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarılan 
proteinler spesifik ROCK-2 antikoru (1:500) muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjüge 
sekonder antikora maruz bırakıldı. Elde edilen ışıma radyolojik filmlere aktarıldı ve görüntülenen 
bantlar Scion İmage programı ile analiz edildi. İstatistiksel analiz için ANOVA ve post hoc test 
olarak Dunnet testi uygulanmıştır. 
 

4.3.3. LPS Uygulamasının 3T3-L1 hücrelerinde İndüklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS) 

Enzim Ekspresyonu Üzerine Etkisi 

 

8 gün boyunca uygulanan bakteriyel lipopolisakkarit (10, 100 ng/ml) 3T3-L1 

hücrelerinde iNOS ekspresyonlarını anlamlı olarak artırdı. Bu artış konsantrasyon-bağımlı 

değildi (Şekil 4.3.3). 
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Şekil 4.3.3 Bakteriyel lipopolisakkaridin 3T3-L1 hücrelerinde İndüklenebilir nitrik oksit sentaz 
(NOS-2) enzim ekspresyonları üzerine etkisi. 3T3-L1 hücreleri post-konfluent 2. günde 
uygulanarak 8 gün boyunca bakteriyel lipopolisakkarite (10 ng/ml ve 100 ng/ml) maruz 
bırakıldı. Daha sonra hücreler buz üzerinde hasat edilip lizis tamponu ile homojenize edildi. Eşit 
miktarda proteinler %10’luk SDS poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben 
PVDF membrana aktarılan proteinler spesifik iNOS antikoru ile (1:500) muamele edildikten 
sonra uygun bir HRP-konjüge sekonder antikora maruz bırakıldı. Elde edilen ışıma radyolojik 
filmlere aktarıldı ve görüntülenen bantlar Scion İmage programı ile analiz edildi. **: P<0.01, 
İstatistiksel analiz için ANOVA ve post hoc test olarak Dunnet testi uygulanmıştır. 

 

4.3.4. LPS Uygulamasının 3T3-L1 Hücrelerinde LIM Kinaz Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

4.3.4.1. Düşük konsantrasyonda LPS Uygulamasının 3T3-L1 Hücrelerinde LIM Kinaz 

Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

3T3-L1 hücre kültür ortamına bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) uygulanmasının farklı 

zaman dilimlerinde LIM kinaz fosforilasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. 3T3-L1 hücrelerinin 
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LPS’ye (10 ng/ml) maruz bırakılması, 5. ve 15. dakikalarda LIMK fosforilasyonunu 

değiştirmezken, 30. dakikada anlamlı olarak LIMK fosforilasyonunu artırdı. Bu artış 30. dakikada 

ortadan kalktı (Şekil 4.3.4.1.). 
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Şekil 4.3.4.1. 10 ng/ml bakteriyel lipopolisakkaridin 3T3-L1 hücrelerinde LIM Kinaz aktivitesi 
üzerine etkisi. 3T3-L1 hücreleri post konfluent 2. günde LPS’ye (10 ng/ml) farklı zaman 
aralıklarında (0, 5, 15, 30 dk) maruz bırakıldı ve her bir zaman aralığının bitiminde hücreler buz 
üzerinde hızlıca fosfataz inhibitörü eklenmiş lizis tamponu ile hasat edildi. Ardından yine fosfataz 
inhibitörü eklenmiş lizis tamponu ile homojenize edildi. Eşit miktarda proteinler %10’luk SDS 
poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarılan proteinler 
spesifik pLIMK antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjüge sekonder 
antikora maruz bırakıldı. Elde edilen ışıma radyolojik filmlere aktarıldı ve görüntülenen bantlar 
Scion İmage programı ile analiz edildi. İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test 
olarak Dunnet testi uygulandı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. *: P<0.05. 
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4.3.4.2. Yüksek Konsantrasyonda LPS Uygulamasının 3T3-L1 Hücrelerinde LIM Kinaz 

Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

3T3-L1 hücre kültür ortamına bakteriyel lipopolisakkarit (LPS) uygulanmasının farklı 

zaman dilimlerinde LIM kinaz fosforilasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. 3T3-L1 hücrelerinin 

LPS’ye (100 ng/ml) maruz bırakılması 5. dakikada bir değişiklik yapmazken, 15. dakikada anlamlı 

olarak LIMK fosforilasyonunu artırdı. Bu artış 30. dakikada ortadan kalktı. (Şekil 4.3.4.2). 
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Şekil 4.3.4.2. 100 ng/ml bakteriyel lipopolisakkaridin 3T3-L1 hücrelerinde LIM Kinaz aktivitesi 
üzerine etkisi. 3T3-L1 hücreleri post konfluent 2. günde LPS’ye (10 ng/ml) farklı zaman 
aralıklarında (0, 5, 15, 30 dk) maruz bırakıldı ve her bir zaman aralığının bitiminde hücreler buz 
üzerinde hızlıca fosfataz inhibitörü eklenmiş lizis tamponu ile hasat edildi. Ardından yine fosfataz 
inhibitörü eklenmiş lizis tamponu ile homojenize edildi. Eşit miktarda proteinler %10’luk SDS 
poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarılan proteinler 
spesifik pLIMK antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjüge sekonder 
antikora maruz bırakıldı. Elde edilen ışıma radyolojik filmlere aktarıldı ve görüntülenen bantlar 
Scion İmage programı ile analiz edildi. Veriler, ortalama±standart hata olarak gösterildi. 
İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 
anlamlı kabul edildi. *: P<0.05 

0   5    15  30 dk.  

LPS (100 ng/ml) 

P-LIMK 



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Sağlık Bilimleri enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2017 

 

124 
 

4.3.5. 2x10-4M L-NAME Varlığında Bakteriyel Lipopolisakkaridin 3T3-L1 Hücrelerinde LIM 

Kinaz Aktivitesi Üzerine Etkisi 

 

3T3-L1 hücrelerinin 2x10-4 M L-NAME ile preinkübasyonundan sonra (30 dk.) bakteriyel 

lipopolisakkarit (LPS) uygulanmasının farklı zaman dilimlerinde LIM kinaz fosforilasyonu 

üzerine etkisi değerlendirildi. 3T3-L1 hücrelerinin L-NAME sonrası LPS’ye (10 ng/ml) maruz 

bırakılması test edilen hiçbir zaman diliminde LIMK fosforilasyonunu değiştirmedi (Şekil 4.3.5.). 
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Şekil 4.3.5. 2x10-4 M L-NAME varlığında bakteriyel lipopolisakkaridin 3T3-L1 hücrelerinde LIM 
Kinaz aktivitesi üzerine etkisi. 3T3-L1 hücreleri post konfluent 2. günde LPS’ye (10 ng/ml) farklı 
zaman aralıklarında (0, 5, 15, 30 dk) maruz bırakıldı ve her bir zaman aralığının bitiminde 
hücreler buz üzerinde hızlıca fosfataz inhibitörü eklenmiş lizis tamponu ile hasat edildi. Ardından 
yine fosfataz inhibitörü eklenmiş lizis tamponu ile homojenize edildi. Eşit miktarda proteinler 
%10’luk SDS poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana 
aktarılan proteinler spesifik pLIMK antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir 
HRP-konjüge sekonder antikora maruz bırakıldı. Elde edilen ışıma radyolojik filmlere aktarıldı ve 
görüntülenen bantlar Scion İmage programı ile analiz edildi. Veriler, ortalama±standart hata 
olarak gösterildi. İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi 
kullanıldı. 
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4.3.6. Sodyum nitrit (NaNO2) Uygulamasının 3T3-L1 Hücrelerinde LIM Kinaz Aktivitesi 

Üzerine Etkisi 

 

3T3-L1 hücre kültür ortamına Sodyum nitrit (NaNO2) uygulamasının farklı zaman 

dilimlerinde LIM kinaz fosforilasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. 3T3-L1 hücrelerine NaNO2 

(10-7 M) uygulaması, 5. dakikada LIM kinaz fosforilasyonunda bir değişiklik oluşturmazken 15 ve 

30. dakikalarda anlamlı olarak artırdı (Şekil 4.3.6.). 
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Şekil 4.3.6. Sodyum nitrit (NaNO2) uygulamasının 3T3-L1 hücrelerinde LIM Kinaz aktivitesi 
üzerine etkisi. 3T3-L1 hücreleri post konfluent 2. günde LPS’ye (10 ng/ml) farklı zaman 
aralıklarında (0, 5, 15, 30 dk) maruz bırakıldı ve her bir zaman aralığının bitiminde hücreler buz 
üzerinde hızlıca fosfataz inhibitörü eklenmiş lizis tamponu ile hasat edildi. Ardından yine fosfataz 
inhibitörü eklenmiş lizis tamponu ile homojenize edildi. Eşit miktarda proteinler %10’luk SDS 
poliakrilamid jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarılan proteinler 
spesifik pLIMK antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjüge sekonder 
antikora maruz bırakıldı. Elde edilen ışıma radyolojik filmlere aktarıldı ve görüntülenen bantlar 
Scion İmage programı ile analiz edildi. Veriler, ortalama±standart hata olarak gösterildi. 
İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. 
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4.3.7. 2x10-4 M L-NAME Uygulamasının 3T3-L1 Hücrelerinde LIM Kinaz Aktivitesi Üzerine 

Etkisi 

 

Tek başına 2x10-4 M L-NAME preinkübasyonunun farklı zaman dilimlerinde LIM kinaz 

fosforilasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. 3T3-L1 hücrelerinin 5, 15 ve 30 dk. boyunca L-

NAME ile inkübe edilmesi, LIMK fosforilasyonunu değiştirmedi. 
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Şekil 4.3.7. 2x10-4 M L-NAME uygulamasının 3T3-L1 hücrelerinde LIM Kinaz aktivitesi üzerine 
etkisi. 3T3-L1 hücreleri post konfluent 2. günde LPS’ye (10 ng/ml) farklı zaman aralıklarında (0, 
5, 15, 30 dk) maruz bırakıldı ve her bir zaman aralığının bitiminde hücreler buz üzerinde hızlıca 
fosfataz inhibitörü eklenmiş lizis tamponu ile hasat edildi. Ardından yine fosfataz inhibitörü 
eklenmiş lizis tamponu ile homojenize edildi. Eşit miktarda proteinler %10’luk SDS poliakrilamid 
jel elektroforezine tabi tutuldu. Bunu takiben PVDF membrana aktarılan proteinler spesifik 
pLIMK antikoru (1:500) ile muamele edildikten sonra uygun bir HRP-konjüge sekonder antikora 
maruz bırakıldı. Elde edilen ışıma radyolojik filmlere aktarıldı ve görüntülenen bantlar Scion 
İmage programı ile analiz edildi. Veriler, ortalama±standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel 
değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. 
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4.4. G-LISA Ölçümleri (RhoA Translokasyonları-Aktivasyonları) 
 

4.4.1. Lizofosfatidik asidin 3T3-L1 Hücrelerinde RhoA Translokasyonu Üzerine Etkisi 

 

3T3-L1 hücre kültür ortamına 10-7 M konsantrasyonda uygulanan lizofosfatidik asit 

(LPA), 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA translokasyonlarını (aktivitesini) değiştirmezken 10-5 M 

konsantrasyondaki LPA uygulaması, RhoA aktivitesini belirgin bir şekilde artırdı. (Şekil 4.4.1). 
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Şekil 4.4.1. Lizofosfatidik asidin RhoA translokasyonu üzerine etkisi. Veriler, ortalama±standart 
hata olarak gösterildi. İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi 
kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. **: P<0.01, ***: P<0.001. 
 

4.4.2. Sodyum Nitritin (NaNO2) 3T3-L1 Hücrelerinde RhoA Translokasyonu Üzerine Etkisi 

 

3T3-L1 hücre kültür ortamına 10-7 ve 10-5 M konsantrasyonlarda uygulanan sodyum nitrit 

(NaNO2), 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA translokasyonlarını (aktivitesini) değiştirmedi (Şekil 

4.4.2.). 
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Şekil 4.4.2. Sodyum nitritin (NaNO2) 3T3-L1 hücrelerinde RhoA translokasyonu üzerine etkisi. 
Sodyum nitritin (NaNO2) 3T3-L1 Hücrelerinde RhoA Translokasyonu Üzerine Etkisi 3T3-L1 
hücrelerine preadiposit dönemdeyken uygulanan 10-7 ve 10-5 M sodyum nitrit (NaNO2)5. 15. ve 
30. dakikalarda RhoA translokasyonlarını (aktivitesini) değiştirmedi. Veriler, ortalama±standart 
hata olarak gösterildi. İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi 
kullanıldı. 
 
4.4.3. DETA-NO’nun 3T3-L1 Hücrelerinde RhoA Translokasyonu Üzerine Etkisi 

 

3T3-L1 Preadipositlerine uygulanan nitrik oksit (NO) donörü DETA-NO’nun RhoA 

translokasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. Hücre kültür ortamına 10-7 ve 10-5 M 

konsantrasyonlarda uygulanan DETA-NO, 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA translokasyonlarını 

(aktivitesini) değiştirmedi (Şekil 4.4.3.). 
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Şekil 4.4.3. DETA-NO’nun 3T3-L1 hücrelerinde RhoA translokasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 
hücrelerine preadiposit dönemdeyken uygulanan 10-7 ve 10-5 M DETA-NO, 5. 15. ve 30. 
dakikalarda RhoA translokasyonlarını (aktivitesini) değiştirmedi. Veriler, ortalama±standart 
hata olarak gösterildi. İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi 
kullanıldı. 
 

4.4.4. L-NAME’in 3T3-L1 Hücrelerinde RhoA Translokasyonu Üzerine Etkisi 

 

Preadipositlere uygulanan Nitrik oksit (NO) sentaz enzim inhibitörü L-NAME’in 3T3-L1 

hücrelerinde RhoA translokasyonu üzerine etkisi değerlendirildi. L-NAME, (2x10-4 ve 5x10-4 M) 

5. dakikada RhoA translokasyonu üzerine etki göstermezken 15. ve 30. dakikalarda RhoA 

aktivitesinin göstergesi olan RhoA translokasyonlarını anlamlı olarak artırdı (Şekil 4.4.4.). 
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Şekil 4.4.4. L-NAME’in 3T3-L1 hücrelerinde RhoA translokasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 
hücrelerine preadiposit dönemdeyken uygulanan nitrik oksit (NO) sentaz enzim inhibitörü L-
NAME (2 ve 5x10-4 M), 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA translokasyonlarını (aktivitesini) anlamlı 
bir şekilde artırdı. Veriler, ortalama±standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel değerlendirme 
için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. *: P<0.05, **: P<0.01, kontrole karşı 
anlamlılık. 
 
4.4.5. Trombin ve C3’ün Ayrı Ayrı ve Kombine Uygulanmasının 3T3-L1 Hücrelerinde RhoA 

Translokasyonu Üzerine Etkisi 

 

Preadipositlere uygulanan trombin (5 U/ml), 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA 

translokasyonlarını (aktivitesini) istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde artırdı (Şekil 4.5.5.). 

RhoA inhibitörü, Clostridium botulinum toksini C3 (2 µg/ml), trombin ile oluşturulan RhoA 

translokasyonunu 5 dk.’da anlamlı olarak süprese etti. Tek başına uygulanan C3, her üç zaman 

diliminde RhoA aktivitesini değiştirmedi (Şekil 4.4.5.). 
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Şekil 4.4.5. Trombin ve C3’ün ayrı ayrı ve kombine uygulanmasının 3T3-L1 hücrelerinde RhoA 
translokasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 hücrelerine preadiposit dönemdeyken uygulanan trombin 
(5 U/ml), 5. 15. ve 30. dakikalarda RhoA translokasyonlarını (aktivitesini) anlamlı bir şekilde 
artırdı. RhoA inhibitörü Clostridium botulinum toksini C3 (2 µg/ml), trombin ile oluşturulan RhoA 
translokasyonunu 5 dk.’da anlamlı olarak suprese etti. Tek başına uygulanan C3, her üç zaman 
diliminde RhoA aktivitesini değiştirmedi Veriler, ortalama±standart hata olarak gösterildi. 
İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri 
kullanıldı. **: P<0.01, ***: P<0.001 (kontrole göre anlamlılık); ++: P<0.01 (trombin 5. dakika 
verisine göre anlamlılık). 
 
4.5. Nitrit/Nitrat Ölçümleri 

 

4.5.1. Lizofosfatidik Asidin (LPA) 3T3-L1 Hücrelerinin Kültür Ortamındaki Nitrit Düzeyleri 

Üzerine Etkisi 

 

4.5.1.1. 0-2. Gün: 

 

RhoA aktivatörü olarak bilinen lizofosfatidik asit (LPA, 10-7-10-5 M)’in post-konfluent 

3T3-L1 hücrelerine 0-2. gün arasında uygulanması, kültür ortamında nitrik oksidin metaboliti 

olan nitrit düzeylerini değiştirmedi. Ancak tek başına uygulanan Y-27632, nitrit seviyesini 

belirgin olarak artırdı. LPA ve Y-27632’nin kombine edilmesi, Y-27632’nin nitrit düzeyinde 

oluşturduğu artışı önledi (Şekil 4.5.1.1). 
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Şekil 4.5.1.1. RhoA aktivatörü LPA ve Rho-kinaz inhibitörü Y-27632’nin 0-2. gün uygulanmasının 
3T3-L1 hücre kültüründe nitrit düzeylerine etkisi. Birer grupta deney protokolünün 0-2.günleri 
boyunca LPA (10-7-10-5 M) tek başına uygulandı. Birer grupta Y-27632 (10-5 M) ön uygulaması 
yapıldıktan sonra LPA (10-7-10-5 M) uygulaması yapıldı. Bir grupta ise Y-27632 (10-5 M) tek başına 
uygulandı. Veriler, ortalama±standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel değerlendirme için 
ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. **: P<0.05 
(kontrole göre anlamlılık). 
 
4.5.1.2. 0-4. Gün: 

 

Lizofosfatidik asidin (LPA, 10-7-10-5 M) post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 0-4. gün 

arasında tek başına ya da Y-27632 ile kombine uygulanması, kültür ortamında nitrik oksidin 

metaboliti olan nitrit düzeylerini değiştirmedi. (Şekil 4.5.1.2). 
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Şekil 4.5.1.2. RhoA aktivatörü LPA ve Rho-kinaz inhibitörü Y-27632’nin 0-4. gün uygulanmasının 
3T3-L1 hücre kültüründe nitrit düzeylerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe deney 
protokolünün 0-4. günü boyunca birer gruba LPA 10-7-10-5 M konsantrasyonda uygulandı. Birer 
gruba Y-27632 (10-5 M) ön uygulaması yapıldı ve ardından LPA 10-7-10-5 M konsantrasyonda 
uygulandı. Bir gruba ise tek başına Y-27632 (10-5 M) uygulandı. Veriler, ortalama±standart hata 
olarak gösterildi. İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi 
kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 
4.5.1.3. 0-8. Gün: 

 

Lizofosfatidik asidin (LPA, 10-7-10-5 M) post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine deney 

protokolünün 0-8. günleri arasında tek başına ya da Y-27632 ile kombine uygulanması, kültür 

ortamında nitrik oksidin metaboliti olan nitrit düzeylerini değiştirmedi. (Şekil 4.5.1.3). 
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Şekil 4.5.1.3. RhoA aktivatörü LPA ve Rho-kinaz inhibitörü Y-27632’nin 0-8. gün uygulanmasının 
3T3-L1 hücre kültüründe nitrit düzeylerine etkisi. LPA’nın ve Y-27632’nin deney protokolünün 
0-8. günleri boyunca tek başına ya da kombine uygulanmasının hücre kültür ortamındaki nitrit 
düzeylerine etkisi olmadı. Veriler, ortalama±standart hata olarak gösterildi. İstatistiksel 
değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet testi kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul 
edildi. 
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4.5.2. L-NAME Varlığında Ya da Yokluğunda Bakteriyel Lipopolisakkaridin 3T3-L1 

Hücrelerinin Kültür Ortamındaki Nitrit Düzeyleri Üzerine Etkisi 

 

4.5.2.1. 0-2. Gün: 

 

Bakteriyel endotoksin olan LPS’nin post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 10 ve 100 ng/ml 

konsantrasyonda 0-2 gün boyunca uygulanması kültür ortamında nitrit düzeylerinde belirgin bir 

değişiklik yapmadı. Ayrıca NOS inhibitörü L-NAME (2 ve 5x10-4 M) ile kombinasyonu da nitrit 

düzeyini etkilemedi (Şekil 4.5.2.1.). 
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Şekil 4.5.2.1. L-NAME ve LPS’in 0-2. gün uygulanmasının 3T3-L1 hücrelerinin kültür ortamındaki 
nitrit/nitrat düzeyleri üzerine etkisi. 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe deney protokolünün 
0-2. günü boyunca birer gruba LPS (10, 100 ng/ml) tek başına uygulandı. Birer gruba L-NAME (2 
ve 5x 10-5 M) ön uygulaması yapıldı ve ardından LPS (10-100 ng/ml) uygulandı. Birer gruba ise 
tek başına L-NAME (2 ve 5X10-4 M) uygulandı. Veriler, ortalama±standart hata olarak gösterildi. 
İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri 
kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 

4.5.2.2. 0-4 Gün: 

 

Bakteriyel endotoksin olan LPS’nin post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 10 ve 100 ng/ml 

konsantrasyonda 0-4 gün boyunca uygulanması kültür ortamında nitrit düzeylerinde belirgin bir 

değişiklik yapmadı. Ayrıca NOS inhibitörü L-NAME (2 ve 5x10-4 M) ile kombinasyonu da nitrit 

düzeyini etkilemedi (Şekil 4.5.2.2). 
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Şekil 4.5.2.2. L-NAME ve LPS’in 0-4. gün uygulanmasının 3T3-L1 hücrelerinin kültür ortamındaki 
nitrit/nitrat düzeyleri üzerine etkisi. Veriler, ortalama±standart hata olarak gösterildi. 
İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri 
kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
 
4.5.2.3. 0-8. Gün: 

 

Bakteriyel endotoksin olan LPS’nin post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 10 ve 100 ng/ml 

konsantrasyonda 0-8 gün boyunca uygulanması kültür ortamında nitrit düzeylerinde belirgin bir 

değişiklik yapmadı. Ayrıca NOS inhibitörü L-NAME (2 ve 5x10-4 M) ile kombinasyonu da nitrit 

düzeyini etkilemedi (Şekil 4.5.2.3). 
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Şekil 4.5.2.3. L-NAME ve LPS’in 0-8. gün uygulanmasının 3T3-L1 hücrelerinin kültür ortamındaki 
nitrit/nitrat düzeyleri üzerine etkisi Veriler, ortalama±standart hata olarak gösterildi. 
İstatistiksel değerlendirme için ANOVA ve post-hoc test olarak Dunnet ve Bonferroni testleri 
kullanıldı. P<0.05 anlamlı kabul edildi. 
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4.6. Floresan-Boyama Bulguları (Hücre İskeleti Bulguları) 

 

4.6.1. Preadipositlerin Aktin Hücre iskeletinin Boyanması (kontrol) 

 

4.6.1.1.0. Gün: 

 

Bu deneylerde hücre kültür ortamında hiçbir test ajanı olmaksızın hücre iskeletinin 

Oregon Green Phalloidin ile boyanması görülmektedir. Uzun filamentöz aktin stress fiberleri 3T3-

L1 preadiposit hücrelerinin içinde hücre boyunca uzanan yeşil çizgiler halinde görülmektedir 

(Şekil 4.6.1.1). 

 

 

 

Şekil 4.6.1.1. 3T3-L1 hücrelerin post-konfluent (0. gündeki) aktin hücre iskeletinin görünümü. 
Aktinin hücre içerisinde boylu boyunca uzanan ince iplikler halinde görüldüğüne dikkat ediniz. 
Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 

 

4.6.1.2. 0-2. Gün 

 

Bu deneylerde 3T3-L1 hücre kültür ortamına hiçbir test ajanı verilmeden hücreler Oregon 

Green Phalloidin ile boyandı ve aktin hücre iskeleti görüntülendi. Uzun filamentöz aktin stress 

fiberleri 3T3-L1 preadiposit hücrelerinin içinde hücre boyunca uzanan yeşil çizgiler halinde 

görülmektedir (Şekil 4.6.1.2.). 
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Şekil 4.6.1.2. 3T3-L1 hücrelerin post-konfluent 2. gündeki aktin hücre iskeletinin görülmesi. 
Aktinin hücre boyunca uzanan ince filamentler halinde görüldüğüne dikkat ediniz. Floresan boya, 
Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 

 

4.6.1.3. 0-4. Gün 

 

Bu deneylerde ortamda hiçbir test ajanı olmaksızın hücre iskeletinin Oregon Green 

Phalloidin ile boyanması görülmektedir. 0-4. günde preadipositler adiposite diferensiye olmaya 

başladıkları için hücre hacmindeki artışlar ve morfolojisindeki değişiklikler göze çarpmaktadır 

(Şekil 4.6.1.3.). 

 

 
 

Şekil 4.6.1.3. 3T3-L1 hücrelerin post-konfluent 4. gündeki aktin hücre iskeletinin görünümü. 0-
4. günde preadipositler adiposite diferensiye olmaya başladıkları için hücre hacmindeki artışlar 
ve morfolojisindeki değişiklikler göze çarpmaktadır Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, 
X40 büyütme. 
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4.6.1.4. 0-8. Gün 

 

Bu deneylerde hücre kültür ortamında hiçbir test ajanı olmaksızın hücre iskeletinin 

Oregon Green Phalloidin ile boyanması görülmektedir. 0-8. günde preadipositler adiposite 

diferensiye oldukları için hücre hacmindeki artışlar ve morfolojisindeki değişiklikler (hücre 

merkezine lokalize büyük lipid damlaları ve sitoplazmanın bir kenara doğru sıkışık görünmesi 

gibi) göze çarpmaktadır (Şekil 4.6.1.4.). Aktin stress fiberleri yerini ortadaki büyük lipid 

damlacığını çevreleyen kortikal aktin liflerine bırakmıştır. 

 

 
 

Şekil 4.6.1.4. 3T3-L1 hücrelerin post-konfluent 8. gündeki aktin hücre iskeletinin görünümü. 0-
8. günde preadipositler adiposite diferensiye oldukları için hücre hacmindeki artışlar ve 
morfolojisindeki değişiklikler göze çarpmaktadır Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 
büyütme. 
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4.6.2. DETA-NO’nun Preadipositlerin Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkisi 

 

4.6.2.1. 0. Gün: 

 

Hücre kültür ortamına uygulanan NO donörü DETA-NO (10-7-10-5 M), post-konfluent 3T3-

L1 hücrelerinde hücre iskeleti aktinin reorganizasyonu üzerinde herhangi bir değişiklik 

oluşturmadı (Şekil 4.6.2.1.). 

 

 
 

Şekil 4.6.2.1. 3T3-L1 hücrelerin post-konfluent (0. gündeki) aktin hücre iskeleti üzerine 10-7 M 
ve 10-5 M DETA-NO’nun etkisi. DETA-NO, hücre iskeleti aktini üzerine anlamlı bir etki 
oluşturmadı. DETA-NO uygulamasından sonra ortalama 1 saat içinde görüntü alınmıştır. Floresan 
boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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4.6.2.2. 0-2. Gün: 

 

NO donörü DETA-NO’nun (10-7-10-5 M) post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 2 gün boyunca 

uygulanması da hücre iskeleti aktininde herhangi bir değişiklik oluşturmadı (Şekil 4.6.1.2.). 

 

 

 

Şekil 4.6.2.2. 3T3-L1 hücrelerine diferensiyasyonun 0-2.günü DETA-NO uygulamasının aktin 
hücre iskeleti üzerine etkisi. DETA-NO, 10-7 M (sol) ve 10-5 M (sağ) hücre iskeleti aktini üzerine 
anlamlı bir etki oluşturmadı. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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4.6.2.3. 0-4. Gün: 

 

NO donörü, DETA-NO’nun (10-7-10-5 M) post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 4 gün boyunca 

uygulanması hücre iskeleti aktininde belirginleşmeler, hücre sınırlarına çekilmeler, stres 

liflerinin ve hücre hacminde artışlar oluşturdu (Şekil 4.6.2.3.). 

 

 

 

Şekil 4.6.2.3. 3T3-L1 hücrelerine diferensiyasyonun 0-4.günü DETA-NO (10-7, 10-5 M) 
uygulamasının aktin hücre iskeleti üzerine etkisi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 
büyütme. 
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4.6.2.4. 0-8. Gün: 

 

Post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 8 gün boyunca NO donörü DETA-NO (10-7-10-5 M) 

uygulanması hücre iskeleti aktininde belirginleşmeler, hücre sınırlarına çekilmeler, stres 

liflerinde belirginleşme ve hücre hacminde artışlar oluşturdu (Şekil 4.6.2.4.). 

 

 

 
Şekil 4.6.2.4. 3T3-L1 hücrelerine diferensiyasyonun 0-8. günü DETA-NO (10-7, 10-5 M) 
uygulamasının aktin hücre iskeleti üzerine etkisi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 
büyütme. 
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4.6.3. NaNO2’in Preadipositlerin Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkisi 

 

4.6.3.1. 0.Gün 

 

Hücre kültür ortamına uygulananNO donörü NaNO2 (10-7-10-5 M), post konfluent 3T3-L1 

hücrelerinde hücre iskeleti aktininin reorganizasyonu üzerinde herhangi bir değişikliğe neden 

olmadı (Şekil 4.6.3.1). 

 

 

 

Şekil 4.6.3.1. Diferensiyasyon protokolünün 0. günü NaNO2 ’in (10-7, 10-5 M) preadipositlerin 
aktin hücre iskeleti üzerine etkisi. DETA-NO uygulamasından sonra ortalama 1 saat içinde 
görüntü alınmıştır. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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4.6.3.2. 0-2.Gün: 

 

Hücre kültür ortamına 2 gün boyunca uygulanan NO donörü NaNO2(10-7-10-5 M), post-

konfluent 3T3-L1 hücrelerinin hücre iskeleti aktinin organizasyonu üzerinde herhangi bir 

değişiklik oluşturmadı (Şekil 4.6.3.2.). 

 

 

 

Şekil 4.6.3.2. 3T3-L1 hücrelerine diferensiyasyon protokolünün 0-2. günü boyunca uygulanan 
10-7 ve 10-5 M NaNO2’nin etkisi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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4.6.3.3. 0-4. Gün: 

 

NO donörü, NaNO2’nin (10-7 ve 10-5 M), post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 4 gün boyunca 

uygulanması hücre iskeleti aktininde belirginleşme ve stres liflerinin oluşumunda artış ortaya 

çıkardı (Şekil 4.6.3.3.). 

 

 

 
Şekil 4.6.3.3. 3T3-L1 hücrelerine diferensiyasyonun 0-4. günü NaNO2 (10-7 ve 10-5 M) 
uygulamasının aktin hücre iskeleti üzerine etkisi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 
büyütme. 
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4.6.3.4. 0-8. Gün: 

 

NO donörü NaNO2’in (10-7 ve 10-5 M), post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 8 gün boyunca 

uygulanması hücre iskeleti aktininde belirginleşmeye neden oldu ve stres lifi oluşumunu artırdı 

(Şekil 4.6.3.4.). 

 

 

 

Şekil 4.6.3.4. 3T3-L1 hücrelerine diferensiyasyonun 0-8. günü NaNO2 (10-7 ve 10-5 M) 
uygulamasının aktin hücre iskeleti üzerine etkisi. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 
büyütme. 
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4.6.4. LPS Uygulamasının Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkisi ve bu Etkinin L-NAME 

Varlığında Ya da Yokluğunda Değerlendirilmesi 

 

4.6.4.1. 0. Gün: 

Hücre kültür ortamına uygulanan LPS ne tek başına ne de L-NAME ile kombine olarak 

uygulandığında 0. günde 3T3-L1 hücrelerinde hücre iskeleti aktininin reorganizasyonu üzerinde 

herhangi bir değişikliğe neden olmadı. 

 

Şekil 4.6.4.1. Diferensiyasyon protokolünün 0. günü LPS ve L-NAME uygulamasının aktin hücre 
iskeleti üzerine etkisi. LPS (10 ve 100 ng/ml) ve L-NAME’in (2x10-4 ve 5x10-4 M) ayrı ayrı ve 
kombine uygulanmasının aktin hücre iskeleti üzerine etkileri değerlendirildi. Floresan boya, 
Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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4.6.4.2. 0-2.Gün: 

 

LPS, tek başına uygulandığında aktin hücre iskeletinde belirgin bir etkiye yol açmadı. 

LPS’in L-NAME ile kombinasyonu da hücre iskeleti organizasyonu üzerine anlamlı bir etki 

göstermedi. 

 

 

Şekil 4.6.4.2. Diferensiyasyon protokolünün 0-2. günleri boyunca LPS ve L-NAME’in aktin hücre 
iskeleti üzerine etkisi. LPS (10 ve 100 ng/ml) ve L-NAME (2x10-4 ve 5x10-4 M) ayrı ayrı ya da 
kombine olarak uygulandı. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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4.6.4.3. 0-4. Gün: 

 

LPS’in 3T3-L1 hücrelerine diferensiyasyon protokolünün 0-4. günü boyunca uygulanması 

aktin hücre iskeletinde stress liflerinin oluşumunda artış ortaya çıkardı.LPS’in L-NAME ile 

kombinasyonu bu değişiklikleri ortadan kaldırmadı. 

 

 

Şekil 4.6.4.3. Diferensiyasyon protokolünün 0-4. günleri boyunca LPS ve L-NAME’in aktin hücre 
iskeleti üzerine etkisi. LPS (10 ve 100 ng/ml) ve L-NAME (2x10-4 ve 5x10-4 M) ayrı ayrı ya da 
kombine olarak uygulandı. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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4.6.4.4. 0-8. Gün: 
 

LPS’in 3T3-L1 hücrelerine diferensiyasyon protokolünün 0-8. günü boyunca uygulanması 

stress liflerinin oluşumunda belirgin artış ortaya çıkardı. İlginç olarak NOS inhibitörü L-NAME’in 

LPS ile kombine edilmesi uygulanan her iki konsantrasyonda da stress fiberlerinin oluşumunu 

arttırmış gibi görünmektedir (şekil 4.6.4.4.). 

 

Şekil 4.6.4.4. Diferensiyasyon protokolünün 0-8. günleri boyunca LPS ve L-NAME’in aktin hücre 
iskeleti üzerine etkisi. LPS (10 ve 100 ng/ml) ve L-NAME (2x10-4 ve 5x10-4 M) ayrı ayrı ya da 
kombine olarak uygulandı. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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4.6.5. Lizofosfatidik Asidin Preadipositlerin Aktin Hücre İskeleti Üzerine Etkisi ve Bu 
Etkinin Y-27632 varlığında ya da Yokluğunda Değerlendirilmesi 
 

4.6.5.1. 0.Gün: 

RhoA aktivatörü LPA’nın hücre kültür ortamına 10-7-10-5 M konsantrasyonlarda 

uygulanması 3T3-L1 hücre iskeleti aktinin organizasyonu üzerinde anlamlı bir etki oluşturmadı. 

Buna karşın, LPA nın Y-27632 (10-5 M) ile kombinasyonu aktin hücre iskeletinde belirgin 

değişikliklere yolaçtı. Y-27632, stress fiberlerinin yapısında bozulmalara yol açarak aktinin 

kortikal aktin halinde hücre sınırlarına doğru kümelenmesine neden oldu (Şekil 4.6.5.1). Y-

27632’nin tek başına uygulanması kortikal aktin oluşumunu arttırdı. 

 

 

Şekil 4.6.5.1. Diferensiyasyon protokolünün 0. günü LPA ile Y-27632’nin 3T3-L1 hücrelerin aktin 
hücre iskeleti üzerine etkileri. LPA (10-7 ve 10-5 M) ile Y-27632 (10-5 M) ayrı ayrı ve kombine 
olarak uygulandı. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
 
 
 



Ahmet Sencer Yurtsever, Doktora Tezi, Sağlık Bilimleri enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2017 

 

152 
 

4.6.5.2. 0-2. Gün: 

 

Lizofosfatidik asidin (LPA, 10-7-10-5 M) post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 2 gün boyunca 

uygulanması stress fiberlerinin miktar ve yoğunluğunda artışa yol açtı. Y-27632 (10-5 M), LPA’nın 

indüklediği stress fiberlerindeki bu artışı önledi ve kortikal aktin liflerinde artışa yol açtı. (Şekil 

4.6.5.2.). 

 

 

 

Şekil 4.6.5.2. Diferensiyasyon protokolünün 0-2. günü boyunca LPA ile Y-27632’nin 3T3-L1 
hücrelerin aktin hücre iskeleti üzerine etkileri. LPA (10-7 ve 10-5 M) ile Y-27632 (10-5 M) ayrı ayrı 
ve kombine olarak uygulandı. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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4.6.5.3. 0-4. Gün: 

 

Rho-kinaz enzimini aktive ettiği bilinen lizofosfatidik asidin (LPA, 10-7-10-5 M) post-

konfluent 3T3-L1 hücrelerine 4 gün boyunca uygulanması aktin hücre iskeleti 

reorganizasyonunda değişikliğe yolaçarak aktin stress fiberlerinde kümelenmeler oluşturdu. Y-

27632 (10-5 M), LPA’nın indüklediği bu kümelenmeyi önledi ve kortikal aktin liflerinde artışa yol 

açtı (Şekil 4.6.5.3.). 

 

 

Şekil 4.6.5.3. Diferensiyasyon protokolünün 0-4. günü boyunca LPA ile Y-27632’nin 3T3-L1 
hücrelerin aktin hücre iskeleti üzerine etkileri. LPA (10-7 ve 10-5 M) ile Y-27632 (10-5 M) ayrı ayrı 
ve kombine olarak uygulandı. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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4.6.5.4. 0-8. Gün: 
 

Rho-kinaz enzimini aktive ettiği bilinen lizofosfatidik asidin (LPA, 10-7 ve 10-5 M) post-

konfluent 3T3-L1 hücrelerine 8 gün boyunca uygulanması hücre iskeleti aktininin kortikal aktin 

lifleri dominant olacak şeklinde reorganize olmasını azalttı. Y-27632 (10-5 M), aktin liflerinde LPA 

tarafından oluşturulan bu azalmayı önledi ve kortikal aktin liflerinde belirgin artışa yol açtı (Şekil 

4.6.5.4.). 

 

 

 

Şekil 4.6.5.4. Diferensiyasyon protokolünün 0-8. günü boyunca LPA ile Y-27632’nin 3T3-L1 
hücrelerin aktin hücre iskeleti üzerine etkileri. LPA (10-7 ve 10-5 M) ile Y-27632 (10-5 M) ayrı ayrı 
ve kombine olarak uygulandı. Floresan boya, Oregon-Green Phalloidine, X40 büyütme. 
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TARTIŞMA 

 Bu tez, yağ hücre metabolizmasında önemli etkileri olan nitrik oksidin (NO) 3T3-L1 

preadiposit hücre hatlarında diferensiyasyon, proliferasyon ve hücre iskeleti aktininin 

organizasyonu üzerine etkilerini ortaya koymak ve eğer bir etki gözlenirse bu etkinin yine yağ 

hücresi metabolizmasında esaslı katkıları olduğu gösterilen Rho/ROCK (Rho/Rho-kinaz) yolağı 

ile olan ilişkisini ortaya koymak için gerçekleştirildi. 

 Bu amaçla 3T3-L1 preadiposit hücre kültüründe bir NO donörü olan DETA-NO ve hücre 

kültür ortamında NO’e dekompoze olduğunu düşündüğümüz sodyum nitrit (NaNO2) kullanıldı. 

NO sentezini arttıran ajan olarak LPS, NO sentezini bloke etmek için bir NOS inhibitörü olan L-

NAME ve ayrıca RhoA aktivatörü olarak LPA ve trombin ile RhoA inhibitörü olarak C3 ekzoenzim; 

ROCK inhibitörleri olarak Y-27632 ve H-1152 kullanıldı. 

3T3-L1 hücrelerinin proliferasyonunun değerlendirilmesi amacı ile MTT proliferasyon 

analizi yapıldı. Adiposit diferensiyasyonu Oil-Red O boyama yöntemi kullanılarak değerlendirildi. 

Rho-kinaz enzim ekspresyonları ve aktivitesinin değerlendirilmesinin yanı sıra iNOS enzim 

ekspresyonlarının değerlendirilmesi amacı ile Western blot yöntemi kullanıldı. Bunun yanı sıra 

Western blot yöntemi ile ROCK aktivitesi ölçümü için LIM kinaz enziminin fosforilasyonu 

değerlendirildi. RhoA aktivasyonunun değerlendirilmesi kolorimetrik olarak G-LISA yöntemi ile 

yapıldı. Nitrik oksit düzeylerinin değerlendirilmesi amacı ile 3T3-L1 hücrelerinin kültür 

medyumlarındaki total nitrit/nitrat düzeyleri Griess yöntemi ile ölçüldü. 

Çalışmamızda 3T3-L1 hücrelerinin diferensiyasyon sürecinin önemli bir parçası olduğu 

gösterilen mitotik klonal ekspansiyon evresinde gözlenen hücre proliferasyonu üzerine nitrik 

oksidin etkisinin değerlendirilmesi amacı ile DETA-NO ve NaNO2 ile nitrik oksit donasyonu 

yapıldı. Hem DETA-NO ve hem de NaNO2 uygulanan konsantrasyonlarda hiçbir zaman aralığında 

proliferasyon üzerine etki göstermedi. Hücre kültür ortamına uygulanan LPS, 0-2 gün 

uygulamasında proliferasyon üzerine etki göstermedi ancak 0-4 gün uygulandığında 

proliferasyonu belirgin olarak inhibe etti. L-NAME’in LPS ile kombine edilmesi bu inhibisyonu 

ortadan kaldırdı. L-NAME’in tek başına uygulanması ise 0-4 gün uygulamasında 5x10-4 M 

konsantrasyonda proliferasyonu inhibe etti. LPS’in proliferasyon üzerine inhibitör etkisinin L-

NAME tarafından ortadan kaldırılması, LPS’in preadiposit proliferasyonu üzerine inhibitör 

etkisinin iNOS stimülasyonu yolu ile olabileceğini düşündürmektedir. Seçici olmayan NOS 

inhibitörü L-NAME’in 0-4. günde tek başına uygulandığında proliferasyonu inhibe etmesi, 3T3-

L1 hücrelerinde bazal şartlarda salıverilen sitoprotektif ve antioksidan etkili fizyolojik nitrik 

oksidin sentezinin L-NAME tarafından inhibisyonuna bağlı olabilir. Fizyolojik şartlarda 

pikomolar düzeyde sürekli olarak salıverilen nitrik oksidin sitoprotektif etki ortaya koyduğu 

bilinmektedir [633, 634]. Bu bulgular ışığında eNOS tarafından salıverilen fizyolojik bazal nitrik 
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oksidin mitotik klonal ekspansiyon evresinde görülen 2 tur preadiposit proliferasyonunun 

devamlılığını destekleyici bir rol oynuyor olabileceği akla gelmektedir. 

Proliferasyon süreci üzerine Rho/Rho-kinaz yolağının etkilerinin değerlendirilmesi 

amacı ile RhoA aktivasyonu yapmak için LPA’nın proliferasyon aşamasının süregeldiği 0-2 ve 0-

4. günlerde uygulandığında, LPA’nın hücre proliferasyonunu belirgin ve anlamlı olarak stimüle 

ettiği görüldü. LPA tarafından proliferasyonda oluşturulan bu stimülasyon ROCK inhibitörü Y-

27632 tarafından geri çevrildi. ROCK inhibitörü Y-27632 tek başına uygulandığında 0-2. gün arası 

uygulamada etkisiz bulunurken, 0-4 günler arasında proliferasyonu belirgin olarak inhibe etti. 

Trombin ise 0-2 ve 0-4. günler arası uygulandığında proliferasyonu anlamlı olarak stimüle etti. Y-

27632 ile kombine edilmesi proliferasyon üzerine trombinin oluşturduğu stimülasyonu ortadan 

kaldırdı. Bu bulgular, LPA ve trombin tarafından proliferasyonda oluşturulan artışın Rho/ROCK 

yolağı aracılığı ile olduğunu göstermektedir. Bunun yanı sıra Rho/Rho-kinaz yolağının 

adipogenezi baskılayıcı etkisini diferensiyasyon sürecinin ilk kısmı olan mitotik klonal 

ekspansiyon üzerinden gösteriyor olabileceğini düşündürmektedir. 

Bunun yanı sıra terminal diferensiyasyon sürecinin bitmiş olduğu kabul edilen 8. gün 

yapılan MTT boyamasının sonuçları değerlendirildiğinde diferensiyasyon ve proliferasyon 

deneylerinin neredeyse tamamında etkisiz olduğu gösterilen DETA-NO ve NaNO2’in MTT boyama 

sonuçları üzerinde de kontrole göre etkisiz bulunduğu görüldü. Bunun yanı sıra LPS’in 0-8. gün 

uygulandığı grupta tüm dozlarda MTT boyama sonuçlarında kontrole göre anlamlı bir fark 

bulunmadı. Ancak L-NAME, 0-8 gün uygulamasında her iki konsantrasyonda da MTT boyama 

sonuçlarını belirgin olarak düşürdü. L-NAME’in 0-4 gün aralığında proliferasyonunu inhibe 

ederek sayısal olarak artışını engellediğini varsayabileceğimiz 3T3-L1 hücrelerinin 

diferensiyasyonu üzerine belirgin bir inhibitör etki yaptığı da göz önüne alınırsa başlangıçta 

çelişkili görünebilecek bu durumun rahatlıkla açıklanabileceği ortadadır. Denilebilir ki, L-NAME 

uygulaması hem proliferasyonu baskılayarak diferensiyasyon sürecinin başlangıcındaki hücre 

sayısını azaltmış ve hem de diferensiyasyonu baskılayarak 8. gün hücre kültür ortamındaki 

preadiposit ve olgun adiposit sayısının azalmasına yol açmıştır. Rho-kinaz inhibitörleri Y-27632 

ve H-1152 ise 8. gün MTT boyama sonuçlarını belirgin olarak düşürmüştür. Y-27632 ve H-

1152’nin diferensiyasyonu arttırdığı göz önüne alınınca bu bulgular uyumlu görünmektedir. 

Trombin, 0-8. günler arası uygulamada her iki konsantrasyonda da MTT boyama sonuçlarını 

belirgin olarak arttırdı. Trombinin oluşturduğu artış, Y-27632 tarafından ortadan kaldırıldı. MTT 

proliferasyon analizinin temel uygulama prensibi gözönüne alındığında 0-8. gün uygulanan 

ajanların 8. gün sonunda MTT analizinin yapılması diferensiyasyon üzerine farklı bir bakış 

açısından yorum yapabilmeyi sağlayacaktır: Buna kısaca değinmek gerekirse, MTT’nin hücre 

içinde mitokondriyal redüktazlar tarafından formazana çevriminin değerlendirildiği bu analiz 8. 

günde hücre kültür ortamındaki olgun adiposit sayısı arttıkça daha düşük bir sonuç vermelidir. 
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Çünkü, olgun adipositlerde mitokondri sayısı preadipositlere göre belirgin olarak düşmektedir. 

Bunun yanı sıra, diferensiyasyon sürecinin erken evrelerinde preadipositlerdeki oldukça aktif 

olan mitokondriler olgun adipositlerde daha az aktiftir [635, 636]. Bu açıdan bakıldığında 8. gün 

MTT ölçüm sonuçlarında azalma olması, diferensiyasyonun arttığını gösteren indirekt bir 

gösterge olarak değerlendirilebilir. Bu yüzden adipogenezi arttırdığı gösterilmiş olan Rho-kinaz 

inhibitörlerinin uygulandığı gruplarda 8. gün MTT sonuçlarının belirgin şekilde azalmış olması 

anlamlıdır. Bunun yanı sıra, Rho-kinazı aktive ettiğini bildiğimiz trombinin de MTT sonuçlarında 

belirgin artışa yol açması ve bu artışın Y-27632 ile ortadan kaldırılması da bu bulguyu destekler 

niteliktedir. 

Çalışmamızda NO donörü DETA-NO’nun 0-2. gün arasında hücre kültür ortamına 

uygulanmasının 3T3-L1 hücrelerinin diferensiyasyonunda artışa yol açtığı görüldü. Elde edilen 

bu sonuç daha önce yapılan başka bir çalışmada insan preadipositlerine DETA-NO uygulaması 

sonucu adipogenezde artış olduğunun gösterilmesi ile [637] uyumludur. Ancak, deney serilerinin 

diğer günlerinde uygulanan DETA-NO, 3T3-L1 hücrelerinin diferensiyasyonu üzerine herhangi 

bir etki göstermedi. Bu durum nitrik oksidin preadiposit diferensiyasyonunun erken evresine 

karışan yolaklar aracılığı ile etki oluşturmuş olacağını akla getirmektedir. Çalışmamızda hücre 

kültür ortamında nitrik okside dekompoze olduğunu düşündüğümüz NaNO2, test edilen günlerde 

preadiposit diferasyonu üzerine herhangi bir etki göstermedi. Bu bulguyu proliferasyon 

deneylerinde sodyum nitritin herhangi bir etkisinin gösterilememesi ile birlikte değerlendirince, 

bu durumun kullanılan test ajanının fizikokimyasal özellikleri ile ilgili olabileceği akla 

gelmektedir. Test edilen iki nitrik oksit donöründen DETA-NO diferensiyasyon üzerine etki 

gösterirken, sodyum nitritin etki göstermemesi, hücre kültür ortamında sodyum nitritin nitrik 

okside yetersiz dekompozisyonu ile açıklanabilir. Bunun ortaya konulması için NO düzeylerinin 

ölçüldüğü daha ileri çalışmalara ihtiyaç vardır. Sodyum nitritin sulu ortamda iyonize olması 

sonucu nitrit anyonu açığa çıkar. Nitrit iyonları, uygun şartlarda (asit pH’da) indirgenerek NO’a 

dönüşebilir. Ancak bizim deney şartlarımızda bu dönüşümün ne derecede olduğu belli değildir. 

Nitritlerin oral alımı sonucu midenin asit ortamında nitrik okside dönüşümü gösterilmiştir [638]. 

Ancak bizim çalışmamızda hücre kültürü koşullarındaki nötral pH değerinde bu dönüşüm 

gerçekleşmemiş olabilir. Mide asit ortamı dışında NO2- iyonları NO’e dönüşebilir. Örneğin iskemik 

kalp yetmezliğinde asidotik ve ileri derecede indirgenmiş vücut koşullarında nitrit anyonundan 

nitrik oksit sentaz bağımsız olarak nitrik oksit üretimi gösterilmiştir [639]. Uygulanan diğer nitrik 

oksit donörü olan DETA-NO’nun nitrik oksit açığa çıkartması yüksek olasılıktır. Zaten 

çalışmamızda da literatürle uyumlu olarak preadipositlerin diferensiyasyonunu stimüle ettiğini 

gösterdik. 

Yapılan çeşitli çalışmalarda hem beyaz ve hem kahverengi yağ dokuda eNOS ve iNOS 

izoformlarının eksprese edildiği gösterilmiştir [28, 29, 61, 62]. Buna ek olarak yapılan in vitro 
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çalışmalarda hücre kültür ortamında NO varlığı sıçan kahverengi adipositlerinde proliferasyonu 

inhibe etmekte ve PPARγ (peroksizom proliferatörle aktive olan reseptör γ) ve “uncoupling 

protein 1” (kenetsizleme proteini 1) gibi adipojenik marker genlerin ekspresyonunun 

stimülasyonuna yol açmaktadır [52, 612]. İlginç olarak, NO primer hayvan yağ doku kültürleri ile 

3T3-L1 gibi klon hücre kültürlerinde farklı etkiler göstermektedir. NO’in primer sıçan kahverengi 

yağ doku preadipositlerinin ve sıçan beyaz yağ doku preadipositlerinin diferensiyasyonunu 

stimüle ettiği [31], 3T3-L1 preadipositlerinde ise diferensiyasyonu süprese ettiği bildirilmiştir 

[32]. Bizim çalışmamızda da 3T3-L1 hücre kültürüne iNOS ekspresyonunu artıran bakteriyel 

lipopolisakkarid (LPS) uygulaması, genel olarak diferensiyasyonu süprese etti. Ancak, başka 

çalışmalarda kronik inflamasyonda ekspresyonu artan iNOS enziminin adipogenezisi arttırdığı 

[631] ve NOS inhibitörü L-NMMA (NG-monometil L-arginin) uygulamasının subkütan yağ dokuda 

lipolizi stimüle ettiği gösterilmiştir [33]. Bunun yanı sıra, T37i fibroblast hücre kültüründe NOS 

inhibitörü uygulamasının hücre kültürüne birlikte uygulanan interferon, TNF-α ve LPS’nin neden 

olduğu lipolizi %30 arttırdığı ve bu etkinin iNOS knock-out farelerden elde edilen yağ doku 

eksplantlarında ortadan kalktığı gösterilmiştir (34]. Buna karşın, başka bir çalışmada ise 

adipositlerde NOS inhibitörü DPI (Difenileniyodonyum klorid) uygulamasının hem bazal ve hem 

de dibutiril c-AMP tarafından stimüle edilen lipolizi azalttığı gösterilmiştir. Buna ek olarak bu 

hücrelere NO donörü SNAP (S-nitrozo-N-asetilpenisilamin) uygulaması hem bazal ve hem de 

dibutiril c-AMP ile stimüle edilen lipolizde DPI tarafından oluşturulan azalmayı ortadan 

kaldırmıştır [640]. Bütün bu sonuçların ışığı altında bakıldığında adiposit diferensiyasyonu 

üzerine NO’nun etkisi henüz tam olarak aydınlatılamamış gibi görünmektedir. Zira elde edilen 

bulgular çalışmadan çalışmaya çelişkili bir görünüm sergilemektedir. Bu durumda etkili 

olabilecek faktörler değerlendirildiğinde deney şartları, NO’nun üretim ve/veya salıverilme şekli, 

deney metodolojisi (in vivo-in vitro), NO’nun konsantrasyonu, doku ya da hücrelerin NO’e 

maruziyet süresinin uzunluğu, zamansal olarak maruziyetin başlama noktasının ve maruz 

kalınan periyodun preadipositlerin diferensiyasyon sürecinin hangi aşamasında olduğu gibi pek 

çok etken, ortaya çıkan deneysel sonuçlardaki bu belirgin sapmanın altında yatıyor olabilir. Buna 

ek olarak ileri sürülebilecek başka bir sav ise NO’in hücre tipine göre farklı etkiler göstermesinin 

yanı sıra, ortamdaki inflamasyonun düzeyine göre değişkenlik gösteriyor olabileceğidir. Ancak, 

söylenebilecek diğer bir şey ise LPS’nin diferensiyasyon üzerine inhibe edici etkisini NO dışında 

bir yolak aracılığı ile ortaya koymuş olabileceğidir. Çalışmamızda elde ettiğimiz bulgular ışığında 

bu LPS’nin preadiposit diferensiyasyonu üzerine inhibe edici etkisini Rho/Rho-kinaz aracılığı ile 

oluşturduğu öne sürülebilir. 

Nonspesifik NOS inhibitörü L-NAME’in (NG-nitro-L-arginin metil ester) ob/ob ve db/db 

obez farelere uygulanmasının hayvanlarda hem ağırlık kaybına ve hem de gıda alımında azalmaya 

yol açtığı gösterilmiştir [60]. İnsan preadiposit hücre kültüründe kronik olarak NO donasyonu 
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yapılmasının adiposit diferensiyasyonunu arttırdığı bulunmuştur [637]. Başka bir çalışmada ise 

primer kahverengi adipositlerde SNAP ve GSNO (S-nitrozoglutatyon) gibi NO donörleri 

uygulanarak kronik NO donasyonu yapılması proliferasyonu inhibe ederken adipojenik 

diferensiyasyonu arttırmış ve bu artış L-NAME tarafından ortadan kaldırılmıştır [612]. Bu 

sonuçla uyumlu bir şekilde, bizim çalışmamızda da L-NAME uygulaması ile NOS inhibisyonu 

yapılması her iki konsantrasyonda da 0-2. gün dışındaki tüm zaman aralıklarında 3T3-L1 

hücrelerinin diferensiyasyonunu anlamlı bir şekilde baskıladı. Çalışmamızda gösterdiğimiz bu 

bulgu, nitrik oksidin obezite gelişimine yol açan mekanizmaların bir parçası olarak rol oynuyor 

olabileceğini düşündürmektedir. Diferensiyasyonun baskılanması yağ dokunun stromal vasküler 

fraksiyonundaki preadipositlerden yeni yağ hücrelerinin oluşum hızında düşüşe yol açan ve 

dolayısı ile yağlanma artışında yavaşlamaya neden olan bir durumdur. iNOS eksik (-/-) farelerde 

büyüme normal olmasına rağmen yağ doku kitlesinde anlamlı azalma olmuştur [641]. 

Çalışmamızda RhoA aktivatörü olarak bilinen LPA, hücre kültür ortamına 0-2 boyunca 

gün uygulandığında diferensiyasyonu baskıladı ve bu baskılanma Y-27632 tarafından geri 

çevrilemedi. Bu durum iki olasılığı ima etmektedir: LPA ya 0-2 gün ortaya koyduğu etkiyi 

Rho/Rho-kinaz yolağı dışında bir etki ile ortaya koymaktadır ya da diferensiyasyon protokolünün 

0-2. günleri arasında diferensiyasyonu indüklemek için kullanılan kokteyl (IBMX, deksametazon 

ve insülin) Rho/Rho-kinaz yolağı ile etkileşmektedir. LPA, deney protokolünün diğer günlerinde 

ise diferensiyasyonu azaltmakla birlikte bu azalma anlamlı bulunmadı. Literatürde LPA’nın 

kültüre endotelyal hücrelerde eNOS aktivasyonu yaptığı gösterilmiştir [642, 643]. Bu durum da 

dikkate alındığında LPA’nın RhoA aktivasyonu yapmasına rağmen bir yandan da farklı bir 

mekanizma ile eNOS aktivasyonu yapıyor olma olasılığı da düşünülmelidir. Yakın zamanda 

yapılan çalışmalarda RhoA/ROCK sinyal yolağını indüklediği gösterilen trombinin [644, 645] 

3T3-L1 hücre kültür ortamına uygulandığı tüm zaman aralıklarında diferensiyasyonu anlamlı bir 

şekilde baskıladığını ve Y-27632 ile kombine edilmesinin bu anlamlılığı ortadan kaldırdığını 

gösterdik. Bundan dolayı, trombinin Rho-kinaz aktivasyonu üzerinden diferensiyasyonu ve 

dolayısıyla adipogenezisi inhibe etmesi yüksek olasılıktır. Buna ek olarak ROCK inhibitörü Y-

27632’nin diferensiyasyon serilerinde tek başına uygulandığında diferensiyasyonu arttırıcı etki 

göstermesinin yanı sıra diğer bir ROCK inhibitörü olan H-1152’nin de diferensiyasyonu anlamlı 

olarak arttırdığını gösterdik. Bu bulgu da Rho/Rho-kinaz yolağının adiposit diferensiyasyonunu 

süprese edici etki gösterdiğini doğrular mahiyettedir. 

Öte yandan, Western blot bulgularımıza göre, çalışmamızda indüklenebilir nitrik oksit 

sentaz enzimini indüklemek için uygulanan LPS’nin birçok inflamatuar olaya karıştığı gösterilmiş 

olan Rho-kinaz enziminin [646, 647] ekspresyonunu upregüle ettiğini gösterdik. LPS’nin Rho 

aktivatörü trombin gibi diferensiyasyonu süprese edici yönde etki gösterdiğini de bulduğumuzu 

da hesaba katınca LPS, bizim çalışmanın başlangıcında beklediğimiz gibi iNOS indüksiyonu 
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yapmak yerine Rho/Rho-kinaz yolağını aktive ederek etki oluşturuyor gibi görünmektedir. 

Çalışmamızda elde ettiğimiz bu bulgunun yanı sıra, L-NAME ön-uygulamasının, LPS uygulaması 

sonucu ROCK-2 ekspresyonunda ortaya çıkan up-regülasyonu kısmen azaltmakla beraber 

anlamlılığı tamamen ortadan kaldıramadığını da gösterdik.  

Sonuç olarak, LPS 3T3-L1hücrelerinde ROCK-2 ekspresyonunda artışa yol açmaktadır ve 

bu up-regülasyon NO dışında başka sinyal yolakları aracılığı ile oluyor gibi görünmektedir. Buna 

ek olarak, NO ve Rho/Rho-kinaz yolağı arasındaki etkileşimi değerlendirmek için hücre kültürü 

ortamına uygulanan, NO donörü DETA-NO Rho-kinaz enzim ekspresyonları üzerine herhangi bir 

etki göstermedi. Bu durum iki şekilde yorumlanabilir: Birincisi nitrik oksit belki de direkt olarak 

Rho-Rho kinaz yolağı ile bir etkileşim (“crosstalk”) göstermemektedir. İkincisi ise DETA-NO’nun 

diferensiyasyon ve proliferasyon üzerine etkisizliği de göz önüne alındığında, DETA-NO ile 

yeterince bir NO donasyonunun olmaması olasılığıdır. 

Çalışmamızda LPS hücre kültür ortamına hem düşük hem de yüksek konsantrasyonda 

uygulandığında LIM kinaz fosforilasyonunda belirgin artışa neden olduğunu gösterdik. Bu bulgu, 

LPS’nin inflamatuar rolü ile uyumludur. Zira çalışmamızda LPS, birçok inflamatuar süreçte etkin 

rol oynadığı gösterilen Rho-kinaz enziminin ekspresyonunda da up-regülasyona yol açmıştır. 

Hücre kültür ortamında NOS inhibitörü L-NAME varlığında LPS tarafından indüklenen Rho-kinaz 

up-regülasyonunun önlenememesi bu olguya NO dışında başka sinyal yolaklarının karıştığını 

düşündürmektedir. Bu durumu destekleyen bir diğer bulgu çalışmamızda hücre kültür ortamında 

NO donörü DETA-NO tarafından NO donasyonu yapılmasının ROCK enzim ekspresyonunda 

anlamlı bir değişikliğe yol açmamasıdır. Birçok inflamatuar süreçte rol oynamasının yanı sıra 

hücre diferensiyasyonu ve hücre büyümesinin düzenlenmesinde rol oynadığı gösterilen [648] 

TGF-β’nın, fare embriyonik fibroblast ve Swiss 3T3 fibroblast hücre kültürlerinde ROCK-1 

aracılığı ile LIMK-2’nin aktivasyonuna yol açtığı ortaya konulmuştur. Çeşitli hücre tiplerinde 

proliferasyonu inhibe eden ve hücreleri diferensiyasyona yönlendirdiği ortaya konulan [649] 

TGF-β’nın, LIMK aktivasyonu sonucu oluşan kofilin fosforilasyonu ile aktin hücre iskeletinin 

reorganizasyonuna karıştığı bulunmuştur [43]. Bu bizim çalışmamızda LPS tarafından LIM-Kinaz 

fosforilasyonundaki indüksiyonu ve bu indüksiyonun NO inhibitörü tarafından ortadan 

kaldırılamamasını açıklayabilecek bir bulgu gibi görünmektedir. Çünkü LPS uygulamasının PC3 

(insan prostat epitel hücreleri) hücre kültüründe TGF-β ekspresyon ve salınımını arttırdığı 

gösterilmiştir [650]. Bunun yanı sıra edinsel bağışıklığın anahtar komponentlerinden birisi olan 

ve diferensiyasyon sırasında adipositlerde ekspresyonunun arttığı ortaya konulan ve bunun yanı 

sıra yağ dokuda yaygın olarak eksprese edildiği gösterilen TLR-4’ün de (Toll like receptor-4) 

[651, 652] LPS’nin bu etkisine katkıda bulunması olasıdır. Günümüzde artık LPS reseptörü olarak 

kabul edilen TLR-4’ün [653, 654] obez bireylerde yağ dokudaki adipositlerde ekspresyonunun 

arttığı ve bu artışın yağ doku stromal vasküler fraksiyonundaki monositlerdeki ekspresyonu ile 
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korele olduğu gösterilmiştir [655]. TLR-4’ün, yüksek yağ içerikli diyetle beslenme gibi 

durumlarda barsaktan absorbsiyonunun arttığı gösterilen LPS tarafından aktive edildiği ve 

böylece obezitede gözlenen sistemik düşük düzeydeki inflamasyona neden olduğu ortaya 

konulmuştur. Bu nokta şu nedenle önem kazanmış gibi görünmektedir: hem LPS ve hem de TLR-

4 TGF-β ekspresyonunu arttırmaktadır ve artmış olan TGF-β nın da LIM-kinaz aktivasyonuna 

neden olduğu bilinmektedir. Böylece, ileri sürülebilir ki, Rho/Rho-kinaz sinyal yolağı, obezitede 

gözlenen sistemik düşük düzeydeki inflamasyonda stromal vasküler fraksiyondaki 

fibroblastların olgun adipositlere diferensiyasyonunu engellemektedir. 

Bakteriyel bir endotoksin olan LPS, 3T3-L1 hücre kültür ortamına uygulandığında iNOS 

enzim ekspresyonlarını arttırdığını gösterdik. Bu bulgu literatürle uyumlu ve beklendiği gibidir. 

Ancak, LPS iNOS enzim ekspresyonlarını arttırmasına rağmen Griess metodu ile yapılan 

ölçümlerde nitrit/nitrat düzeylerini artırmadı. Bu ilk bakışta çelişkili gibi görünen bir durumdur. 

Çünkü iNOS enzim ekpsresyonu arttığında bunun ortama salıverilen NO miktarında ve dolayısı 

ile total nitrit/nitrat düzeylerinde artışa neden olacağı düşünülebilir. Ancak, literatür 

değerlendirildiğinde durumun biraz daha karmaşık olabileceği görülecektir: Obezitede beden 

kitle indeksi ve vücuttaki yağ miktarı ile nitrik oksit metabolitlerinin plazma düzeyleri arasında 

korelasyon bulunduğu gösterilmiştir [63-65]. Endotoksik şok, sepsis ve periodiontit gibi çeşitli 

infeksiyonların yanı sıra bazı inflamatuar hastalıklarda nitrit/nitrat gibi kan NO metabolitlerinin 

düzeyinin arttığı gösterilmiştir [608-610]. Bununla birlikte bu konuda da çelişkili sonuçlar 

mevcuttur. Örneğin, yakın zamanlarda yapılan bir çalışmada inflamatuar bir durum olan 

periodontitli hastalarda nitrit/nitrat düzeylerinin belirgin bir şekilde azaldığı gösterilmiştir 

[656]. Buna ek olarak multipl apikal periodontitli ratlarda NO ekspresyonunun belirgin şekilde 

arttığı bulunmuş olmasına rağmen serum NO düzeylerinin azalmış olduğu gösterilmiştir [657]. 

Obezite dahil olmak üzere bütün bu durumlarda ortak olan nokta düşük ya da yüksek düzeyde 

bir inflamasyonun varlığıdır. Bizim çalışmamızda ise hücre kültür ortamına LPS uygulanması 

iNOS enzim ekspresyonunda up-regülasyon yapmasına karşın, ölçülen total nitrit/nitrat 

düzeylerinde anlamlı bir değişikliğe neden olmadı. Gram negatif bakteriyemi ve sepsis gibi 

inflamatuar durumlarda temel mediyatörlerden birisi olan bakteriyel LPS’nin, akut faz 

reaksiyonuna karışan birçok başka genin yanı sıra iNOS genini de indüklediği bilinmektedir [658] 

İlginç bir şekilde, kronik olarak yağ içeriği yüksek diyetle beslenmenin barsak florasının 

kompozisyonunun değişmesine yol açtığı gösterilmiştir. Bu değişiklik LPS’nin şilomikronlarla 

birleşmesini arttırır. Bunun yanı sıra barsak permeabilitesini değiştirir ve barsaktan LPS 

emilimini arttırarak sistemik dolaşımda çok düşük düzeyde endotoksemiye yol açar. Kronik 

olarak yüksek yağ içerikli diyetle beslenmenin bu mekanizmalar aracılığı ile de obezitede 

gözlenen inflamasyona katkıda bulunduğu gösterilmiştir [659-663]. Yakın zamanlarda ortaya 

konulan bu durum metabolik endotoksemi adı verilen bir konseptin ileri sürülmesini sağlamıştır 
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[659]. LPS tarafından yapılan iNOS indüksiyonunun mekanizması önce LPS’nin etkisiyle TNF-α, 

IL-1, IL-6, interferon γ gibi inflamatuar mediyatörlerin salınımının indüklenmesi ve bu 

mediyatörlerin de kombine bir etki ile iNOS indüksiyonu yapması gibi görünmektedir [664]. 

Yapılan bir çalışmada adipositlerde LPS tek başına uygulandığında iNOS enzim ekspresyonunu 

attırmasına rağmen, nitrit/nitrat düzeylerinde anlamlı bir değişiklik yapmadığı ancak IL-1, IL-6 

ve TNF-α ile kombine olarak uygulandığında nitrit/nitrat düzeylerinde belirgin artışa yol açtığı 

gösterilmiştir [70]. Bu bulgu, bizim çalışmamızda gösterdiğimiz veriler ile uyumludur. Bunun 

yanı sıra, diğer çalışmalar olgun adipositler üzerinde yapılmıştır ancak bizim çalışmamızda LPS 

fibroblastların sonunda olgun adipositlere dönüştüğü dinamik bir süreç olan diferensiyasyon 

sırasında farklı zaman noktalarında uygulanmıştır. Ayrıca ortamda TNF-α ve IL-1, IL-6 ve 

interferon γ gibi proinflamatuar etkenlerin yokluğunda LPS uygulaması yapılmıştır. Bu etkenler 

değerlendirildiğinde LPS’nin iNOS proteininin ekspresyonunda up-regülasyon yapmasına 

rağmen nitrit/nitrat düzeylerinde değişiklik olmaması anlaşılabilir olmaktadır. 

Obez diabetik (ob/ob) farelerde karaciğer, iskelet kası ve beyaz yağ dokusunda iNOS 

enzim ekspresyonunun arttığı ortaya konulmuştur [67]. Bu ekspresyon artışına açlık 

hiperglisemisi ve insülin direnci eşlik etmektedir ve diabetik (ob/ob) farelere spesifik iNOS 

inhibitörü L-NIL (N6-(1-iminoetil)-L-lizin dihidroklorid) uygulanması hem açlık hiperglisemisini 

önlemiş ve hem de insülin direncini düzeltmiştir [67]. Buna ek olarak, yüksek yağ içerikli diyetle 

beslenen iNOS–/– farelerde iNOS enzimini kodlayan genlerin hedeflenmiş silinmesinin insülin 

direnci gelişimi ve açlık hiperglisemisine karşı koruyucu etkisi gösterilmiştir [66]. Birlikte 

düşünüldüğünde bu sonuçlar nitrik oksidin belki de obezitede gözlenen kronik inflamasyona 

bağlı olarak gerçekleşen iNOS indüksiyonu nedeni ile insülin direnci gelişiminde rol oynamakta 

olabileceğini akla getirmektedir. Yüksek miktarda yağ içeren diyet ile beslenen farelerde selektif 

NOS inhibitörü L-NAME'in kronik olarak uygulanmasının, vücut ağırlığındaki artışı belirgin 

olarak azalttığı gösterilmiştir [68]. Yüksek yağ içerikli diyetle beslenen farelerde epididimal, 

subkütan, mezenterik ve karaciğer yağ birikimindeki artış, L-NAME uygulanan farelerde belirgin 

olarak baskılanmıştır. L-NAME yağ hücrelerinin hacmini ve trigliserit birikimini azaltmıştır. Buna 

ek olarak L-NAME uygulaması yüksek yağ içeren diyet alan farelerde insülin direncinde 

düzelmeye neden olmuştur [68]. Nitrik oksit düzeylerinin göstergesi olarak plazma nitrit 

düzeylerinin değerlendirildiği çalışmalardan birinde hiperkolesterolemisi bulunan Tip 2 

diyabetik hastalarda plazma nitrit düzeylerinin belirgin olarak yükseldiği gösterilmiştir [69]. 

Buna ek olarak 14-19 yaş arası sağlıklı bireylerde plazma nitrit düzeylerinin total vücut yağ 

miktarı ile sıkı bir şekilde korele olduğu bulunmuştur [64]. Bunun yanı sıra, ratlarda hem beyaz 

ve hem de kahverengi yağ dokusunda bazal koşullarda iNOS enziminin eksprese edildiği 

gösterilmiştir [665]. İnflamatuar bir durum olduğu bilinen viseral obezitede gözlenen düşük 

düzeydeki inflamasyonun iNOS enziminin indüksiyonuna neden olduğu gösterilmiştir [30]. Diğer 
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yandan obezitenin yanı sıra, insülin direncinin gelişiminde etkili olduğu gösterilen 

proinflamatuar sitokinler, oksidatif stres ve serbest yağ asitleri gibi etkenlerin iNOS’u kodlayan 

Nos2 geninin ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiştir [666]. Sekrete ettiği yüksek (milimolar 

düzeyde) NO aracılığı ile inflamatuar olaylarda önemli bir regülatör rol oynadığı gösterilmiş olan 

iNOS enziminin ekspresyonundaki artışın temel olarak yağ dokudaki belirgin düzeyde iNOS up-

regülasyonundan kaynaklandığı ortaya konulmuştur [70]. Buna ek olarak, yapılan bir çalışmada 

NO'in 3T3-L1 hücre kültüründe plazminojen aktivatör inhibitörü ve IL-6 gibi inflamatuar 

sitokinlerin mRNA ekspresyonlarında artışa yol açtığı gösterilmiştir. Bütün bu bulguların ışığında 

obezite ve/veya metabolik sendromda beyaz yağ dokuda gözlenen kronik inflamasyonun 

düzeltilmesinin yollarından birinin belki de NOS inhibisyonu yapılması olabileceği akla 

gelmektedir [28]. 

Griess metodu ile nitrit/nitrat düzeylerinin ölçümü ile ilgili sonuçlar değerlendirildiğinde 

sadece selektif ROCK inhibitörü Y-27632’nin 10-5 M konsantrasyonda 0-2 gün arası tek başına 

uygulandığı grupta ölçülen nitrit düzeylerinin anlamlı bir artış gösterdiği ilginç bir nokta olarak 

göze çarpmaktadır. 0-2 gün Y-27632 tarafından nitrit düzeylerinde oluşturulan bu artış, Rho-

kinaz aktivatörü LPA tarafından ortadan kaldırılmıştır. Bu bulgu damar düz kasında RhoA 

inhibisyonunun eNOS’ın stimülasyonuna yol açması [35] ile paralel bir bulgu gibi görünmektedir. 

ROCK inhibisyonunun diğer deney serilerinde nitrit düzeylerinde anlamlı bir yükselmeye yol 

açmamış olması, olasılıkla diferensiyasyon sürecinin ilk iki günü aktive olan yolakların diğer 

günlerdeki yolaklardan farklı oluşundan kaynaklanmaktadır. Bunun yanı sıra NOS inhibitörü L-

NAME’in nitrit düzeyleri üzerine anlamlı bir etki oluşturmaması ortamda iNOS stimülasyonuna 

yol açacak TNF-α, IL-6 vb. inflamatuvar bir etkenin bulunmamasına bağlanabilir. Nitekim bir 

çalışmada adipositlerde iNOS stimülasyonu ile birlikte nitrit/nitrat düzeylerinde anlamlı bir artış 

oluşabilmesi için, inflamatuvar sitokinlerin tek başına uygulamasının bile yeterli olmadığı ve IL-

1, IL-6 ve TNF-α ve LPS’in bir anlamda viseral obezitedeki düşük dereceli iflamatuar durumu 

taklit edecek şekilde kombine bir kokteyl olarak uygulandığında nitrit/nitrat düzeylerinde 

belirgin artışa yol açtığı gösterilmiştir [70]. Bunun yanı sıra, diferensiyasyon süreci henüz devam 

ederken ve hücreler olgun adiposit özelliklerini henüz kazanmamışken eNOS enziminin henüz L-

NAME tarafından belirgin şekilde azaltılacak düzeyde bazal nitrik oksit salınımı yapmadığı da öne 

sürülebilir. Bununla birlikte nitrit/nitrat ölçümü için kullanılan deney metodunun da önemli bir 

handikapı bulunduğunu gözardı etmemek gerekmektedir: PBS (fosfatla tamponlanmış salin) gibi 

protein kalıntısı içermeyen solüsyonlarda daha doğru sonuçlar veren Griess metodu ile 

nitrit/nitrat ölçümü, kan, serum ve hücre kültür medyumu gibi protein kalıntısı içerebilen 

ortamlarda nitrit/nitrat düzeyi ölçümü için kullanılırken ortamdan tam olarak 

uzaklaştırılamamış protein kalıntıları ile nitrik oksidin interfere olabilmesi ya da bu kalıntıların 
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540 nm dalga boyundaki ışığı absorbe edebilmesi nedeni ile sonuçlarda farklılıklar 

oluşabileceğini gösteren çalışmalar bulunmaktadır [667]. 

RhoA aktivasyonları (translokasyonları) üzerine yaptığımız deney serilerinde NO 

donörleri DETA-NO ve NaNO2, RhoA translokasyonları üzerine etki göstermedi. Bununla birlikte 

ilginç olarak, NO sentaz enzimini bloke eden nitro-L-arginin metilesteri (L-NAME) de tek başına 

RhoA aktivasyonunu süprese etti. Bu, L-NAME’nin aslında vazokonstriktör ve hipertansif 

etkisiyle uyumlu görünmektedir çünkü L-NAME, uzun süreli kullanımda Rho/Rho-kinaz yolağını 

stimüle edip [668, 669] hipertansiyona neden olabilmektedir. 

RhoA aktivatörleri trombin ve LPA’nın RhoA translokasyonları üzerine etkisi literatürle 

uyumlu bulundu. LPA 10-7 M konsantrasyonda değil ama 10-5 M konsantrasyonda RhoA 

translokasyonunu belirgin olarak arttırdı. Bunun yanı sıra yakın zamanda yapılan çalışmalarda 

farklı hücre tiplerinde aralarında HUVEC (insan umbilikal endotelyal hücreleri), RhoA 

aktivasyonunu arttırdığı gösterilen trombin [668, 669, 676] bizim çalışmamızda da 3T3-L1 

hücrelerinde RhoA translokasyonlarını belirgin olarak artırdı. RhoA’yı ADP-ribozilleyerek inhibe 

eden Clostridium botulinum ekzoenzimi C-3 [674, 675], trombin ile artırılan RhoA 

translokasyonunu baskıladı. Bu sonuçlarda trombin ve LPA’nın Rho/Rho-kinaz yolağının 

aktivasyonu aracılığı ile etki gösterdiğini doğrulamaktadır. 

Çalışmamızda preadiposit diferensiyasyonu sırasındaki aktin hücre iskeleti 

organizasyonu üzerine nitrik oksidin etkisini değerlendirmek amacı ile yapılan Oregon green 

Phalloidin ile floresan boyama deneylerinde ise nitrik oksit donasyonu yapmak için kullanılan 

DETA-NO ve NaNO2, diferensiyasyon sürecinin 0. ve 0-2. günleri uygulandığında etki 

göstermemesine rağmen ilginç olarak 0-4. ve 0-8. günler arasında uygulandığında stress fiber 

oluşumunu arttırdı ve kortikal aktin liflerinin ortaya çıkışını baskıladı. 3T3-L1 preadipositlerinde 

diferensiyasyon sırasında aktin stress fiberlerinin yerini hücrenin merkezinde bulunan büyük 

lipid damlasını çevreleyen kortikal aktin liflerine bıraktığı bilinmektedir [676]. DETA-NO ve 

NaNO2’in 0-4 ve 0-8. günler arasında uygulanmasının stress fiberlerinin miktarında artışa neden 

olduğunun gösterilmesi, akla NO donasyonunun preadiposit diferensiyasyonu üzerine inhibitör 

etkisinin aktin hücre iskeleti reorganizasyonuna olabileceğini getirmekle birlikte, 

diferensiyasyon ve proliferasyon deneylerinde bu yönde bir etki gözlenmemesi bu olasılığı 

tartışmaya açık hale getirmektedir. Bu durumu daha ilginç hale getiren olgu ise 3T3-L1 hücre 

kültür ortamına nitrik oksit inhibitörü L-NAME uygulanmasının preadipositlerin aktin hücre 

iskeleti reorganizasyonu üzerinde herhangi bir değişikliğe yol açmamış olmasıdır. L-NAME’in etki 

göstermemesi, 3T3-L1 preadipositlerinin bazal NO düzeylerinin diferensiyasyon süreci sırasında 

hücre iskeletinde oluşan değişiklikler üzerine herhangi bir etkisi olmaması ile açıklanabilir. 

Lipopolisakkarid 0-2. gün dışındaki diğer zaman aralıklarında aktin hücre iskeleti üzerine 

belirgin bir etki gösterdi. LPS uygulaması 3T3-L1 hücrelerinin aktin hücre iskeletinde stress 
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fiberlerinin oluşumunu çok belirgin olarak arttırdı. Stress fiberlerindeki bu artış Rho-kinaz 

tarafından aktin hücre iskeletinde oluşturulan değişikliklerle çok benzerdir ve bu da LPS’nin 

etkisinde Rho/Rho-kinaz yolağının rol aldığını düşündüren diğer bulgulara önemli bir katkı 

yapmaktadır. 

Çalışmamızda Rho/Rho-kinaz yolağının adiposit diferensiyasyonu sırasında 3T3-L1 

hücrelerinin aktin hücre iskeletinin reorganizasyonu üzerine etkilerini değerlendirmek için 

amacı ile yapılan Oregon green Phalloidin ile floresan boyama deneylerinde RhoA aktivatörü LPA 

0. gün dışında tüm zaman aralıklarında 3T3-L1 preadipositlerinin aktin hücre iskeleti 

organizasyonu üzerine belirgin düzeyde etki gösterdi. LPA, hem 10-7 M ve hem de 10-5 M 

konsantrasyonda uygulandığında hücrelerde aktin stress fiber oluşumunu anlamlı şekilde 

indükledi. LPA tarafından indüklenen stress fiberlerinin oluşumu, Y-27632 tarafından ortadan 

kaldırıldı. Bu bulgu adiposit diferensiyasyonu için Rho/Rho-kinaz yolağının inhibisyonunun 

önemli bir mekanizma olabileceğini düşündürmektedir. Bunu daha ileri düzeyde destekleyen bir 

bulgu da Y-27632’nin hem kombine uygulamada ve hem de tek başına uygulandığında kortikal 

aktin artışına ve diferensiyasyonun 4. gününden sonra da hücre içi lipid birikiminde artışa neden 

olmasıdır. Y-27632’nin tek başına uygulanması adipogenezi fasilite ediyor gibi görünmektedir. 

Bu bulgular ışığında Rho/Rho-kinaz yolağının aktin hücre iskeleti reorganizasyonu yolu ile 

adiposit diferensiyasyonu üzerine inhibitör etki gösterdiği söylenebilir. 
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SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

NO ve Rho/ROCK yolağının preadiposit diferensiyasyonuna, proliferasyonuna ve hücre 

iskeleti aktininin regülasyonuna aracılık ettiği görülmektedir. Ancak, bu yolakların etkinliği ve 

katkı oranları preadipositlerin diferensiyasyonun hangi aşamasında olduğuyla da yakından 

ilgilidir. NO, adipojenik etki yapıyor gibi görünmektedir. Rho/ROCK yolağı da tam tersine lipolitik 

etki gösteriyor gibi hareket etmektedir. Bu iki sinyal sistemi kendi aralarında zıt fonksiyon 

görerek olasılıkla in vivo koşullarda birbirlerinin etkinliğini regüle edebilmektedir. Rho/ROCK 

yolağını inhibe eden ajanların antihipertansif etki başta olmak üzere pek çok patolojik durumda 

kullanım potansiyeli bulunmaktadır ve bazı indikasyonlarda klinik deneme dönemindedir. 

Ancak, bu ilaçların olası lipojenik etkisi dikkate alınmalıdır. Bu durum özellikle kronik kullanım 

durumunda daha büyük önem arzetmektedir. 
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