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Amag: 3T3-L1 preadipositlerin farklilasma etkinligi obezite, diyabet ve ilgili bozukluklarla iliskili hiicresel mekanizmalar tizerine yapilan
calismalar: etkileyen 6nemli bir faktordiir. 3T3-L1 hiicrelerinin farklilagmas: genellikle insiilin, deksametazon (DEX) ve 3-izobiitil-
1-metilksantin (IBMX) igeren bir adipojenik kokteyl ile indiiklenmektedir. 3T3-L1 hiicreleri ¢ogaltilirken dikkat edilmesi gereken
6nemli noktalar igeren bir siirece sahip hassas bir hiicre grubu olup ilerleyen pasajlarda farklilasma yetenegini kaybedebilmektedir. Bu
sorunu ¢6zmek i¢in, ¢aligmamizin amaci dogrultusunda, yaygin olarak kullanilan ti¢ farkli adipojenik kokteylin farklilasma verimliligi
karsilastirilmigtir. Bununla birlikte, birtakim parametreler degistirilerek 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma yetenekleri test edilmistir.

Gereg ve Yontemler: Calismamizda 3T3-L1 hiicre kiiltiird, fibroblast hiicrelerin olgun adiposit hiicrelere farklilastirilmasi, Oil Red O
boyama ile lipitlerin mikroskop altinda gosterilmesi ve kantitatif analiz i¢in boyanin spektrofotometrik 6l¢iimii yontemleri kullanilmistir.

Bulgular: Deney sonuglari, 0,5 mM IBMX, 0,25 uM DEX ve 1 pg/mL insiilin igeren adipogenik kokteylin 3T3-L1 hiicre farklilagmas:
i¢in en etkili kokteyl oldugunu (p<0,0001) ve farklilasmanin etkinliginin adipojenik ajanlarin konsantrasyonlari ile yakindan iligkili
oldugunu gostermistir.

Sonug: Caliymamizda ATCC’nin 3T3-L1 hiicreleri i¢in vermis oldugu protokoliin alternatifi olarak in vitro preklinik obezite modeli i¢in
kullanilabilecek 6nemli modifikasyonlar bildirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Obezite, Hiicre kiiltiirii, 3T3-L1, Adipogenez, Adiposit

Creating An Effective Model with In Vitro Adipocyte Cell Culture
for Obesity Research: Preliminary Study

ABSTRACT

Aim: The differentiation efficiency of 3T3-L1 preadipocytes is a crucial factor affecting studies on cellular mechanisms associated with
obesity, diabetes and related disorders. Differentiation of 3T3-L1 cells is usually induced by an Adipogenic cocktail containing insulin,
dexamethasone (DEX), and 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX). There is a process that includes important points to consider when
growing 3T3-L1 cells. It is a sensitive cell group and may lose its ability to differentiate in later passages. To solve this problem, for the
purpose of our study, the differentiation efficiency of three different commonly used Adipogenic cocktails was compared. Additionally,
the differentiation abilities of 3T3-L1 cells were tested by changing some parameters.

Material and Methods: In our study, 3T3-L1 cell culture, differentiation of fibroblast cells into mature adipocyte cells, demonstration of
lipids under the microscope with Oil Red O staining, and spectrophotometric measurement of the dye for quantitative analysis were used.

Results: Experimental results Showed that the Adipogenic cocktail containing 0.5 mM IBMX, 0.25 uM DEX and 1 pg/mL insiilin was
the most effective cocktail for 3T3-L1 cell differentiation (p<0.0001) and the effectiveness of differentiation was closely related to the
concentrations of adipogenic agents.

Conclusion: In our study, important modifications that can be used for the in vitro preclinical obesity model have been reported as an
alternative to the protocol given by ATCC for 3T3-L1 cells.
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GIRIS

Son yillarda diinya ¢apinda pandemik hale gelen obezite,
insan sagligina ciddi olumsuz etkileri bildirilen, viicutta agi-
r1 yag (adipoz doku) birikimi ile karakterize multifaktoriyel
bir hastaliktir. Asir1 kalori alimi, sedanter yasam ve genetik
yatkinlik gibi faktorlerin bir araya gelmesinden kaynakla-
nan pozitif enerji dengesi obezitenin tanimi olarak kulla-
nilmaktadir (1). Pozitif enerji dengesinden kaynaklanan ve
viicutta kullanilmayan fazla enerji adipoz dokuda yag olarak
birikim gostermektedir. Adipoz dokuda bulunan yag hiic-
relerinin (adiposit) depolama kapasitesinin uyarlanmasi ile
yag hiicrelerinin say1 (hiperplazi) ve hacim (hipertrofi) ola-
rak artis1 gozlenmektedir (2,3). Preadipositlerden olgun yag
hiicrelerinin olusumu adipogenez olarak adlandirilmak-
tadir. Obezite adipogenez ile baslayip yag hiicrelerindeki
yogun hiperplazi ve hipertrofi ile diinya ¢apinda mortalite
ve morbidite ile sonu¢lanan ciddi bir saglik sorunudur (3).
Hiperplazi, olgun adiposit gelisimine yol agan transkripsi-
yonel faktorler ve hiicre dongiisii proteinlerini iceren bir
adipojenez ile gerceklesir. Adipojenez siirecindeki denge-
nin bozulmasi sonucu meydana gelen asir1 hipertrofi lokal
inflamatuar yanit1 tetiklemekte, insiilin direnci ve buna bag-
I1 tip 2 diyabet gelisimine neden olmaktadir (3,4). Karbon-
hidrat veya yag icerigi yiiksek bir beslenme tarzi sonucu yag
hiicrelerinin hiperplazisi ratlarda oldugu gibi diyet bilesen-
lerine bagli olarak obez bireylerde de gézlenmektedir. Obe-
zitenin etkin tedavisine yonelik yapilan aragtirmalarda ana
yaklagimlar genelde lipid depolanmasini ve yag hiicreleri-
nin yayilimini sinirlama yollarina odaklanmistir (5). Obezi-
teye karst kullanilabilecek potansiyel terapétik stratejilerin
basinda adiposit farklilasmasinin engellenmesi yontemi gel-
mektedir. Bu sayede adipogenez ve dolayisiyla obezitenin
onlenmesi saglanabilecektir. Obezite, metabolik sendrom
tablosuna eslik eden insiilin direnci, hipertansiyon, tip 2 di-
yabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar ve post-travmatik stres
bozuklugu ile iliskilendirilmistir (6, 7). Obezitenin tedavisi
ve 6nlenmesi ile bu komplikasyonlarda da iyilesme saglana-
cak, yasam kalitesinin artirilmasina katkida bulunulacaktir.
Obezitenin indiikledigi sistemik inflamasyon hepatik do-
kudan 6nce adipoz dokudan koken alir. Yagdan yiiksek bir
diyetle beslenmeye bagl olarak yag dokusunda nétrofil ve
makrofaj sayilar1 hizlica artig gostermektedir. Bahsi gegen
metabolik bozukluklarin ve mortalitenin azaltilmasi ve ya-
sam kalitesinin artirilmast icin obezite iliskili bazi adipokin-
lerin baskilanmas1 ve/veya salgisinin artirilmast ile gelecek
caligmalara yon verilmesi gerekmektedir (8).

Obezitenin patofizyolojisini arastiran in vitro g¢aligmalar,
adiposit olusumunun diizenlenmesinin obeziteye kars1 po-
tansiyel bir terapétik strateji olarak kullanilabilecegini gos-
termektedir. Dolayisiyla in vitro ¢aligmalarda adipositlerin
etkin bir sekilde farklilasmas: mekanizmalarin aydinlatila-
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bilmesi i¢in 6nemli bir faktordiir. 3T3-L1 hticreleri fibrob-
lastlardan olgun adipositlere farklilagabilme potansiyelleri
nedeniyle obezite, diyabet ve iligkili patolojilerin temel hiic-
resel ve molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasinda kulla-
nilan en yaygin in vitro modeldir (9).

Adipogenez mekanizmalarini inceleyen galismalarda 3T3-
L1 preadipositlerin etkin farklilasmasi 6nemli bir faktordiir.
3T3-L1 hiicreleri obezite ve diyabet {izerine yapilan calig-
malarda onlarca yildir yaygin olarak kullanilmis olsa da adi-
pojenik kokteylin hala bir standardizasyonu yoktur (10). Bu
¢alismanin amaci dogrultusunda literatiirde bildirilen yon-
temler ve ATTC’nin 6nerdigi protokol modifiye edilerek
3T3-L1 hiicrelerinin farklilagma verimliliginin nasil etkilen-
digi test edilmis ve farklilasma siirecinde yasanan zorluklara
ait ¢oztimleri iceren yontem deneyimleri sunulmustur.

GEREC ve YONTEMLER
3T3-L1 Hiicre Kiiltiirii

Fare, sigan veya insandan alinan yag dokularinin stromal
vaskiiler fraksiyonundan elde edilen primer ya da klon hiic-
re kiltiirleri adiposit farklilagmasinin arastirilmasi amaciyla
kullanilir. Bu hiicre kiltiirlerinin adipositlere farklilagma-
s1 indiiklendiginde hticreler yapisal ve biyokimyasal ola-
rak adiposit karakteristliklerini gosterirler. Yag hiicresinin
farklilasmasinda en yaygin olarak kullanilan klon hiicre tipi
3T3-L1 hiicreleridir. Bu preadiposit hiicre kiltirleri dife-
ransiyasyon i¢in temas inhibisyonuna gereksinim duyarlar
ve farklilagma calismalari i¢in hiicre kiiltirlerinin konfluent
héle gelmesi beklenir. Farklilasmayr uyarmak igin 3-iso-
butyl-1-methylxanthine (IBMX) ajani beraberinde dexa-
methasone (DEX) ve instlin kullanilir (11).

Bu calismada beyaz yag hiicresi onciilii fare embriyonik
fibroblast klon hiicre tipi olan 3T3-L1 preadiposit hiicre
hattt (CL-173; ATCC, Manassas, VA, USA) Amerikan Tipi
Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) temin edilmistir. Once-
likle ATCC’nin 6nerdigi protokol ile %10 bovine calf serum
(BCS), %2 L-Glutamin, %1 penislin streptomisin ilave edi-
lerek yiiksek glikozlu (4,5 g/L) DMEM (Gibco) ile tamam-
lanmug besi yerinde 37 °C’de ve %5 CO,’li nemlendirilmis
ortamda hiicreler inkiibatérde ¢ogaltilmistir. Deney ve
kontrol gruplarinda diferensiyasyonun indiiklenmesi amaci
ile ayni1 protokol kullanilmistir (12).

Hiicrelerin gogalmasi giinliik takip edilerek %70-80 yogun-
luga ulastiklarinda PBS (Fosfat Tamponlu Salin) ile hiicre
atiklarindan ve fazla besi yerinden arindirmak igin iki kez
ytkanmis ve %0,25 Tripsin-EDTA (Gibco) ilave edilerek 2-3
dakika siireyle inkiibatorde bekletilmistir. Hiicreler invert
mikroskop altinda incelenip, kalktiklarindan emin olun-
duktan sonra 1:3 veya 1:5 oraninda yeni kiiltiir kaplaria
pasajlanmisgtir.
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Tablo 1: 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasmasi i¢in kullanilan adipo-
jenik kokteyller.

Mix 1 Mix 2 Mix 3
0.5 mM IBMX 0.5 mM IBMX 25 mM IBMX
0.25 yMDEX 0.1 uM DEX 0.25 uM DEX

1 pg/mlinsiilin 1 pg/ml Insiilin 1 pg/ml Insiilin

IBMX: 3-isobutyl-1-methylxanthine, DEX: Dexamethasone

3T3-L1 Hiicre Farklilasmasi

Farklilasma i¢in yeterli sayida hiicre elde edildikten sonra 6
well plate’in her kuyucuguna sayim yapilarak yaklasik 150
000 hiicre gelecek sekilde ekim yapilmistir. 48 saat sonra
tam hiicre yogunlugu (%100) gozlendikten sonra besi yeri
yenilenerek 48 saat daha inkiibe edilmigtir. 96 saatlik inkii-
basyonun sonunda farklilasma besi yerinin eklendigi giin
stfirinci (0. giin) olarak adlandirilmaktadir. Bu asamada ha-
cim olarak fetal sigir serumu (FBS %10), L-Glutamin (%2),
penisilin streptomisin (%1) ve yiiksek glikozlu DMEM sa-
bit iken, ¢aligmanin degiskeninin olusturan IBMX (Sigma),
DEX (Sigma) ve 1 ug/ml insiilin (Sigma) farkli konsantras-
yonlarda belirlenerek 3 grup farklilagsma kokteyli hazirlana-
rak kullanilmustir (Tablo 1). 2. giin eski besiyeri atilarak 1
pg/mLinsilin igeren tamamlanmig besiyeri eklenmis ve her
48 saatte bir besiyeri yenilenerek 4 ve 6. giinler %10 FBS
iceren tamamlanmis DMEM besiyeri eklenmistir. Hiicre-
ler farklilasmanin tamamlanmasina kadar (8. Giin) inkiibe
edilmistir. Hiicre pasaji %70 konfluensin altinda gergekles-
tirilmistir ve yalmizca farklilasma deneylerinden 6nce %100
konfluense ulagsmalarina izin verilmistir.

OilRed O (ORO) Boyama

Hiicre morfolojisini ve farklilasmanin ilerlemesini deger-
lendirmek i¢in Oilred O boyama yontemi nétral trigliserit-
leri ve lipidleri goriintiileyebilen yaygin kullanilan gegerli
bir lipid boyama yontemidir. Isik ve floresan mikroskobu
ile goriuntilleme ve spektrofotometre ile kantitatif 6l¢iim
imkan sunarak lipid birikiminin analizine imkan saglayan
bir yontemdir (13). Optimize ORO boyama protokoli, adi-
posit farklilasmasini niceliksel olarak degerlendirmek i¢in
evrensel olarak kullanilmaktadir. Deney ve kontrol grupla-
rinda diferansiyasyon ve hiicre igi lipid birikiminin deger-
lendirilmesi i¢in ayrilmis hiicreler 8. giinlerde ORO boyama
ile incelenmistir.

ORO boya igin stok soliisyonu hazirlama (14): toz formun-
da satin alinan OilRed O (Sigma) boyadan %0.5 konsantras-
yonda ana stok ¢6zelti hazirlamak i¢in 0,2 gram tartilarak 40
mL 2-propanol i¢cinde ¢ozdiiriilmiistiir. Bu stok ¢ozelti oda
sicakhiginda aliiminyum folyo ile sarili bir sekilde 1giktan
korunarak saklanmigtir. Stok ¢6zelti 3:2 oraninda seyrelti-

lerek ¢aligma soliisyonu hazirlanmistir. Calisma soliisyonu
her deney igin taze olarak 3 birim boya ile 2 birim distile su
karistirilarak hazirlanmis ve kullanimdan hemen 6nce 0,45
um filtre ile bir kez filtrelenmistir (14).

Farklilasmanin ardindan 6 kuyulu kiltir plaklarina ekilen
hiicrelerin besi yeri atilmis ve PBS ile yikama yapilmugtir.
Fiksasyon i¢in %4’liikk paraformaldehit (PFA) ile oda sicak-
liginda 45 dakika boyunca inkiibe edilen hiicrelerin sabit-
lenmesi saglanmigtir. Paraformaldehit uzaklastirildiktan
sonra hiicrelerin tizerine %6011k izopropanol eklenmis ve
5 dakika beklenmistir. Eklenen izopropanol 5 dakikanin so-
nunda uzaklagtirildiktan sonra ORO boyama soliisyonun-
dan kuyulara 2 mL eklenerek 15 dakika oda sicakliginda in-
kiibe edilmistir. Ardindan, baglanmamis boyay: ¢ikarmak
i¢in hiicreler distile suyla 4-5 defa yikanmustir. Kuyulara su
ekleyerek invert mikroskopta yag damlaciklar: goriintiilen-
mistir. Bagli (boyanmis) ORO boya %100 izopropil alkol ile
hiicrelerden ekstrakte edilmis ve ELISA okuyucu cihazda
490 nm optik absorbansta ¢lgiilerek miktar: tayin edilmistir.

istatistiksel Analiz

3T3-L1 hiicre tabakas: invert mikroskopla 20x buyiitmede
parlak bir alanda fotograflanmistir. Elde edilen veriler grup-
lar arasinda istatistiksel belirginligi ortaya ¢ikarmak icin
GraphPad Prism 9 programi kullanilmigtir. Veriler SPSS 29
programinda t-testi ile analiz edilmistir. Sonuglarin dogru-
lugunu saglamak i¢in tiim deneyler ii¢ kez tekrarlanmugtir.
p < 0.05 ¢ikan sonuglar anlamli kabul edilerek sekillerde *
olarak belirtilmistir.

BULGULAR

Fare 3T3-L1 hiicreleri, adipogenezdeki hiicresel ve molekii-
ler olaylar1 incelemek igin en iyi karakterize edilmis model-
dir (15). Bityiimenin durmasinin ardindan farklilasma ajan-
larryla tedavi iizerine 3T3-L1 hiicreleri hiicre dongiisiine ye-
niden girer ve fenotip fibroblasttan adiposite doniistir. 3T3-
L1 hiicrelerinin bagariyla farklilasmas, in vitro adipogenezi
incelemek igin kritik bir adimdir. Adipojenik kokteyl adi
verilen ii¢ ana bilesen, IBMX, DEX ve insilin, 3T3-L1 hticre
farklilagmasina iliskin neredeyse tiim ¢aligmalarda kullani-
lir. Bununla birlikte, her bilesenin konsantrasyonu, bireysel
caligmaya bagli olarak biiyiik dl¢iide degisir.

On ¢alismalarimizda ATCC tarafindan &nerilen yéntemle
(0,5 mM IBMX, 1uM DEX ve 1ug/mL insiilin) 3T3-L1 hiic-
relerinin basarili bir sekilde farklilagmasi saglanamamuistir.
Nedenleri arastirildiginda, bu basarisiz farklilasmanin hiic-
relerin farklilasmaya uygun sekilde ¢ogaltilmamasi, ortam
degisimi icin el uygulamalarinda gereken hassasiyetin gos-
terilmemis olmasi ve hiicrelerin farklilagma kokteylindeki
ilaglarin konsantrasyonundan olumsuz etkilenmeleri gibi
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Sekil 1: OilRed O boyama ile lipitlerin gosterilmesi. Kirmizi ile boyanan hiicreler lipitleri gostermektedir. 3T3-L1 hiicre tabakasi invert
mikroskopla 20x biiyiitmede parlak bir alanda fotograflanmustur.
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Sekil 2: OilRed O 490 nm spektrofotometrik 6lgiim. ***p<0,0001

sorunlardan kaynaklanabilecegi diistintilmiistiir. Buna gore
adipojenik ilaglarin daha diisiik konsantrasyonlari ile farkli
kombinasyonlar: literatiirde yaygin kullanilan kokteyllere
gore tasarlanmigstir. Calismalarin ¢ogunda 0,5 mM IBMX ve
0,25 uM DEX igeren farklilagma karigimlar: kullanildig: be-
lirlenmistir. ATCC protokoliinde belirtilen 1 uM DEX ice-
ren farklilagsma kokteyli yerine ¢aliymamizda 0,25 pM DEX
veya 0,1 uM DEX kullanildiginda hiicrelerde saglikli bir
farklilasma saglanmis olup daha 6nce yasanan sorunlardan
hiicrelerde kiiltiir kabindan ayrilma ve kopma gibi etkiler
gorilmemistir. Bununla birlikte farkli kokteyllerin lipit olu-
sumuna etkisi ORO boyama ile analiz edilmis, mikroskopta
ve spektrofotometrik Sl¢timlerde karsilastirilarak en etkili
farklilasma kokteyli taranmugtir.

Lipit damlaciklarinin ORO boyanmasi sonucu lipit yogun-
luklar1 mikroskopta kirmizi renkte goriilmektedir. Buna
gore, Mix 1 karisimi ile indiiklenen hiicrelerin daha ¢ok sa-
yida ve daha biiytik lipit damlaciklar: icerdigi degerlendiril-
mistir (Sekil 1).
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Invert mikroskop altinda nitel olarak gdzlenen olgun adi-
positler kantitatif olarak Oil Red O’nun spektrofotometrik
Ol¢timii ile nicel olarak da gosterilmistir. Buna gore Mix 1
karigimu ile inditklenen hiicrelerin lipit birikiminin en yiik-
sek oldugu, diisiik konsantrasyonda DEX ve IBMX igeren
karisgimlarla indtiklenen hiicrelerin lipit birikiminin daha
disiik oldugu goriilmektedir. Mix 1, Mix 2 ve Mix 3 koktey-
llerinin lipit olusumunu tetiklemesi anlamli olarak birbirin-
den farkli bulunmustur (Sekil 2).

TARTISMA

Bu zamana kadar, 3T3-L1 preadipositlerin farklilagmasina
yonelik mevcut protokollerin veya kitlerin diigiik etkinligi,
adipositlerdeki hiicresel ve molekiiler mekanizmalara ilis-
kin ¢aligmalarin siirdiiriilmesini zorlagtirmaktadir. Burada,
3T3-L1 hiicrelerinin farklilagma siirecinde etkili bir proto-
kol ile basarili sonug alabilmek i¢in dikkat edilmesi gereken
hassas el manipiilasyonlari, bityiime kosullar1 ve adipojenik
kokteylin icerigi uygulanmis olan modifikasyonlar tizerin-
den agiklanmaktadir.

ATCC farklilasma protokoliine gore yapilan ilk calisma-
larimizda hiicrelerde tutundugu kiiltiir kabindan ayrilma
ve kopma gibi deneyi sonlandiracak derecede 6nemli olan
olumsuz sonuglar goriilmiistiir. 2019 yilinda Zhao ve arka-
daglar1 bir ¢alismasinda; karsilastigimiz sonuglara benzer
sekilde sorunlar yasandig: bildirilmis ve adipojenik koktey-
lde bulunan ilag konsantrasyonlarindan kaynaklanabilece-
¢i One stirtilmistiir. Adipojenik etken maddelerin yogun-
luklarinda yapilan degisiklikler ile olusturulan farklilasma
kokteylleri adiposit farklilagma verimini ve lipit kapasitesi-
ni bizim ¢alismamizda da etkilemistir (10). Bunun iizerine
ilerleyen ¢aligmalarimizda kullanilmak tizere bir farklilas-
ma protokolii optimize edilmesi gerekmis ve literatiirde
en sik kullanilan karigimlar baz alinarak farkl ii¢ kokteyl
olusturulmustur. Literatiirde de ¢caligmamiza benzer olarak
adipojenik ajanlarin uygulanma siiresinin veya konsantras-
yonunun modifiye edilerek farklilasmanin daha verimli bu-
lundugu ¢aligmalar bildirilmistir (10, 16-18).
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DEX, mezenkimal kok hiicrelerin adipositlere, kas hiicrele-
rine ve kondrositlere farklilagmasi tizerinde hem konsant-
rasyona hem de zamana bagli etkiler sergileyen sentetik bir
kortikosteroiddir. IBMX, erken adipojenik farklilasmayn te-
tiklemek icin 6nemlidir (19). Calismamizda DEX ve IBMX
konsantrasyonlarinin azaltilmasi, 3T3-L1 hiicrelerinin fark-
lilagma etkinliginin azalmasiyla sonu¢lanmigtir. Bunun ne-
deni olarak DEX ve IBMX maddelerinin iyi birer adipojenik
indiikleyici olmalar1 gosterilebilir.

Hiicre hattinin orijini, pasaj sayisy, kiiltiir kaplari gibi birgok
faktor 3T3-L1 hiicrelerinin farklilasma verimliligini etkile-
yebilmektedir. 3T3-L1 hiicrelerinin genellikle 6limstizles-
tirildigi dugiiniilse de bir¢ok ¢alisma 3T3-L1 hiicrelerinin
farklilasma etkinliginin degisebilecegini bulmustur (10).
Ozellikle pasaj sayisinin artmasiyla veya sivi nitrojenden
¢oziilditkten sonra farklilasma verimliliginin azaldig: bildi-
rilmistir (18).

2007 yilinda Mehra ve ark., caligmalarinda 3T3-L1 hiicrele-
rinin farklilasma oranlarinin diisiik olmasiyla ilgili benzer
problemlerle karsilastiklarinda, 3T3-L1 adiposit farklilas-
masindaki degiskenligin hiicre kiiltiir kaplarina biiyiik 6l¢ii-
de bagli oldugunu bildirmislerdir. Hem kiiltiir kabi saglayi-
cist (yani plastik yiizeyin malzemesi ve/veya islenmesi) hem
de tabak tipi (6rn. 35 mm petri veya 6 kuyulu plaka) 3T3-L1
farklilagsmasi icin ¢ok onemli faktorler oldugu agiga ¢ika-
rilmigtir. Yazarlar, optimal kiltiir kaplarinin secilmesiyle
yaklagik %80’lik bir farkhilasma diizeyi elde edebildikleri-
ni bildirmislerdir (20). Caligmalarimizda Corning (Costar,
Corning Inc., USA) marka petri kiiltiir kaplar1 kullandigi-
mizda hiicre yapismalarinda bagar1 oranimizin artti$1 goz-
lemlenmistir. Bu literatiir bilgileri 1s181nda ¢alismalarimizda
benzer sorunlar goriilmiis ve ¢6ziimil igin birgok parametre
degistirilerek optimal deney siirecine ulagilmistir. Farklilas-
manin basaris1 6zellikle hiicrelerin yapisarak biiyiidiikleri
yiizeyi olusturan hiicre kiiltiir kabi (flask ve well plate) gibi
laboratuvar malzemelerinin kalitesinden ve el maniipiilas-
yonundan etkilenmektedir. Etkili bir farklilagma i¢in calis-
malarin disiik pasaj sayilarinda yapilmasi gerekmektedir.
Calisma amacina uygun kiiltiir kab: kullanilmali ve ekim
yapilacak hiicre sayisina, hiicre dondurma protokoliine, sivi
azotta depolamaya ATCC protokoliinde belirtildigi sekil-
de dikkat edilmesi gerekmektedir. Hiicrelerin bulundugu
ylizeyden ayrilmamalar: i¢in el uygulamalar dikkatli bir
sekilde yapilmali, ortam degisimi esnasinda hiicre kiiltiir
kabinin kenarindan hiicre temasinin olmadigi bolgeden
olabilecek en diisiik hizla besi yeri eklenmelidir (10).

Sonuglarimiz obezitenin hiicresel ve molekiiler mekaniz-
malarina iliskin ileri caligmalara temel olusturacak protokol
yontemleri icermekte ve ozellikle 3T3-L1 hiicrelerini fark-

Iilagtirma protokoliinti kullanan arastirmacilarin laboratu-
var ¢aligmalarinda kargilagabilecekleri zorluklar i¢in 6nemli
ipuglar1 sunmaktadir.
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