
Mersin Univ Saglık Bilim Derg 2019;12(2)  257 

Araştırma Makalesi 

Mersin Üniv Saglık Bilim Derg 2019;12(2):257-270 

doi: 10.26559/mersinsbd.538541 

 

Bakteriyel lipopolisakkaridin preadiposit diferensiyasyonu üzerine 
etkisi: NO’nun ve Rho-kinaz enziminin olası katkısı 

 

Ahmet Sencer Yurtsever1, Kansu Büyükafşar2 

1 Mersin Şehir Hastanesi Acil Servis, Mersin, Türkiye 

2Mersin Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Farmakoloji A.D., Mersin, Türkiye 

 

Öz 

Amaç: Preadipositlerin diferensiyasyonu adipogenezis için önemli basamaklardan biridir. 
Adipogenezis, düşük düzeyde inflamasyonun eşlik ettiği ve pek çok komplikasyonu olan 
metabolik bir hastalıktır. Bu çalışmamızda, inflamatuar yanıt oluşturan bakteriyel 
endotoksinlerden LPS’nin 3T3-L1 hücrelerinde diferensiyasyon üzerine etkisini ve bu etkiye NO 
ve Rho/ROCK yolağının katkısını araştırmayı amaçladık. Yöntem: Preadipositlerin adipositlere 
diferensiyasyonu için fibroblast kökenli 3T3-L1 hücreleri kullanıldı. 24 kuyucuklu pleytlere 
20.000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı ve standart preadiposit diferensiyasyon protokolü 
uygulandı. Diferensiyasyonun indüklenmesi için protokolün 0-2. günü 0.25 µM deksametazon, 
0.5mM izobutilmetilksantin ve 1μM insülin içeren %10FBS/DMEM uygulandı. Protokolün 2-4. 
günleri 1μM insülin içeren %10 FBS/DMEM uygulandı. 4-8. gün ise kuyucuklara sadece %10 
FBS/DMEM konuldu. İnkübasyon 8. güne kadar sürdürüldü. Diferensiyasyon protokolünün belirli 
zaman noktalarında (0-2, 2-4, 4-8, 0-8. günler) bakteriyel LPS (10-100 ng/ml), L-NAME (2-5x10-4 
M) varlığında ya da yokluğunda uygulandı. Diferensiyasyon, 8’inci günde Oil Red-O boyaması ile 
değerlendirildi. LPS’nin iNOS ve Rho/Rho-kinaz ekspresyonları üzerine etkileri de Western-blot 
analizi ile değerlendirildi. Ayrıca, kültür ortamında nitrit düzeyleri, LPS ve L-NAME varlığında 
Griess yöntemi ile ölçüldü. Bulgular: LPS uygulaması, 0-2. gün dışındaki zaman aralıklarında 
diferensiyasyonu anlamlı bir şekilde baskıladı. L-NAME ön uygulaması, bu süpresyonu ortadan 
kaldırmadı ancak tek başına L-NAME, 0-2. gün dışında tüm zaman aralıklarında diferensiyasyonu 
süprese etti. LPS hem iNOS hem de ROCK-2 ekspresyonunu arttırdı. LPS’nin ROCK ekspresyonunu 
arttırıcı etkisi L-NAME tarafından değiştirilmedi. L-NAME tek başına uygulandığında LPS’ye 
benzer şekilde ROCK-2 ekspresyonunu arttırdı. Sonuç: Bir bakteriyel endotoksin olan LPS, 3T3-
L1 hücrelerinde diferensiyasyonu baskılamaktadır. Bu etkiye NO değil ancak onun dışındaki bir 
inflamatuar mediyatör(ler) aracılık edebilir. Ayrıca LPS, Rho/ROCK bağımlı bir mekanizma ile 
preadiposit diferensiyasyonunu süprese edebilir.  
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Effect of the bacterial lipopolysaccharide on preadipocyte 
differentiation: possible contribution of the NO and Rho-kinase 

 

Abstract 

Aim: Differentiation of preadipocytes is one of important steps for the adipogenesis. Adipogenesis 
is a metabolic disorder that accompanied by low grade inflammation and posses a lot of 
complications. We aimed to investigate effect of the LPS which one of the inflammatory response 
generating endotoxins on differentiation of 3T3-L1 cells and contribution of NO and Rho/ROCK 
pathways to this effect. Method: Fibroblast origin 3T3-L1 cells used for the differentiation of 
preadipocytes to adipocytes. Seeding was performed as 20000 cells on the every well of 24well 
plates and standard preadipocyte differentiation protocol was applied. In order to inducing 
differentiation, 0.25 µM dexamethasone, 0.5 mM izobuthylmethylxhantine and 1μM insulin 
containing 10% FBS/DMEM treated at 0-2th days. Cells treated with 10% FBS/DMEM containing 
1μM insulin on 2-4th days of the protocol. 10% FBS/DMEM alone applied to wells at 4-8th days. 
Incubation was maintained until 8th day. LPS (10, 100 ng/ml) treatment was performed with or 
without L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl esther, 2 and 5x10-4 M) on certain time points (0-2, 
2-4, 4-8, 0-8th days) of the differentiation protocol. Differentiation evaluated with Oil Red-O 
staining method performed at 8th day. Effect of the LPS on iNOS and Rho/Rho-kinase enzyme 
expressions was evaluated with Western Blot analysis. Besides nitrite levels in cell culture media 
was measured with Griess method on the presence of LPS and L-NAME. Results: LPS treatment 
on 3T3-L1 cell culture is significantly supressed the differentiation time points except 0-2th days. 
In spite of the pretreatment of the cells with L-NAME did not any effect on the differentiation 
suppression produced by LPS, L-NAME treatment significantly supressing the differentiation 
every time points except 0-2th days. LPS increased both iNOS and ROCK-2 expression. ROCK 
expression increasing effect of the LPS did not changed by the L-NAME treatment. When treated 
alone, L-NAME increased the ROCK-2 expression in a similar vein. Conclusion: LPS which is 
bacterial endotoxin, supressed the differentiation of 3T3-L1 cells. This effect could mediated by 
inflammatory mediator(s) other than NO. Besides, LPS could supressed the preadipocyte 
differentiation by a Rho/ROCK dependent mechanism. 
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Giriş 

Evrimsel olarak kıtlık dönemlerinde 
insanın hayatta kalmasına yardımcı bir 
mekanizma olan ve alınan enerjinin 
harcanan enerjiden fazla olması durumunda 
fazla enerjinin lipid depolarda depolanması 
sonucu oluşan obezite, son dönemde en önde 
gelen küresel sağlık sorunu haline 
gelmiştir.1,2 Dünya Sağlık Örgütü verilerine 
göre dünya genelinde fazla kilolu insan sayısı 
1.9 milyar ve bunların da 600 milyonu 
obezdir. Obezite prevalansı 1980-2014 
yılları arasında 2 kattan fazla artmıştır.3 
Obezite, beklenen yaşam süresini kısaltan en 
önemli etkenlerden birisidir (kadınlar için 
5.8 yıl, erkekler için 7.1 yıl).4,5 Amerika 
Birleşik Devletleri’nde her üç yetişkinden 
ikisi fazla kilolu ya da obez ve 20 yetişkinden 
birisi de aşırı obezdir.6 

Obez kemirgenlerde yağ dokudan 
TNF-α (tümör nekroz faktör-α) salındığı7 ve 
bu adipokinin nötralize edilmesinin insülin 
direncini düzelttiğinin bulunması8 ile birlikte 
obezitenin inflamatuar boyutu olabileceği 
düşünülmeye başlanmıştır. Buna ek olarak, 
yağ dokudan kaynaklanan düşük düzeyli 
kronik inflamasyonun insülin direnci ve 
metabolik sendroma yol açtığı 
gösterilmiştir.9 Sağlıklı erişkinlerde yağ 
dokusunda bulunan makrofajların yüzdesi 
%10 civarındayken, bu oran obez bireylerde 
%40-50’ye kadar çıkabilir.10 

Hücresel düzeyde 
değerlendirildiğinde obezitenin 
mekanizmalarından birisi var olan 
adipositlerin hacimlerinin artışına ek olarak 
yağ dokusu stromal vasküler 
fraksiyonundaki mezenşimal hücrelerin 
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diferensiye olarak olgun adipositlere 
dönüşümüdür.11 Preadipositlerin 
diferensiyasyon sürecine karışan 
mekanizmaların net olarak ortaya konması, 
diferensiyasyonun inhibe edilerek vücuttaki 
adiposit sayısının sınırlandırılmasına 
yardımcı olabilecek yeni yaklaşımlar 
geliştirilmesini olası kılacaktır. 

Adiposit diferensiyasyonu ile ilgili 
çalışmalarda kullanılmakta olan hücre 
hatlarından 3T3-L1 hücreleri en kapsamlı 
şekilde tanımlanmış ve adipositlerle ilgili 
diferensiyasyon çalışmalarında en yaygın 
kullanılan hücrelerdendir.12 3T3-L1 
hücreleri uygun diferensiyasyon 
indükleyicileri ile standardize bir 
diferensiyasyon sürecinin ardından yapısal 
ve biyokimyasal olarak in situ adiposit 
benzeri homojen olgun adiposit hücre 
populasyonu oluşturmaları nedeni ile tercih 
edilmektedir.13 

NO üç farklı NO sentaz (NOS) 
izoformu tarafından sentezlenir. Nöronal 
NOS (nNOS, NOS1) ve endotelyal NOS (eNOS, 
NOS3) yapısaldır ve intrasellüler Ca2+ 
konsantrasyonlarını arttıran uyarılardan 
sonra pikomolar düzeyde NO üretirler. 
İndüklenebilir NOS (iNOS, NOS2) Ca2+’dan 
bağımsızdır; sitokinler ve bakteriyel LPS gibi 
etkenlerce indüksiyon sonrası makrofajlar 
ve diğer birçok çekirdekli hücreler 
tarafından eksprese edilir.14 iNOS 
indüklendiğinde yapısal NOS izoformlarına 
göre çok daha büyük miktarda ve daha uzun 
süreli NO salınımına neden olur.15 LPS, 
interferon-gamma (IFN-γ), TNF-α, 
interlökin-1 (IL-1) gibi uyaranlara karşı 
konağın bir savunma cevabı olarak yüksek 
miktarlarda eksprese edilmektedir.  

Visseral obezitede saptanan düşük 
dereceli kronik inflamasyonun iNOS 
enziminin indüksiyonuna yol açtığı 
gösterilmiştir.16 Ayrıca endotoksemi 
sırasında iNOS ekspresyonunun ana 
kaynağının yağ dokusu olduğu 
bildirilmiştir.17 

Bununla birlikte, adiposit 
diferensiyasyonu üzerine NO etkileri ile ilgili 
sonuçlar tartışmalıdır. NO’in primer sıçan 
kahverengi yağ doku preadipositlerinin ve 
sıçan beyaz yağ doku preadipositlerinin 
diferensiyasyonunu stimüle ettiği18, 3T3-L1 
preadipositlerinde ise diferensiyasyonu 
süprese ettiği gösterilmiştir.19 Ayrıca, iNOS 

enziminin kronik inflamasyonda 
adipogenezisi stimüle ettiği gösterilmiştir. 
Bunun yanı sıra NO’in lipolizi stimüle ettiğini 
gösteren çalışmalar da bulunmaktadır.20,21 

Fazla yağlı diyet ile beslenmenin 
barsaktaki gram (-) bakterilerden köken alan 
LPS kan düzeylerini arttırdığı 
gösterilmiştir.22 Bu tarz beslenme bağırsakta 
mukozal inflamasyona ve sonucunda 
permeabilite artışına neden olarak LPS’nin 
emiliminde artışa ve sonuçta metabolik 
endotoksemi denilen duruma yol 
açmaktadır.23 Metabolik endotoksemi 
sağlıklı bireylerde LPS kan düzeylerinin 2-3 
kat fazla olması ile karakterizedir.24,25 
LPS’nin hem makrofajların M2 fenotipinden 
M1 fenotipine geçişi ile hem de kaspaz 
4/5/11 aktivasyonu ve sonuçta piroptoz 
denilen inflamatuar apoptotik bir sürece yol 
açarak obezitedeki düşük düzeyli kronik 
inflamasyona katıldığı ve metabolik sendrom 
ve insülin direnci ile ilişkili olduğu öne 
sürülmüştür.22 

Bunun yanı sıra iNOS indüksiyonu 
yaptığı birçok çalışma ile ortaya konmuş olan 
LPS, NF-κB yolağını da aktive ederek 
inflamasyonda önemli rol oynamaktadır.26 
RAW264.7 kemirgen makrofaj hücrelerinde 
LPS’nin NF-κB yolağını aktive ederek iNOS 
indüksiyonu yaptığı gösterilmiştir.27 
Bununla birlikte, LPS tarafından yapılan NF-
κB indüksiyonu için Rho proteinlerinin kritik 
önemde olduğu gösterilmiştir.28 Bir başka 
çalışmada LPS’nin rat mezenterik 
arterlerinde RhoA’nın alt efektörlerinden 
ROCK-2’nin ekspresyonunu arttırdığı 
gösterilmiştir.29 Kardiyovasküler sistemde 
vazodilatör, antiagregan ve antiproliferatif 
etkili NO ile vazokonstriksiyon ve vasküler 
düz kas proliferasyonuna karışan Rho/Rho-
kinaz yolağı arasında antagonistik ilişki 
olduğu düşünülmekle beraber, diğer hücre 
ve dokularda bu antagonistik ilişkiyi 
düşündürmekten ziyade farklı 
yorumlanabilecek sonuçlar da ortaya 
konulmuş olması30,31 halen NO ve Rho/Rho-
kinaz yolağı arasındaki ilişkinin tam olarak 
aydınlatılmadığını düşündürmektedir. 
Örneğin endotoksemi, kronik inflamasyon ve 
diyabet gibi patolojik şartlarda yüksek 
konsantrasyonlarda salıverilen NO ile 
Rho/Rho-kinaz yolağı arasındaki ilişkinin 
detayları çok net bilinmemektedir. 
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AGC ailesi üyesi bir serin/treonin 
protein kinaz olan Rho-kinaz’ın (ROCK) 
başlıca iki izoformu bulunmaktadır: ROKβ/ 
Rho-kinaz β/ p160ROCK olarak bilinen 
ROCK 1 ve ROKα/ Rho-kinaz α olarak bilinen 
ROCK-2.32 Her iki izoform birçok dokuda 
yaygın olarak eksprese edilse de olgun 
adipositlerde ROCK-2’nin eksprese edildiği 
gösterilmiştir.33 3T3-L1 preadipositlerinde 
yapılan bir çalışmada non selektif ROCK 
inhibitörü Y-27632 uygulamasının 
adipogenezi arttırdığı bulunmuştur. Buna ek 
olarak Y-27632, RhoA aktivatörü 
lizofosfatidik asit tarafından oluşturulan 
adipogenez inhibisyonunu ortadan 
kaldırmıştır.34 Ancak ilginç olarak farelerde 
fazla yağlı diyetle beslenmenin Rho-kinaz 
aktivitesini arttığının gösterilmesi, 
metabolik endotoksemide gözlenen LPS 
düzeylerindeki artış ile birlikte 
yorumlandığında LPS’nin Rho-kinaz 
üzerinden etki gösteriyor olabileceğini akla 
getirmektedir.  

Bu nedenle, bu çalışmanın amacı 
inflamatuar yanıt oluşturan bakteriyel 
endotoksinlerden LPS’nin 3T3-L1 
hücrelerinde diferensiyasyon üzerine 
etkisini incelemekti. Ayrıca eğer varsa bu 
etkiye NO ve Rho/ROCK yolağının katkısını 
araştırmaktı. Bu amaçla, preadiposit bir 
hücre hattı olan 3T3-L1 hücrelerinde LPS’nin 
diferensiyasyona olan etkisi incelendi. Ayrıca 
iNOS ve Rho-kinaz enzim düzeyleri western 
blot analizi ile, kültür ortamındaki nitrit 
düzeyleri de Griess yöntemi ile 
değerlendirildi. 
 
Yöntem 

Bu çalışma için Mersin Üniversitesi 
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 
(04.12.2008 tarih, 2008/39 sayı) onayı 
alınmıştır. 
 
Hücre kültürü çalışmaları 

Adiposit diferensiyasyonu ile ilgili 
olarak yapılan bu çalışmada Amerikan Tip 
Hücre Koleksiyonundan (ATCC-CL-173) 1 ml 
vial içerisinde dondurulmuş olarak satın 
alınan 3T3-L1 hücre hattı kullanıldı. 3T3-L1 
hücreleri 37°C’de sıcak su banyosu içerisinde 
1-2 dk. içerisinde çözdürüldü ve ardından 15 
ml hacmindeki tüpe alınarak üzerine 
üreticinin talimatlarına uygun olarak 
hazırlanan ve 37oC sıcaklıktaki komplete 

medyum [%10 buzağı serumu, %1 glutamin, 
%1 penisilin/streptomisin içeren 
Dulbecco’nun modifiye Eagle medyumu 
(DMEM)] konulup 15 ml’ye tamamlandı. 
Ardından, 37°C sıcaklıkta 1800 g’de 10 
dakika süresince santrifüjlendi. Santrifüjden 
sonra süpernatant döküldü. Alttaki pelletin 
üzerine 4-6 ml hacminde komplete medyum 
eklenip pipetaj yapılarak hücrelerin 
homojen bir şekilde karışması sağlandı. 
Ardından hücreler içinde 4 ml komplete 
medyum bulunan 25 ml hacmindeki flasklara 
ekim yapılarak inkübatöre kaldırıldı. CO2 
konsantrasyonu %5 olan inkübatörde 37oC 
ortam sıcaklığındaki 25 ml flask içerisinde 
pH değeri 7.0-7.4 olan %10 FBS, %1 
Penisilin, %1 Streptomisin ve %1 L-Glutamin 
içeren DMEM içerisinde pasajlandı. 

İnkübatördeki hücrelerin medyumu 
gün aşırı değiştirildi. Bu esnada flasklar 
inverted mikroskopta incelenerek hücre 
yoğunluğu değerlendirildi. Hücrelerin 
yoğunluğu flask tabanının %70-80’ine 
ulaştığında pasajlama yapıldı. Flasklar PBS 
tamponu ile yıkanıp üzerine 1-1.5 ml kadar 
tripsin eklenerek beş dakika süre ile 37°C 
inkübatörde inkübe edildi. Beş dakika sonra 
flasklar inverted mikroskopta incelenerek 
hücrelerin flask tabanından tümüyle 
ayrıldığından emin olunduktan sonra pipetaj 
yapılarak hücreler 15 ml’lik tüpe aktarıldı. 
Tüpteki hücrelerin üzeri PBS tamponu ile 13-
14 ml hacme tamamlandı ve 37°C sıcaklıkta 
1800 g’de 10 dk. süresince santrifüjlendi. 
Santrifüjden alınan tüpteki süpernatant 
döküldü ve dipteki pelletin üzeri komplete 
medyum ile tamamlandı ve 1:3 oranında 
pasaj yapıldı. Pasajlama sonrası flasklardaki 
hücrelerin medyumları gün aşırı değiştirildi. 
Hücreler %70-80 konfluent olduklarında 
tripsinizasyon yapılarak pasajlandı. 
Pasajlama sırasında diferensiyasyon 
deneyleri için gereken miktar dışındaki 
hücreler 1 ml hacminde viallerde -80°C derin 
dondurucuda saklandı. 
 
3T3-L1 preadiposit diferensiyasyon protokolü 

Hücre sayımının ardından 24 
kuyucuklu pleytlerin her bir kuyucuğuna 
20.000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. 
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 



Bakteriyel lipopolisakkaridin etkisi 

Mersin Univ Saglık Bilim Derg 2019;12(2)  261 

tamamlandı. Medyum değişimi günaşırı 
yapıldı. Flasklardaki hücrelerin yoğunluğu 
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 0-2. günü adiposit 
diferensiyasyonunun indüklenmesi için 
kuyucuklardaki hücrelere 0.25 µM 
deksametazon, 0.5 mM IBMX ve 1μM insülin 
içeren %10 FBS/DMEM uygulandı. 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. 
 
Oil Red-O çalışma solüsyonunun hazırlanması 

0.7 gr Oil Red-O 200 ml izopropanol 
içerisinde çözüldü. 1 gece +4°C sıcaklıkta 
bekletildi. Ertesi gün 0.22 µm membran 
filtresinden geçirildi ve +4°C’de bekletildi. 
Oil Red-O stok solüsyonu kullanılacağı 
zaman 6 birim stok solüsyon 4 birim dH2O ile 
karıştırılarak 20 dakika oda sıcaklığında 
bekletilip 0.22 µm membran filtresinden 
geçirilerek kullanıldı. 
 
Oil Red-O boyama ile adiposit 
diferensiyasyonunun değerlendirilmesi 

Adiposit diferensiyasyon 
protokolünün 8. gününde deney 
sonlandırıldı. Kuyucuklardaki medyum 
boşaltılıp %10’luk formalin eklenerek beş 
dakika bekletildi. Ardından kuyucuklardaki 
formalin taze formalin ile değiştirildi. 
Hücreler oda sıcaklığında formalin içerisinde 
bir saat inkübe edildi. Kuyucuklardaki 
formalin boşaltılıp kuyucuklar %60’lık 
izopropanol ile yıkandı. Yıkamadan sonra 
kuyucuklar dikkatlice boşaltılarak pleytler 
iyice kurutuldu. Her kuyucuğa 200 µl Oil 
Red-O çalışma solüsyonu konuldu ve 10 
dakika inkübe edildi. Ardından Oil Red-O 
solüsyonu hızlıca boşaltılarak kuyucuklar 
dört kez dH2O ile yıkandı. Bu aşamada 

pleytler inverted mikroskopta görüntülendi. 
Ardından kuyucuklar boşaltılarak iyice 
kurutuldu. Boyanmış hücrelerden Oil Red-O 
solüsyonunu açığa çıkarmak için 
kuyucuklara %100 izopropanol konuldu. 
Pleytler 10 dakika süresince döner 
çalkalayıcıda 1000 rpm hızda, oda 
sıcaklığında ve karanlıkta inkübe edildi. 
İnkübasyon bitiminde birkaç kez pipetaj 
yapılarak her kuyucuktan 200 µl 96’lık eliza 
pleytlerine aktarıldı. ELISA okuyucu cihazda 
490 nm optik adsorbansta ölçüm yapıldı.  
 
Western Blot yöntemi 

3T3-L1 hücrelerinin bulunduğu 25 
cm2’lik flasklar bir kez dikkatlice PBS ile 
yıkanarak flasklara RIPA lizis tamponu 
(25mM Tris•HCl pH 7,6, 150mM NaCl, 1% 
NP-40, 1% sodyum deoksikolat, %0.1 SDS) 
eklenerek +4°C’de beş dakika inkübe edildi. 
İnkübasyon bitiminde kazıma yapılarak elde 
edilen homojenatlar 1 ml’lik viallerde 200 
g’de +4 °C’de 10 dakika santrifüjlendi. 
Ardından süpernatant alındı. Her tüpteki 
süpernatanttan 10 µl alınarak Bradford 
yöntemi ile protein tayini yapıldı. Her 
kuyucukta 150 µl protein olacak şekilde 
poliakrilamid jeldeki kuyucuklara 
yüklenerek elektroforez yapıldı Ardından 
gece boyunca +4°C sıcaklıkta blotlama 
yapılarak poliakrilamid jeldeki bantların 
PVDF membrana transferi gerçekleştirildi. 
Membranlar %2’lik Tween-20 ve yağsız süt 
tozu içeren Tris solüsyonu (TBS-T) ile 
dairesel çalkalayıcıda düşük hızda 
çalkalanarak bir saat bloklandı. ROCK-2 
primer antikoru (1:500) ile +4°C sıcaklıkta 
dairesel çalkalayıcıda düşük hızda iki saat 
inkübe edildi. Ardından membranlar TBS-T 
solüsyonu ile üç defa 10’ar dakika yıkanarak 
bağlanmamış primer antikor uzaklaştırıldı. 
Membranlar HRP (horseradish peroxidase) 
bağlı sekonder antikor (1:2.000) ile bir saat 
inkübe edildi. Ardından membranlar 3 kez 
10’ar dakika TBS-T solüsyonu ile yıkandı ve 
karanlık odada ECL (enhanced 
chemiluminescence) Plus Kit görüntüleme 
solüsyonu ile 10 dakika inkübe edildi. 
İnkübasyon bitiminde görüntüleme 
solüsyonu alınarak membranlar karanlık 
odada medikal röntgen filme basılarak 
görüntülendi.  
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Nitrit ölçümü: 
Griess metodu ile 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. 50µl 1x reajan dilüenti sıfır standart 
olarak yan yana iki kuyucuğa eklendi ve 
sırayla kuyucuklara 50 µl örnek eklendi. 
Blank kuyucukları dışındaki tüm 
kuyucuklara 50 µl Griess reajanı I eklendi. 
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. 
İstatistiksel analiz 

Diferensiyasyon 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 değerlendirme için ANOVA’yı 
takiben Dunnet veya Bonferroni post-hoc 
testi kullanıldı. p<0.05 olan değerler anlamlı 
kabul edildi. 
 
Bulgular 
1. LPS, L-NAME ve bunların kombinasyonunun 
diferensiyasyon üzerine etkisi  
1.1. 0-2. Gün: Diferensiyasyon sürecinin 0-2. 
gününde hücre kültür ortamına eklenen LPS 
(10, 100 ng/ml, n=4) ve L-NAME (2x10-4 ve 
5x10-4 M) diferensiyasyonu etkilemedi. 
Bunların birlikte uygulanması da 
diferensiyasyona etki yapmadı (Şekil 1.). 

 

 

Şekil 1. 0-2. gün L-NAME varlığında ya da yokluğunda LPS uygulamasının diferensiyasyon üzerine 
etkisi (n=4) 

 

1.2. 0-4. Gün: Diferensiyasyon protokolünün 
0-4. gününde hücre kültür ortamına eklenen 
LPS (10, 100 ng/ml, n=4) adiposit 
diferensiyasyonunu anlamlı olarak azalttı. L-
NAME (2x10-4 ve 5x10-4 M) ön uygulaması bu 
etkiyi değiştirmedi. L-NAME’nin tek başına 
uygulanması da LPS gibi diferensiyasyonu 
anlamlı olarak süprese etti (Şekil 2.). 

1.3. 4-8. Gün: Diferensiyasyon sürecinin 4-8. 
gününde hücre kültür ortamına eklenen LPS 
(10, 100 ng/ml, n=4) preadiposit 
diferensiyasyonunu anlamlı olarak azalttı, L-
NAME (2x10-4 ve 5x10-4 M) ön uygulaması bu 
etkiyi değiştirmedi. Tek başına L-NAME 
(2x10-4 ve 5x10-4 M) LPS gibi 
diferensiyasyonu anlamlı olarak süprese etti 
(Şekil 3.).  
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Şekil 2. 0-4. gün L-NAME varlığında ya da yokluğunda LPS uygulamasının diferensiyasyon 
üzerine etkisi (*: p<0.05). 

 

 

Şekil 3. 4-8. gün L-NAME varlığında ya da yokluğunda LPS uygulamasının diferensiyasyon 
üzerine etkisi (*: p<0.05). 

 

1.4. 0-8. Gün: Diferensiyasyon sürecinin 0-8. 
günü boyunca hücre kültür ortamına eklenen 
LPS (10, 100 ng/ml, n=4), preadiposit 
diferensiyasyonunu anlamlı olarak azalttı, L-

NAME ön uygulaması bu etkiyi değiştirmedi. 
Tek başına L-NAME (2x10-4 ve 5x10-4 M), LPS 
gibi diferensiyasyonu anlamlı olarak süprese 
etti (Şekil 4.). 

 

 

Şekil 4. 0-8. gün L-NAME varlığında ya da yokluğunda LPS uygulamasının diferensiyasyon 
üzerine etkisi (*: p<0.05) 
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2. LPS ve L-NAME’nin 3T3-L1 hücrelerinin 
kültür ortamındaki nitrit düzeyleri üzerine 
etkisi 

Bakteriyel endotoksin olan LPS’nin 
post-konfluent 3T3-L1 hücrelerine 10 ve 100 
ng/ml konsantrasyonda belirli zaman 
aralıklarında (0-2, 0-4 ya da 0-8 gün 
boyunca) uygulanması kültür ortamında 
nitrit düzeylerinde belirgin bir değişiklik 
yapmadı. Ayrıca L-NAME (2x10-4 ve 5x10-4 

M) ön uygulaması da ortamdaki nitrit 
düzeyini etkilemedi (Şekil 5). 
 
3. LPS’nin 3T3-L1 hücrelerinde iNOS enzim 
ekspresyonu üzerine etkisi 

8 gün boyunca uygulanan LPS (10, 
100 ng/ml) 3T3-L1 hücrelerinde iNOS 
ekspresyonlarını anlamlı olarak artırdı. Bu 
artış konsantrasyon-bağımlı değildi (Şekil6). 

 
A. 

  
 
B. 

 

C. 

 

Şekil 5. L-NAME ve LPS’nin belirli zaman aralıklarında (A. 0-2 gün boyunca, B. 0-4 gün boyunca, 
C. 0-8 gün boyunca) birlikte ya da ayrı ayrı uygulanmasının 3T3-L1 hücrelerinin kültür 
ortamındaki nitrit/nitrat düzeyleri üzerine etkisi. 
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Şekil 6. LPS’nin 3T3-L1 hücrelerinde iNOS enzim ekspresyonu üzerine etkisi (**: P<0.01). 

 

4. LPS ve L-NAME’nin ROCK-2 enzim 
ekspresyonu üzerine etkisi  

LPS (10, 100 ng/ml), 3T3-L1 
hücrelerinde ROCK-2 enzim up-
regülasyonuna neden oldu (Şekil 7.A). Non-
spesifik 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 7.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 ekspresyonunu anlamlı 
olarak artırdı (Şekil 7.B). 
 
Tartışma 

Bu çalışma obezite gelişiminde temel 
mekanizmalardan birisi olan stromal 
vasküler fraksiyondaki preadipositlerden 
yeni yağ hücreleri oluşumunu sağlayan 
preadiposit diferensiyasyonu üzerine çeşitli 
çalışmalarda obez bireylerde yüksek 
düzeylerde bulunduğu gösterilmiş olan 
LPS’nin etkisini göstermek ve oluşan etkinin 
LPS tarafından indüklendiği bilinen iNOS ile 
ilişkisini ortaya koymak amacı ile yapıldı. 
Bunun yanı sıra adiposit diferensiyasyonu 
sırasında LPS ile Rho/ROCK yolağı 
arasındaki ilişki de değerlendirildi.  

Çalışmamızda farklı zaman 
aralıklarında 3T3-L1 hücre kültür ortamına 
uygulanan LPS’nin 0-2. gün dışında tüm 
zaman aralıklarında preadiposit 
diferensiyasyonunu anlamlı bir şekilde 
baskıladığını gösterdik. LPS tarafından 
diferensiyasyonda oluşturulan baskılanma 
non spesifik NOS inhibitörü L-NAME 
tarafından geri döndürülemedi. L-NAME tek 
başına uygulandığında LPS’ye benzer bir 
biçimde diferensiyasyonda anlamlı bir 
azalmaya yol açtı. Bu iki bulgu bir arada 
değerlendirildiğinde aydınlatılmaya muhtaç 
görünmektedir. Çeşitli çalışmalarda iNOS 
indüksiyonu yaptığı gösterilmiş inflamatuar 
bir etken olan LPS’nin etkisinin iNOS 
inhibisyonu yapan L-NAME tarafından 
değiştirilememesi akla LPS’nin 
diferensiyasyon üzerine etkisini iNOS 
indüksiyonu dışında bir yolla yapıyor 
olabileceğini getirmektedir. Bunun yanısıra 
L-NAME’in tek başına uygulandığında LPS’ye 
benzer bir tarzda diferensiyasyonu süprese 
etmesi durumu daha ilginç bir hale 
getirmektedir. Bu bulgu 3T3-L1 hücrelerinde 
bazal bir NOS aktivitesi olduğunu gösteriyor 
olabilir. Nitekim çeşitli çalışmalarda yağ 
dokuda eNOS ve iNOS izoformlarının 
eksprese edildiği gösterilmiş35,36 ve buna ek 
olarak 3T3-L1 preadipositlerinde 
diferensiyasyon süreci sırasında eNOS 
ekspresyonu ortaya konulmuştur.37 Buna 
göre non spesifik NOS inhibitörü L-NAME, 
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3T3-L1 hücrelerindeki bazal eNOS 
aktivitesini inhibe ederek etki gösteriyor 
olabilir. Ancak, bu durum daha çok 
araştırmaya gerek duyuyor gibi 
görünmektedir. 

Western blot deneylerinde 
bakteriyel bir endotoksin olan LPS’nin 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 ekspresyonundaki artışın total 
nitrit/nitrat düzeylerinde artışa neden 
olacağı düşünülebilir. Ancak, literatür 
değerlendirildiğinde durumun biraz daha 
karmaşık olabileceği görülecektir. Yakın 
zamanda inflamatuar bir durum olan 
periodontitli hastalarda nitrit/nitrat 
düzeylerinin belirgin bir şekilde azaldığı 
gösterilmiştir.38 Ayrıca multipl apikal 
periodontitli ratlarda NO ekspresyonu 
belirgin şekilde artmasına karşın serum NO 
düzeylerinin azaldığı gösterilmiştir.39 LPS 
tarafından yapılan iNOS indüksiyonunun 

mekanizması önce LPS’nin TNF-α, IL-1, IL-6, 
interferon γ gibi inflamatuar mediyatörlerin 
salınımını indüklemesi ve bu mediyatörlerin 
de kombine bir etki ile iNOS indüksiyonu 
yapması gibi görünmektedir.40. 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.17 Bu bulgu, çalışmamızda 
gösterdiğimiz veriler ile uyumludur. Bunun 
yanı sıra, diğer çalışmalar olgun adipositler 
üzerinde yapılmıştır ancak 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. 

 

A. 

 

B. 

 

Şekil 7. 2x10-4M L-NAME varlığında ya da yokluğunda LPS’nin (10 ng/ml) (Şekil 7.A) ve100 
ng/ml) (Şekil 7.B) 3T3-L1 hücrelerinde ROCK-2 enzim ekspresyonu üzerine etkisi (*: p<0.05, **: 
p<0.01). 
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Western blot bulguları çalışmamızda 
iNOS indüksiyonu yaparak etki elde etmeyi 
umduğumuz LPS’nin iNOS indüksiyonunun 
yanı sıra birçok inflamatuar olaya karıştığı 
gösterilmiş olan ROCK-2’nin29 
ekspresyonunu arttırdığını gösterdi. LPS’nin 
ROCK-2 ekspresyonunu arttırması 
diferensiyasyonu baskılayıcı bir etki 
göstermesi ile birlikte düşünülünce LPS, 
bizim başlangıçta beklediğimizden farklı 
olarak hem iNOS indüksiyonu yapmakta hem 
de Rho/Rho-kinaz yolağını aktive etmekte ve 
ortaya çıkan etkide Rho/Rho-kinaz yolağının 
aktivasyonu daha baskın bir rol oynuyor gibi 
görünmektedir. Çalışmamızda elde ettiğimiz 
bu bulgunun yanı sıra, L-NAME ön-
uygulaması, LPS uygulaması ile oluşan 
ROCK-2 ekspresyonundaki artış üzerine 
anlamlı bir etki göstermedi. Bu durum LPS 
tarafından oluşturulan ROCK-2 up-
regülasyonunun NO yolağı dışında başka 
mekanizmalarla olabileceğini ima 
etmektedir. 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. 

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. Birçok inflamatuar süreçte ve hücre 
diferensiyasyonunun düzenlenmesinde rol 
oynadığı gösterilen41 TGF-β’nın, fare 
embriyonik fibroblast ve Swiss 3T3 
fibroblast hücre kültürlerinde Rho-kinaz 
aktivasyonuna yol açtığı ortaya 
konulmuştur.42 Bu, çalışmamızda LPS 
tarafından oluşturulan ROCK-2 
ekspresyonundaki artışı açıklayabilir. Çünkü 
LPS uygulamasının PC3 insan prostat epitel 
hücre kültüründe TGF-β ekspresyon ve 
salınımını arttırdığı gösterilmiştir.43 Bunun 
yanı sıra yağ dokuda yaygın olarak eksprese 
edilen ve diferensiyasyon sırasında 
adipositlerde ekspresyonunun arttığı 
gösterilen TLR-4’ün (Toll like receptor-4)44 
LPS’nin bu etkisine katkıda bulunması 
olasıdır. Günümüzde LPS reseptörü olarak 
kabul edilen TLR-4’ün45 obez bireylerde yağ 
dokudaki adipositlerde ve stromal vasküler 
fraksiyondaki monositlerde 

ekspresyonunun arttığı gösterilmiştir.46 
TLR-4’ün LPS tarafından aktive edildiği ve 
TGF-β’yı aktive ettiği ve böylece obezitede 
gözlenen sistemik düşük düzeydeki 
inflamasyona neden olduğu ortaya 
konulmuştur. Böylece LPS’nin hem TLR-4 
hem de TGF-β aktivasyonu aracılığı ile ROCK-
2 aktivasyonuna yol açabileceği akla 
gelmektedir. Bunun yanı sıra Rho/Rho-kinaz 
sinyal yolağının obezitede gözlenen sistemik 
düşük düzeydeki inflamasyonda stromal 
vasküler fraksiyondaki fibroblastların olgun 
adipositlere diferensiyasyonunu engellediği 
düşünülebilir. 

Sonuç olarak, bakteriyel bir 
endotoksin olan LPS, 3T3-L1 hücrelerinde 
diferensiyasyonu baskılamaktadır. Bu etkiye 
NO değil ancak onun dışındaki bir 
inflamatuar mediyatör(ler) aracılık edebilir. 
Ayrıca LPS, Rho/ROCK bağımlı bir 
mekanizma ile preadiposit 
diferensiyasyonunu süprese edebilir. 
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