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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 löse 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 μM DEX and 1 μg/mL insülin 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.
Keywords: Obesity, Cell culture, 3T3-L1, Adipogenesis, Adipocyte

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

ÖZ
Amaç: 3T3-L1 preadipositlerin farklılaşma etkinliği obezite, diyabet ve ilgili bozukluklarla ilişkili hücresel mekanizmalar üzerine yapılan 
çalışmaları etkileyen önemli bir faktördür. 3T3-L1 hücrelerinin farklılaşması genellikle insülin, deksametazon (DEX) ve 3-izobütil-
1-metilksantin (IBMX) içeren bir adipojenik kokteyl ile indüklenmektedir. 3T3-L1 hücreleri çoğaltılırken dikkat edilmesi gereken 
önemli noktalar içeren bir sürece sahip hassas bir hücre grubu olup ilerleyen pasajlarda farklılaşma yeteneğini kaybedebilmektedir. Bu 
sorunu çözmek için, çalışmamızın amacı doğrultusunda, yaygın olarak kullanılan üç farklı adipojenik kokteylin farklılaşma verimliliği 
karşılaştırılmıştır. Bununla birlikte, birtakım parametreler değiştirilerek 3T3-L1 hücrelerinin farklılaşma yetenekleri test edilmiştir.
Gereç ve Yöntemler: Çalışmamızda 3T3-L1 hücre kültürü, fibroblast hücrelerin olgun adiposit hücrelere farklılaştırılması, Oil Red O 
boyama ile lipitlerin mikroskop altında gösterilmesi ve kantitatif analiz için boyanın spektrofotometrik ölçümü yöntemleri kullanılmıştır. 
Bulgular: Deney sonuçları, 0,5 mM IBMX, 0,25 μM DEX ve 1 μg/mL insülin içeren adipogenik kokteylin 3T3-L1 hücre farklılaşması 
için en etkili kokteyl olduğunu (p<0,0001) ve farklılaşmanın etkinliğinin adipojenik ajanların konsantrasyonları ile yakından ilişkili 
olduğunu göstermiştir. 
Sonuç: Çalışmamızda ATCC’nin 3T3-L1 hücreleri için vermiş olduğu protokolün alternatifi olarak in vitro preklinik obezite modeli için 
kullanılabilecek önemli modifikasyonlar bildirilmiştir.
Anahtar Sözcükler: Obezite, Hücre kültürü, 3T3-L1, Adipogenez, Adiposit

Bu makaleye yapılacak atıf: Çil EN ve Soysal Y. Obezite araştırmaları için in vitro adiposit hücre kültürü ile etkili model oluşturma: ön çalışma. Turk J Diab Obes 2024;1: 59-64.

Ezgi Nur ÇİL ,Yasemin SOYSAL  *
Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Moleküler Tıp Anabilim Dalı, İzmir, Türkiye

https://orcid.org/0000-0002-2960-9616
https://orcid.org/0000-0003-1580-0564
mailto:?subject=


60 Çil EN ve Soysal Y

Turk J Diab Obes 2024; 1: 59-64

GİRİŞ

Son yıllarda dünya çapında pandemik hâle gelen obezite, 
insan sağlığına ciddi olumsuz etkileri bildirilen, vücutta aşı-
rı yağ (adipoz doku) birikimi ile karakterize multifaktöriyel 
bir hastalıktır. Aşırı kalori alımı, sedanter yaşam ve genetik 
yatkınlık gibi faktörlerin bir araya gelmesinden kaynakla-
nan pozitif enerji dengesi obezitenin tanımı olarak kulla-
nılmaktadır (1). Pozitif enerji dengesinden kaynaklanan ve 
vücutta kullanılmayan fazla enerji adipoz dokuda yağ olarak 
birikim göstermektedir. Adipoz dokuda bulunan yağ hüc-
relerinin (adiposit) depolama kapasitesinin uyarlanması ile 
yağ hücrelerinin sayı (hiperplazi) ve hacim (hipertrofi) ola-
rak artışı gözlenmektedir (2,3). Preadipositlerden olgun yağ 
hücrelerinin oluşumu adipogenez olarak adlandırılmak-
tadır. Obezite adipogenez ile başlayıp yağ hücrelerindeki 
yoğun hiperplazi ve hipertrofi ile dünya çapında mortalite 
ve morbidite ile sonuçlanan ciddi bir sağlık sorunudur (3). 
Hiperplazi, olgun adiposit gelişimine yol açan transkripsi-
yonel faktörler ve hücre döngüsü proteinlerini içeren bir 
adipojenez ile gerçekleşir. Adipojenez sürecindeki denge-
nin bozulması sonucu meydana gelen aşırı hipertrofi lokal 
inflamatuar yanıtı tetiklemekte, insülin direnci ve buna bağ-
lı tip 2 diyabet gelişimine neden olmaktadır (3,4). Karbon-
hidrat veya yağ içeriği yüksek bir beslenme tarzı sonucu yağ 
hücrelerinin hiperplazisi ratlarda olduğu gibi diyet bileşen-
lerine bağlı olarak obez bireylerde de gözlenmektedir. Obe-
zitenin etkin tedavisine yönelik yapılan araştırmalarda ana 
yaklaşımlar genelde lipid depolanmasını ve yağ hücreleri-
nin yayılımını sınırlama yollarına odaklanmıştır (5). Obezi-
teye karşı kullanılabilecek potansiyel terapötik stratejilerin 
başında adiposit farklılaşmasının engellenmesi yöntemi gel-
mektedir. Bu sayede adipogenez ve dolayısıyla obezitenin 
önlenmesi sağlanabilecektir. Obezite, metabolik sendrom 
tablosuna eşlik eden insülin direnci, hipertansiyon, tip 2 di-
yabet ve kardiyovasküler hastalıklar ve post-travmatik stres 
bozukluğu ile ilişkilendirilmiştir (6, 7). Obezitenin tedavisi 
ve önlenmesi ile bu komplikasyonlarda da iyileşme sağlana-
cak, yaşam kalitesinin artırılmasına katkıda bulunulacaktır. 
Obezitenin indüklediği sistemik inflamasyon hepatik do-
kudan önce adipoz dokudan köken alır. Yağdan yüksek bir 
diyetle beslenmeye bağlı olarak yağ dokusunda nötrofil ve 
makrofaj sayıları hızlıca artış göstermektedir. Bahsi geçen 
metabolik bozuklukların ve mortalitenin azaltılması ve ya-
şam kalitesinin artırılması için obezite ilişkili bazı adipokin-
lerin baskılanması ve/veya salgısının artırılması ile gelecek 
çalışmalara yön verilmesi gerekmektedir (8).

Obezitenin patofizyolojisini araştıran in vitro çalışmalar, 
adiposit oluşumunun düzenlenmesinin obeziteye karşı po-
tansiyel bir terapötik strateji olarak kullanılabileceğini gös-
termektedir.  Dolayısıyla in vitro çalışmalarda adipositlerin 
etkin bir şekilde farklılaşması mekanizmaların aydınlatıla-

bilmesi için önemli bir faktördür. 3T3-L1 hücreleri fibrob-
lastlardan olgun adipositlere farklılaşabilme potansiyelleri 
nedeniyle obezite, diyabet ve ilişkili patolojilerin temel hüc-
resel ve moleküler mekanizmalarının anlaşılmasında kulla-
nılan en yaygın in vitro modeldir (9).

Adipogenez mekanizmalarını inceleyen çalışmalarda 3T3-
L1 preadipositlerin etkin farklılaşması önemli bir faktördür. 
3T3-L1 hücreleri obezite ve diyabet üzerine yapılan çalış-
malarda onlarca yıldır yaygın olarak kullanılmış olsa da adi-
pojenik kokteylin hâlâ bir standardizasyonu yoktur (10). Bu 
çalışmanın amacı doğrultusunda literatürde bildirilen yön-
temler ve ATTC’nin önerdiği protokol modifiye edilerek 
3T3-L1 hücrelerinin farklılaşma verimliliğinin nasıl etkilen-
diği test edilmiş ve farklılaşma sürecinde yaşanan zorluklara 
ait çözümleri içeren yöntem deneyimleri sunulmuştur. 

GEREÇ ve YÖNTEMLER

3T3-L1 Hücre Kültürü 

Fare, sıçan veya insandan alınan yağ dokularının stromal 
vasküler fraksiyonundan elde edilen primer ya da klon hüc-
re kültürleri adiposit farklılaşmasının araştırılması amacıyla 
kullanılır.  Bu hücre kültürlerinin adipositlere farklılaşma-
sı indüklendiğinde hücreler yapısal ve biyokimyasal ola-
rak adiposit karakteristliklerini gösterirler. Yağ hücresinin 
farklılaşmasında en yaygın olarak kullanılan klon hücre tipi 
3T3-L1 hücreleridir. Bu preadiposit hücre kültürleri dife-
ransiyasyon için temas inhibisyonuna gereksinim duyarlar 
ve farklılaşma çalışmaları için hücre kültürlerinin konfluent 
hâle gelmesi beklenir. Farklılaşmayı uyarmak için 3-iso-
butyl-1-methylxanthine (IBMX) ajanı beraberinde dexa-
methasone (DEX) ve insülin kullanılır (11).

Bu çalışmada beyaz yağ hücresi öncülü fare embriyonik 
fibroblast klon hücre tipi olan 3T3-L1 preadiposit hücre 
hattı (CL-173; ATCC, Manassas, VA, USA) Amerikan Tipi 
Kültür Koleksiyonundan (ATCC) temin edilmiştir. Önce-
likle ATCC’nin önerdiği protokol ile %10 bovine calf serum 
(BCS), %2 L-Glutamin, %1 penislin streptomisin ilave edi-
lerek yüksek glikozlu (4,5 g/L) DMEM (Gibco) ile tamam-
lanmış besi yerinde 37 °C’de ve %5 CO2’li nemlendirilmiş 
ortamda hücreler inkübatörde çoğaltılmıştır. Deney ve 
kontrol gruplarında diferensiyasyonun indüklenmesi amacı 
ile aynı protokol kullanılmıştır (12).

Hücrelerin çoğalması günlük takip edilerek %70-80 yoğun-
luğa ulaştıklarında PBS (Fosfat Tamponlu Salin) ile hücre 
atıklarından ve fazla besi yerinden arındırmak için iki kez 
yıkanmış ve %0,25 Tripsin-EDTA (Gibco) ilave edilerek 2-3 
dakika süreyle inkübatörde bekletilmiştir. Hücreler invert 
mikroskop altında incelenip, kalktıklarından emin olun-
duktan sonra 1:3 veya 1:5 oranında yeni kültür kaplarına 
pasajlanmıştır.
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3T3-L1 Hücre Farklılaşması

Farklılaşma için yeterli sayıda hücre elde edildikten sonra 6 
well plate’in her kuyucuğuna sayım yapılarak yaklaşık 150 
000 hücre gelecek şekilde ekim yapılmıştır. 48 saat sonra 
tam hücre yoğunluğu (%100) gözlendikten sonra besi yeri 
yenilenerek 48 saat daha inkübe edilmiştir. 96 saatlik inkü-
basyonun sonunda farklılaşma besi yerinin eklendiği gün 
sıfırıncı (0. gün) olarak adlandırılmaktadır. Bu aşamada ha-
cim olarak fetal sığır serumu (FBS %10), L-Glutamin (%2), 
penisilin streptomisin (%1) ve yüksek glikozlu DMEM sa-
bit iken, çalışmanın değişkeninin oluşturan IBMX (Sigma), 
DEX (Sigma) ve 1 µg/ml insülin (Sigma) farklı konsantras-
yonlarda belirlenerek 3 grup farklılaşma kokteyli hazırlana-
rak kullanılmıştır (Tablo 1). 2. gün eski besiyeri atılarak 1 
µg/mLinsülin içeren tamamlanmış besiyeri eklenmiş ve her 
48 saatte bir besiyeri yenilenerek 4 ve 6. günler %10 FBS 
içeren tamamlanmış DMEM besiyeri eklenmiştir. Hücre-
ler farklılaşmanın tamamlanmasına kadar (8. Gün) inkübe 
edilmiştir. Hücre pasajı %70 konfluensin altında gerçekleş-
tirilmiştir ve yalnızca farklılaşma deneylerinden önce %100 
konfluense ulaşmalarına izin verilmiştir.

OilRed O (ORO) Boyama

Hücre morfolojisini ve farklılaşmanın ilerlemesini değer-
lendirmek için Oilred O boyama yöntemi nötral trigliserit-
leri ve lipidleri görüntüleyebilen yaygın kullanılan geçerli 
bir lipid boyama yöntemidir. Işık ve floresan mikroskobu 
ile görüntüleme ve spektrofotometre ile kantitatif ölçüm 
imkânı sunarak lipid birikiminin analizine imkan sağlayan 
bir yöntemdir (13). Optimize ORO boyama protokolü, adi-
posit farklılaşmasını niceliksel olarak değerlendirmek için 
evrensel olarak kullanılmaktadır. Deney ve kontrol grupla-
rında diferansiyasyon ve hücre içi lipid birikiminin değer-
lendirilmesi için ayrılmış hücreler 8. günlerde ORO boyama 
ile incelenmiştir. 

ORO boya için stok solüsyonu hazırlama (14): toz formun-
da satın alınan OilRed O (Sigma) boyadan %0.5 konsantras-
yonda ana stok çözelti hazırlamak için 0,2 gram tartılarak 40 
mL 2-propanol içinde çözdürülmüştür. Bu stok çözelti oda 
sıcaklığında alüminyum folyo ile sarılı bir şekilde ışıktan 
korunarak saklanmıştır. Stok çözelti 3:2 oranında seyrelti-

lerek çalışma solüsyonu hazırlanmıştır. Çalışma solüsyonu 
her deney için taze olarak 3 birim boya ile 2 birim distile su 
karıştırılarak hazırlanmış ve kullanımdan hemen önce 0,45 
µm filtre ile bir kez filtrelenmiştir (14). 

Farklılaşmanın ardından 6 kuyulu kültür plaklarına ekilen 
hücrelerin besi yeri atılmış ve PBS ile yıkama yapılmıştır. 
Fiksasyon için %4’lük paraformaldehit (PFA) ile oda sıcak-
lığında 45 dakika boyunca inkübe edilen hücrelerin sabit-
lenmesi sağlanmıştır. Paraformaldehit uzaklaştırıldıktan 
sonra hücrelerin üzerine %60’lık izopropanol eklenmiş ve 
5 dakika beklenmiştir. Eklenen izopropanol 5 dakikanın so-
nunda uzaklaştırıldıktan sonra ORO boyama solüsyonun-
dan kuyulara 2 mL eklenerek 15 dakika oda sıcaklığında in-
kübe edilmiştir. Ardından, bağlanmamış boyayı çıkarmak 
için hücreler distile suyla 4-5 defa yıkanmıştır. Kuyulara su 
ekleyerek invert mikroskopta yağ damlacıkları görüntülen-
miştir. Bağlı (boyanmış) ORO boya %100 izopropil alkol ile 
hücrelerden ekstrakte edilmiş ve ELISA okuyucu cihazda 
490 nm optik absorbansta ölçülerek miktarı tayin edilmiştir.

İstatistiksel Analiz

3T3-L1 hücre tabakası invert mikroskopla 20x büyütmede 
parlak bir alanda fotoğraflanmıştır. Elde edilen veriler grup-
lar arasında istatistiksel belirginliği ortaya çıkarmak için 
GraphPad Prism 9 programı kullanılmıştır. Veriler SPSS 29 
programında t-testi ile analiz edilmiştir. Sonuçların doğru-
luğunu sağlamak için tüm deneyler üç kez tekrarlanmıştır. 
p ≤ 0.05 çıkan sonuçlar anlamlı kabul edilerek şekillerde * 
olarak belirtilmiştir.

BULGULAR

Fare 3T3-L1 hücreleri, adipogenezdeki hücresel ve molekü-
ler olayları incelemek için en iyi karakterize edilmiş model-
dir (15). Büyümenin durmasının ardından farklılaşma ajan-
larıyla tedavi üzerine 3T3-L1 hücreleri hücre döngüsüne ye-
niden girer ve fenotip fibroblasttan adiposite dönüşür. 3T3-
L1 hücrelerinin başarıyla farklılaşması, in vitro adipogenezi 
incelemek için kritik bir adımdır. Adipojenik kokteyl adı 
verilen üç ana bileşen, IBMX, DEX ve insülin, 3T3-L1 hücre 
farklılaşmasına ilişkin neredeyse tüm çalışmalarda kullanı-
lır. Bununla birlikte, her bileşenin konsantrasyonu, bireysel 
çalışmaya bağlı olarak büyük ölçüde değişir.

Ön çalışmalarımızda ATCC tarafından önerilen yöntemle 
(0,5 mM IBMX, 1μM DEX ve 1μg/mL insülin) 3T3-L1 hüc-
relerinin başarılı bir şekilde farklılaşması sağlanamamıştır. 
Nedenleri araştırıldığında, bu başarısız farklılaşmanın hüc-
relerin farklılaşmaya uygun şekilde çoğaltılmaması, ortam 
değişimi için el uygulamalarında gereken hassasiyetin gös-
terilmemiş olması ve hücrelerin farklılaşma kokteylindeki 
ilaçların konsantrasyonundan olumsuz etkilenmeleri gibi 

Tablo 1: 3T3-L1 hücrelerinin farklılaşması için kullanılan adipo-
jenik kokteyller.

Mix 1 Mix 2 Mix 3
0.5 mM IBMX 0.5 mM IBMX 25 mM IBMX 
0.25 μMDEX 0.1 μM DEX 0.25 μM DEX
1 μg/mlİnsülin 1 μg/ml İnsülin 1 μg/ml İnsülin

IBMX: 3-isobutyl-1-methylxanthine, DEX: Dexamethasone
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sorunlardan kaynaklanabileceği düşünülmüştür. Buna göre 
adipojenik ilaçların daha düşük konsantrasyonları ile farklı 
kombinasyonları literatürde yaygın kullanılan kokteyllere 
göre tasarlanmıştır. Çalışmaların çoğunda 0,5 mM IBMX ve 
0,25 μM DEX içeren farklılaşma karışımları kullanıldığı be-
lirlenmiştir. ATCC protokolünde belirtilen 1 μM DEX içe-
ren farklılaşma kokteyli yerine çalışmamızda 0,25 μM DEX 
veya 0,1 μM DEX kullanıldığında hücrelerde sağlıklı bir 
farklılaşma sağlanmış olup daha önce yaşanan sorunlardan 
hücrelerde kültür kabından ayrılma ve kopma gibi etkiler 
görülmemiştir. Bununla birlikte farklı kokteyllerin lipit olu-
şumuna etkisi ORO boyama ile analiz edilmiş, mikroskopta 
ve spektrofotometrik ölçümlerde karşılaştırılarak en etkili 
farklılaşma kokteyli taranmıştır.

Lipit damlacıklarının ORO boyanması sonucu lipit yoğun-
lukları mikroskopta kırmızı renkte görülmektedir. Buna 
göre, Mix 1 karışımı ile indüklenen hücrelerin daha çok sa-
yıda ve daha büyük lipit damlacıkları içerdiği değerlendiril-
miştir (Şekil 1).

İnvert mikroskop altında nitel olarak gözlenen olgun adi-
positler kantitatif olarak Oil Red O’nun spektrofotometrik 
ölçümü ile nicel olarak da gösterilmiştir. Buna göre Mix 1 
karışımı ile indüklenen hücrelerin lipit birikiminin en yük-
sek olduğu, düşük konsantrasyonda DEX ve IBMX içeren 
karışımlarla indüklenen hücrelerin lipit birikiminin daha 
düşük olduğu görülmektedir. Mix 1, Mix 2 ve Mix 3 koktey-
llerinin lipit oluşumunu tetiklemesi anlamlı olarak birbirin-
den farklı bulunmuştur (Şekil 2).

TARTIŞMA

Bu zamana kadar, 3T3-L1 preadipositlerin farklılaşmasına 
yönelik mevcut protokollerin veya kitlerin düşük etkinliği, 
adipositlerdeki hücresel ve moleküler mekanizmalara iliş-
kin çalışmaların sürdürülmesini zorlaştırmaktadır. Burada, 
3T3-L1 hücrelerinin farklılaşma sürecinde etkili bir proto-
kol ile başarılı sonuç alabilmek için dikkat edilmesi gereken 
hassas el manipülasyonları, büyüme koşulları ve adipojenik 
kokteylin içeriği uygulanmış olan modifikasyonlar üzerin-
den açıklanmaktadır.

ATCC farklılaşma protokolüne göre yapılan ilk çalışma-
larımızda hücrelerde tutunduğu kültür kabından ayrılma 
ve kopma gibi deneyi sonlandıracak derecede önemli olan 
olumsuz sonuçlar görülmüştür. 2019 yılında Zhao ve arka-
daşları bir çalışmasında; karşılaştığımız sonuçlara benzer 
şekilde sorunlar yaşandığı bildirilmiş ve adipojenik koktey-
lde bulunan ilaç konsantrasyonlarından kaynaklanabilece-
ği öne sürülmüştür. Adipojenik etken maddelerin yoğun-
luklarında yapılan değişiklikler ile oluşturulan farklılaşma 
kokteylleri adiposit farklılaşma verimini ve lipit kapasitesi-
ni bizim çalışmamızda da etkilemiştir (10). Bunun üzerine 
ilerleyen çalışmalarımızda kullanılmak üzere bir farklılaş-
ma protokolü optimize edilmesi gerekmiş ve literatürde 
en sık kullanılan karışımlar baz alınarak farklı üç kokteyl 
oluşturulmuştur. Literatürde de çalışmamıza benzer olarak 
adipojenik ajanların uygulanma süresinin veya konsantras-
yonunun modifiye edilerek farklılaşmanın daha verimli bu-
lunduğu çalışmalar bildirilmiştir (10, 16-18).

Şekil 2: OilRed O 490 nm spektrofotometrik ölçüm. ****p<0,0001

Şekil 1: OilRed O boyama ile lipitlerin gösterilmesi. Kırmızı ile boyanan hücreler lipitleri göstermektedir. 3T3-L1 hücre tabakası invert 
mikroskopla 20x büyütmede parlak bir alanda fotoğraflanmıştır. 
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lılaştırma protokolünü kullanan araştırmacıların laboratu-
var çalışmalarında karşılaşabilecekleri zorluklar için önemli 
ipuçları sunmaktadır. 
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