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Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Özlem OSMANAĞAOĞLU 

Çalışmanın amacı, 3 farklı kaynaktan (anne sütü, yeni doğan bebek feçesi, turşu suyu) 

izole edilen laktik asit bakterilerisinin (LAB) adiposit farklılaşması için karakterize 

edilen öncül adiposit 3T3-L1 (ATCC CL-173) hücre hattı üzerindeki adipogenezi 

düzenleyici etkisinin belirlenmesidir. Çalışmada kullanılan suşların öncül adipositlerde 

adipogenezi düzenleyici etkisi; adiposit hücre farklılaşması boyunca, lipid depolanması 

ve bu yolda önemli bazı genlerin ifade seviyelerinin araştırılması neticesinde 

değerlendirilmiştir. Hücre canlılık sonuçları olgun adipositlerde; kontrol ile P. 

pentosaceus OZF, L. plantarum OZF, L.plantarum OZT uygulanan hücreler arasında 

önemli bir fark olmadığını göstermiştir. Adiposit farklılaşması boyunca, 13 gün içinde 

P. pentosaceus OZF, L. plantarum OZF, L.plantarum OZT varlığında hücre canlılık 

oranları sırasıyla % 91.15, % 88.30 ve % 85.05’in üzerinde olduğu belirlenmiştir. 

LAB’nin lipid akümülasyon üzerine inhibitör etkisi Oil Red O boyama ile ölçülmüştür. 

Sitoplazmik yağ damlacıkları üzerinde inhibitör etki P. pentosaceus OZF’de, L. 

plantarum OZF ve L. plantarum OZT suşlarından daha etkili olduğu belirlenmiştir. 

Adiposit farklılaşmasının, hücre içi doza bağlı inhibisyonu moleküler seviyede rt-PCR 

ile değerlendirilmiştir. Adipogenezde önemli rol oynayan bazı genlerin (transkripsiyon 

faktörleri PPARγ, C/EBP-α genleri, terminal adipojenik işaretleyici GPDH ve sitokin 

TNF-α geni) mRNA ekspresyon seviyeleri kontrolle karşılaştırıldığında, P. pentosaceus 

OZF uygulanan hücrelerde, L. plantarum OZF ve L. plantarum OZT’ye kıyasla anlamlı 

derecede azalma göstermiştir (p<0.05). Sitokin geni adiponektinin,  P. Pentosaceus 

OZF ile muamele edilen hücrelerde diğer suşlara oranla daha fazla eksprese edildiği 

gözlenmiştir (p<0.05). Tüm sonuçlar birlikte ele alındığında, verilerimiz toksik olmayan 

konsantrasyonlarda P. pentosaceus OZF'nin öncül adipositlerin farklılaşmasını diğer 

suşlara oranla daha fazla inhibe ederek potansiyel anti-obezite etkileri 

sergileyebileceğini göstermektedir. 

Ocak 2019, 48 sayfa  

Anahtar Kelimeler: Adipogenez, probiyotik, obezite, 3T3-L1 
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ABSTRACT 

Master Thesis 

ANTI-OBESITY EFFECTS of CERTAIN STRAINS of LACTIC ACID BACTERIA 

Gamze Eda YILDIRIM 

Ankara University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem OSMANAGAOGLU 

The aim of this study was to determine the adipogenesis regulating effect of lactic acid 

bacteria (LAB) isolated from three different sources (breast milk, newborn baby feces, 

pickle juice) on the preadipocyte 3T3-L1 (ATCC CL-173) cell line specifically 

characterized for adipocyte differentiation. The adipogenesis regulating effect of the 

strains in the preadipocytes was evaluated as a result of the lipid storage during 

adipocyte cell differentiation and the investigation of the expression levels of some 

important genes in this pathway. Results of cell viability have shown that there is no 

significant difference in mature adipocytes between control and the cells treated with P. 

pentosaceus OZF, L. plantarum OZF, L.plantarum OZT. During adipocyte 

differentiation, cell viability in the presence of P. pentosaceus OZF, L. plantarum OZF 

and L.plantarum OZT was found to be above 91.15%, 88.30% and 85.05% respectively 

in 13 days. The inhibitory effect of LAB on lipid accumulation was measured by Oil 

Red O staining. The inhibitory effect of P. pentosaceus OZF on cytoplasmic oil droplets 

was found to be more effective as compared to L. plantarum OZF and L. plantarum 

OZT strains. Intracellular dose-dependent inhibition of adipocyte differentiation was 

assessed at the molecular level by rt-PCR. When the mRNA expression levels of some 

genes that play an important role in adipogenesis (transcription factors PPARγ and 

C/EBP-α genes, terminal adipogenic marker GPDH gene and cytokine TNF-α gene) 

were compared with control, cells treated with P. pentosaceus OZF showed a significant 

decrease as compared to L. plantarum OZF and L. plantarum OZT treated cells 

(p<0.05). Adiponectin, a cytokine gene, was shown to be more expressed in P. 

Pentosaceus OZF treated cells than the other strains (p<0.05). Taken together, our 

results suggest that, at non-toxic concentrations, P. pentosaceus OZF may exhibit 

potential anti-obesity effects more than other strains by inhibiting the differentiation of 

preadipocytes. 

 

January 2019, 48 pages 

Key Words: Adipogenesis, probiotic, obesity, 3T3-L1 
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1. GİRİŞ 

Laktik asit bakterileri insan vücudunda vajina, ağız, mide ve gastrointestinal sistemde 

yer alan, patojen olmayan güvenilir bakterilerdir. Özellikle fermente gıdaların tüketimi 

neticesinde yüzyıllardır insana yararlı etkilerinin olduğuna inanılan bu bakteriler, son 

yıllarda hastalıklardan korunma ve tedavi edici özellikleriyle probiyotik olarak tercih 

edilmektedirler. Doğal beslenmeden uzak, yüksek yağ ve şeker oranına sahip sağlıksız 

beslenmenin neticesinde, mikrofloranın bozulması ve adipositlerin aşırı artışı ile 

sonuçlanan obezite ve diğer metabolik hastalıklar (Tip 2 diyabet, kardiyovasküler 

hastalıklar vb. gibi) tüm dünyada hızlı bir artış sergilemektedir. Son yıllarda yapılan 

çalışmalar ise özellikle probiyotiklerin önemini vurgulamakta olup, konu üzerinde 

yapılan çalışmalar önem kazanmaktadır. Aşırı lipid artışı ile karakterize edilen obeziteyi 

önlemeye etken temel yaklaşımlardan biri, laktik asit bakterilerinin hücre farklılaşma 

basamaklarında lipid depolanmasını düzenleyici etkisinden faydalanılmasıdır. 

Obezitenin temel etmeni olarak dikkat çeken adipositlerin hacim ve sayı olarak artışı; 

adiposit farklılaşması olarak tanımlanmaktadır. Adipogenez ise öncül adipositlerin 

olgun adipositere dönüşümünü içeren çok yönlü bir süreçtir ve öncül adipositlerin 

çoğalması, farklılaşması, hücre içi lipid depolaması ve ilgili genlerin ifadesindeki 

değişim sürecini oluşturmaktadır. Çalışmamızda adiposit farklılaşmasını karakterize 

etmek için en sık kullanılan, fareden izole, embriyonik fibroblast hücre hattı olan 3T3-

L1 öncül adipositler kullanılmıştır. Öncül adipositlerden (3T3-L1) olgun adipositlere 

farklılaşma basamaklarının belirlenmesi ve laktik asit bakterileri ile bu aşamanın 

kontrolü çalışmamız için kilit rol oynamaktadır. Gastrointestinal bölgede 

mikrobiyotanın dengede tutulmasına yardımcı etkileri bulunan probiyotikler, obezite 

için ilaç kullanımının yerini alabilecek doğal ve alternatif bir yaklaşım olarak 

değerlendirilmektedir. Probiyotiklerin dahil olduğu son çalışmalarda laktik asit 

baktrilerinin obeziteyi önleyici etkisi çok kez belirlenmiştir. 

Bu çalışmanın amacı; insan ve gıda kaynaklı üç farklı laktik asit bakterisinin 3T3-L1 

hücre hattında adipogenez üzerine etkisinin belirlenmesidir. Bu yaklaşımda belirlenen 
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laktik asit bakterilerinin etkili sonuç verebilmeleri için lipid depolanmasında 

düzenleyici etki oluşturabilmeleri beklenmektedir. 

Çalışma kapsamındaki temel hedeflerimiz: Kullanacağımız suşların; 

 Adiposit farklılaşması boyunca 3T3-L1 hücreleri üzerinde toksik etki 

göstermeyen konsantrasyonlarının belirlenmesi, 

 3T3-L1 hücrelerinin farklılaşmasını düzenlemesi, 

 lipid depolanmasını düzenlemesi ve 

 adipositlerin farklılaşma yolağında etkili bazı gen ifade seviyelerini 

düzenlemesidir. 

Sonuç olarak in vitro hücre hattı kullanılarak hem moleküler seviyede hem de genetik 

yaklaşımlar dahilinde amaca yönelik sonuçların elde edilmesi hedeflenmektedir.     
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1 Probiyotiklerin Tanımı 

Probiyotikler ‘yaşam için’ anlamına gelen, uygun miktarda tüketildiklerinde insan 

sağlığına yararlı etkileri olan mikroorganizmalar olarak tanımlanmaktadırlar. FAO 

(Food and Agriculture Organization; BM Gıda ve Tarım Teşkilatı) ve WHO (World 

Health Organization; Dünya Sağlık Örgütü) ise probiyotikleri "yeterli miktarda 

alındığında, konağa yararlı etkileri olan yaşayan mikroorganizmalar’’ olarak 

tanımlamaktadır (FAO/WHO 2002). 

2.1.1 Probiyotiklerin sahip olması gereken kriterler 

Geniş incelemeler sonrasında, özellikle laktik asit bakterileri gibi uzun yıllar fermente 

gıda ürünleri yapımında kullanılan probiyotiklerin, intestinal floraya düzenleyici etkide 

bulunduğu, konağa ve çevreye faydalı olduğu belirlenmiştir. Tüm probiyotik bakteri 

türlerinin ve suşlarının farklı özellik ve etkilere sahip olduklarının belirtilmesi 

gerekmektedir. Ancak her birinin iyi bir probiyotik olarak kabul edilebilmeleri için 

taşımaları gereken bazı kriterler vardır. Bunlar; (i) patojen gelişimini engelleyebilecek 

bakteriyosin, hidrojen peroksit ya da asit üretme, (ii)hücrelere (özellikle bağırsak epitel 

hücrelerine) tutunabilme ve kolonize olabilme, (iii) patojenik tutunmayı engelleme ya 

da azaltma, (iv) patojen, kanserojen veya invasif olmama, (v) normal doğal flora üyeleri 

ile koagre olabilme, (vi) güvenli olma gibi temel özelliklerdir (Indu vd. 2002). 

2.1.2 Probiyotiklerin sağlık üzerine etkileri  

Fermente gıdaların sağlığa yararları yüzyıllardır biliniyor olmasına rağmen, 

mikroorganizmaların ve sağlığa yararlı uygulamarının etkileri, bir yüzyıldan fazla süre 

önce bilimsel popülasyonla ilgili probiyotik kavramını ilk kez Nobel laureate Elie 

Metchnikoff tanıttı (Metchnikoff, 1908). Bu temel gözlemlerden beri, probiyotikler 

daha geniş bir alanda keşfedildi, araştırıldı, onaylandı ve dünya çapında tüketilmeye 
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başlandı. Probiyotiklerin aktiviteleri; mikrofloranın olumlu yönde düzenlenmesinin 

sürdürülmesi, fırsatçı patojenlerin kontrolü, bağışıklık sisteminin düzenlenmesi, epitel 

hücre çoğalmasının teşvik edilmesi ve farklılaşma, intestinal bariyer bütünlüğünün 

güçlendirilmesi şeklinde özetlenebilmektedir. Lactabacilli ve Bifidobacteria probiyotik 

olarak en yaygın çalışılan ve tüketilen cins olmuş olmasına rağmen, diğer bakteriyel 

cinslerin bazı tür/suşları da çeşitli raporlarda probiyotik olarak etiketlenmiştir (Fijan, 

2014). Bununla beraber, probiyotiklerin ve suşlarının sağlığa yararları etkilerinin 

spesifik özellikleri daima vurgulanmaktadır (Azaıs-Braesco vd. 2010). Sayısız hayvan 

ve insan deneyleri, risk önleme, çeşitli hastalıkların azaltılması ve yönetimi konusunda 

belirli probiyotik suşların sağlığa faydalarını ortaya koymaktadır.  

Probiyotiklerin yararlı olduklarına dair belirlenen teröpatik hedeflerden bazıları; 

bağırsak homeostasisi, ishal, bağırsak, hassas bağırsak hastalığı (Inflammatory bowel 

disease, (IBD)), kabızlık, laktoz intoleransı (laktoz intole nekrotizan enterokolit), 

hiperkolesterolemi, hipertansiyon, alkole bağlı olmayan karaciğer yağlanması 

(NAYKH), tip 2 diyabet ve viral ilişkili akciğer hasarı şeklinde özetlenmektedir.             

(Yadav vd. 2007, McFarland 2007, Doron vd. 2008, Chmielewska ve Szajewska 2010, 

Choi vd. 2011,  Johnston vd. 2011, Kumar vd. 2011, Wilhelm vd. 2011, Yadav Kumar 

vd. 2012, Hemsworth vd. 2012 Kumar vd. 2013, Lee vd. 2013, Mohania vd. 2013, 

Serban, 2013, Orlando ve Russo 2013, vd. 2013, Bernardo vd. 2013, Fitzpatrick  2013, 

Hemalatha vd. 2014, Zelaya vd. 2014). 

2.2 Obezite ve Risk Faktörleri 

Günümüzde gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerin en önemli sağlık sorunlarından biri 

haline gelen obezite, genetik ve çevresel faktörlerin sebep olduğu çok kaynaklı kronik 

bir hastalıktır. Dünya Sağlık Örgütüne göre obezite ve aşırı kilo, yağ depolanmasının 

aşırı artışıyla tanımlanmaktadır. 2014 yılında, dünya genç popülasyonunun yaklaşık % 

13’nün obez, % 39’nun ise aşırı kilolu birey olduğu tespit edilmiştir (WHO, 2015). 

Doğal beslenmeden uzak, yüksek oranda şeker ve yağ içeren besin tüketimiyle aşırı 

kalori alımı gerçekleşmekte ve günlük alınan enerji ile harcanan enerji arasındaki bu 

fark yağ hücrelerinde lipid depolanmasıyla sonuçlanmaktadır. Obezite sonucu meydana 
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gelen aşırı lipid depolama; kardiyovasküler hastalıklar, Tip 2 diyabet, kanser gibi 

metabolik hastalıkları da beraberinde getirmektedir.  

Obeziteyi ölçmeye yönelik farklı methodlar bulunmakta, Vücut kitle endeksi (Body 

Mass Index, BMI) ise en fazla tercih edilen method olarak tanımlanmaktadır. BMI; 

ağırlığın, metre kare cinsinden uzunluğa (kg/m
2
) bölünmesiyle elde edilmekte ve sonuç 

olarak indeks düşük kilolu, aşırı kilolu, obez veya aşırı obez olarak 

sınıflandırılabilmektedir (Şekil 2.1). 

Şekil 2.1 Vücut Kitle İndeksi Sınıflandırılması    

(http://www.scientificpsychic.com/fitness/diet.html.) 

2.2.1 Obezite ve adipogenez 

Obezitenin temel etmeni olarak dikkat çeken adipositlerin hacim ve sayı olarak artışı; 

adiposit farklılaşması olarak tanımlanmaktadır. Adipogenez ise öncül adipositlerin 

olgun adipositere dönüşümünü içeren çok yönlü bir süreçtir ve öncül adipositlerin 

çoğalması, farklılaşması, hücre içi lipid depolaması ve ilgili genlerin ifadesindeki 

değişim sürecini oluşturmaktadır.  

Adipogenez oldukça karmaşık ve koordineli gen ifade programına sahiptir. Bu süreçte 

Peroxisome proliferator-activated receptor-γ (PPARγ) ve CCAAT/enhancer binding 

http://www.scientificpsychic.com/fitness/diet.html
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proteins-α (C/EBP-α) genleri erken düzenliyici olarak kilit rol oynamaktadır (Moseti vd. 

2016).  

C/EBP ailesi, adiposit farklılaşmasında önemli bir rol oynadığı doğrulanan ilk 

transkripsiyon faktörleri arasındadır. C/EBP'nin izoformları, lipid ve kolesterol ile 

ilişkili bileşikleri metabolize etmekte ve karaciğer gibi dokularda eksprese edilmektedir 

(Christy vd. 1989). C/EBP-α, adiposit spesifik olmamasına rağmen, çoğu adiposit 

spesifik genlerin transkripsiyonunun başlamasından önce ifade edilmekte ve bazı 

durumlarda farklılaşmayı indükleyebilmektedir. C/EBP-α, C / EBP-β ve C/EBP-δ 

izoformlardır; Her birinin adiposit farklılaşması sırasında, belirgin sıralı ve birbirleriyle 

koordineli ifadesi vardır. C/EBP-α, farklılaşmada öncül adipositlerde β ve δ’ya nispeten 

daha geç eksprese edilmekte ve farklılaşma boyunca seviyesi artmaktadır (Cao vd. 

1991). 

PPAR'lar, retinoid X reseptörü (RXR) ile heterodimerleri oluşturur ve bu bağlanma 

yoluyla transkripsiyonu düzenlemektedir. PPARγ, büyümeyi teşvik etmek ve 

adipogenezi başlatabilmenin yanı sıra adiposit farklılaşmasını regüle edebilecek kritik 

bir role sahip en önemli adiposit spesifik genlerdendir. PPARγ, öncül adipositlerden 

olgun adipositlere farklılaşma süresince adipositleri indükleyip bu sürecin temelini 

oluşturmaktadır. Etkinliği olmaması halinde farklılaşma gerçekleştirilemez (Gregoire 

vd. 1998). 

PPARγ ekspresyon ifadesi doğrudan C/EBP-β ve δ‘nin birlikte eksprese edilmesiyle 

indüklenir. Adiposit farklılaşması boyunca C/EBP-α ve PPARγ seviyeleri yoğun olarak 

artmaktadır. Bu, belirli bir seviyenin üzerindeki C/EBP-β artışının PPARγ 

ekspresyonunu indüklediğini düşündürmektedir. PPARγ'nın C/EBP-α ile ligand 

aktivasyonu tam olarak adiposit farklılaşmasına yol açmaktadır (Cao vd. 1991).  

Adipogenez aşamalarına genel bakış şekil 2.2'de gösterilmektedir. 
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Şekil 2.2 Adipogenezde aşamalar (Gregoire vd. 1998) 

2.2.2 Obezite ve inflamasyon 

Adiposit hücreleri, besin alımını, insülin duyarlılığını ve enerji metabolizmasını 

doğrudan düzenleyen “adipositokinler” veya “adipokinler” olarak adlandırılan çeşitli 

biyoaktif maddeleri salan, endokrin hücreler olarak aktif bir role sahiptir (Kuroyanagi 

vd. 2008). Son zamanlarda araştırmalar, kronik düşük dereceli sistemik inflamasyon 

olarak obezitenin insülin direncini ve inflamatuar biyobelirteçlerin üretimini teşvik 

ettiği kavramına odaklanmıştır (Kim vd. 2012). 

Adipositler, leptin, adiponektin, tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-α), resistin, interlökin-

6 (IL-6), plazminojen aktivatör inhibitörü-1 (PAI-1), makrofaj kemoatraktan protein-1 

(MCP-1)  dahil olmak üzere adipokin ve biyoaktif peptidler salgılamaktadır (Kim vd. 

2012). 
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2.2.3 Adipokinler 

Adiponektin; sadece adipositlerden salınmakta (Rocha vd. 2011), yağ asidi 

oksidasyonunu arttırırken glikoz üretimini azaltmaktadır. Aynı zamanda anti-

inflamatuar rol oynamaktadır (Shah vd. 2008). 

Birçok çalışma, obez olmayan kişilerde obez bireylere göre daha yüksek adiponektin 

konsantrasyonunu gösteren plazma adiponektin seviyesini belirlemekte ve bu 

konsantrasyonla obez bireylerin negatif korelasyonunu ortaya koymaktadır (Arita vd. 

1999). Arita ve diğ. erkek ve kadınlarda adiponektin ve BMI'nın plazma konsantrasyonu 

arasında negatif bir korelasyon buldular. Plazma adiponektini düşük konsantrasyonlarda 

olan bireylerde insülin duyarlılığı azalmış ve Tip II diyabet gelişmiştir (Lindsay vd. 

2002). Düşük BMI sahip; diyabetik ve diyabetik olmayan deneklerde plazma 

adiponektin seviyesinin artmış olduğu gözlemlenmiştir (Hotta vd. 2000). 

TNF-α, adipoz dokuda ekspresyonu artış gösteren, obez ve insulin dirençli bireylerin 

dolaşımında yüksek oranda bulunan bir sitokindir (Hotamisligil vd. 1995). TNF-α'nın 

tüm vücut lipit ve glikoz metabolizması üzerinde önemli bir etkisi vardır (Hotamisligil 

vd. 1996). TNF-α doğrudan proinflamatuar hücre-altı yolların aktivasyonunda rol 

oynamakta ve reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimini indüklemektedir (Schenk vd. 

2008). 

2.2.4 Probiyotiklerin obezite üzerine etkileri 

Dünya sağlık örgütüne göre obezite her yıl 2,8 milyon insanın ölümüne yol açmaktadır. 

2014 yılında, 1,9 milyardan fazla yetişkinin aşırı kilolu, 600 milyon bireyin ise obez 

olduğu bildirilmiştir. Dünya popülasyonunun çoğu ülkelerinde aşırı kiloluların ölüm 

oranları, zayıflara oranla daha fazladır. 1980 yılından itibaren katlanarak artan 

obeziteden daha önceki yıllarda yüksek gelirli ülkelerin daha fazla etkilendiği düşünülse 

de yakın zamanda düşük ve orta düzeyli ülkelere de sıçramıştır (WHO 2015). 
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Probiyotiklerin fonksiyonel etkilerinin, obezite ve bağırsak mikrobiyotası üzerindeki 

değişimlerin değerlendirilmesi kritik bir konu haline gelmiştir. Farklı LAB suşlarının 

işlevsel etkileri farklılık gösterip, doz ve hastalık durumları da buna ek olarak bağırsak 

mikrobiyotası ve obezite üzerine etkisini değiştirmektedir. Çevresel faktörler, diyet ve 

yaş; bağırsak mikrobiyotasında önemli bir etkiye sahiptir. ‘’Obez bağırsak 

mikrobiyotası’’ profilinde obez insanlara uygulanan laktik asit bakterilerinin etki 

mekanizması aşağıdaki gibi özetlenebilmektedir: 

 Mikrobiyata içeriğini değişmekte; Bifidobacteria, Lactobacillus, Bacteriodetes, 

Proteobacteria, Peptococcaccae miktarını artırırken Firmucutes, Clostridium, 

Actinobacteria, Rikenellaccae miktarını azaltmaktadır. 

 Monosakkaritlerin emilimini teşvik etmekte ve enerji emilimini artırmaktadır. 

 Olgun adipositlerde kısa zincirli yağ asidi (Short Chain Fatty Acid; SCFA) 

miktarındaki artış, mikrobiyotadaki enerji dengesini sağlamakta yağ asitleri 

oksidasyonu ile lipid depolanmış farklılaşmış yağ hücresinde obeziteyi 

engelleyici etki göstermektedir. 

 Bağırsak geçirgenliğini düzenlemektedir. 

 Lipopolisakkarit salınımı azaltmakta, inflamatuar sitokinleri ( TNF-α, IL-6, IL-

1β ve MCP-1) baskılamakta, bu sayede düşük dereceli inflamasyonu azalmakta 

ve obeziteye karşı önleyici etki göstermektedir. 

Adipositlerde aşırı yağ artışı ile karakterize edilen obezite için lipid mekanizması 

oldukça kritik bir aşamadır. LAB’nin ürettiği antimikrobiyal bileşenlerden biri olarak 

tanımlanan SCFA, bu mekanizmada önemli aktivitelere sahiptir. Çoğunlukla 

karbonhidratları kaynak olarak kullanan laktik asit bakterileri, hidrolitik enzim aktivitesi 

sayesinde büyük molekülleri parçalayarak SCFA açığa çıkarmaktadırlar. Bundan dolayı 

SCFA, GI bölgede lipid metabolizması için büyük rol oynamaktadır. Bakterinin 

fermentasyon sonucu oluşturduğu SCFA asetat, propiyonat ve bütirat olmak üzere üç 

sınıfa ayrılmaktadır. Bütirik asit epitel hücrelerde enerji kaynağı için son derece idealdir 

ve bu yöndeki aktivitesi kolon kanseri riskini azaltmaktadır. Kolonik lümende artan 

SCFA bu bölgede uygun ph’ı korumaya yardımcıdır. Engelleyici mekanizmalarıyla da 

çeşitli zararlı ajanların metabolizmalarını önleyici aktiviteye sahiptirler (Candela vd. 
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2008). Ayrıca fazla artış gösteren kolesterolun sentezini düzenlemekte ya da plazmadaki 

yönünü karaciğere yönlendirerek kandaki lipid seviyesini düşürmeye yardımcı 

olmaktadır (De preter vd. 2006). İlave çalışmalar mikrobiyotada artan SCFA nin 

konağın enerji dengesini olumlu yönde etkilediğini rapor etmektedir (Samuel vd. 2008). 

Son yıllarda katlanarak artan obeziteye karşı gerçekleştirilen çalışmalar hız ve önem 

kazanmaktadır. Potansiyel probiyotik suşların obezite üzerindeki çalışmaları suşların 

lipid depolanması üzerindeki düzenleyici etkisi üzerine yoğunlaşmaktadır. Bu amaca 

yönelik gerçekleştrilen benzer literatür çalışmaları aşağıda özetlenmiştir: 

 Tsai vd. (2008, 2010), Lee vd. (2013),  L. paracasei subsp. paracasei NTU 101 

suşunun obez fareler üzerinde mikrobiyotadaki değişimleri, metabolizmaya 

etkileri ve obeziteyi düzenleyici etkisini araştırmışlar, konağın mikrobiyotasında 

Bifidobacteria ve Lactobacilli oranı artarken, C. perfringens oranında azalma 

tespit etmişler. Suşun adiposit farklılaşmasını engellediği, lipoliz aktivitesini 

artırdığı ve serbest asit depolanmasını azalttığı, TNF-α ve trigliserit miktarını 

düşürdüğünü belirtmişler. Obeziteye olan iyileştirici etkisini ise adipositlerin 

azaldığı, küçük adipositlerin arttığı, vücut ağırlığı ve vücut yağ ağırlığının 

azaldığı şeklinde rapor etmişlerdir. 

 Esposito vd. (2009), L. gasseri BNR17 suşunun fareler üzerinde metabolik 

aktivitesini araştırmışlar ve bağırsak mikrobiyotasını SCFA ile hormon 

basamağında GLP-1 (Glukagon benzeri peptit-1)’in salınımını gerçekleştirerek 

düzenlediğini, oksidasyonu ve inflamasyonu önleyici aktivite gösterdiğini ve 

gen ifadelerini azalttığını belirlemişler. Bu yolakla suşun konak üzerinde besin 

alınımını azalttığını ve glukoz toleransını düzenlediğini rapor etmişlerdir. 

 Omar vd. (2012), L. amylovorus ve L. fermentum suşlarının bağırsak 

mikrobiyotasını düzenleyerek vücut ağırlığına etkisini araştırmışlar ve aşırı 

kilolu bireyler üzerinde denenen bu suşların mikrobiyota ve enerji dengesini 

düzenleyerek vücut ağırlığı üzerinde azaltıcı etkide bulunduğunu rapor 

etmişlerdir.  
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 Park vd. (2012), 3T3-L1 hücreleri üzerinde L.plantarum LG42 suşunun hücre içi 

lipid depolarını önemli miktarda azalttığı ve adipogenez ile ilgili genlerin 

(PPARγ, C/EBP-α, GPDH, aP2) ifadelerinin düzenlendiğini rapor etmişlerdir. 

 Park vd. ( 2013), L. curvatus HY7601 ve L. plantarum KY1032 suşlarının obez 

fare üzerinde bağırsaktaki mikrobiyal değişimleri ve metabolizmaya olan 

etkisini araştırmışlar, vücut ağırlığı ve yağ depolamada azalma ile insulin, leptin 

ve toplam kolesterol miktarında ise azalma rapor etmişlerdir, ayrıca 

mikrobiyotanın olumlu yönde değiştiği vurgulanmıştır. 

 Park vd. (2014), L. brevis OPK-3 suşunun 3T3-L1 hücre hattı ile adipogenez 

üzerine etkisini araştırmışlardır. L. brevis OPK-3 adiposit farklılaşmasını 

engellediği, hücre içi trigliserit depolarının azaldığı, ilgili transkripsiyon 

faktörlerinin (PPARγ, C/EBP-α) ve sitokin geni olan TNF-α ifadelerinde önemli 

derecede azalma belirlemişlerdir. Adiponektinin  Mrna eksoresyon seviyesinde 

artış gözlemlemişlerdir. 

 Qiao vd. (2015), L. reuteri L3 ve L. reuteri L10 iki farklı şusun obez fareler 

üzerinde yağ depolarındaki etkisi araştırılmış ve L. reuteri L3 suşunun (L. 

reuteri L10 dahil değil), obez fareler üzerinde önemli miktarda vücut ağırlığını 

ve lipopolisakkaritleri azalttığını, enerji harcanımını ise artırdığını 

gözlemlemişlerdir. Aynı zamanda adipositlerde mRNA basamaklarının (PPARγ, 

FAS, Acc1) önemli derecede baskılandığını ve aynı probiyotik bakteri türünün 

farklı suşlarının obezite üzerinde farklı etkilere sahip olduğunu vurgulamışlardır. 

 Wu vd. (2015), L. plantarum K21 suşunun önceki çalışmalarda 3T3-L1 hücre 

hattı üzerinde adipogenezi engellediğini belirlemişler, aynı suşun in vivo çalışma 

koşullarında obez fare üzerindeki obeziteyi önleyici etkisini araştırmışlar, vücut 

ağırlığındaki artışı ve yağ depolanmasını önlediğini, PPARγ gen ifadesini 

engellediğini ayrıca bağırsak mikrobiyotasını düzenlediğini rapor etmişlerdir. 

 Chen vd. (2015), L. reuteri GMNL-263 suşunun in vitro koşullarda 3T3-L1 

öncül adipositlerinde farklılaşmaya etkisini araştırmışlar ve adiposit 

farklılaşması boyunca yağ damlacıklarının oluşmasını önlediğini rapor 

etmişlerdir. Aynı suşun in vivo koşullarda obeziteyi engelleyici etkisini 

araştırmışlar, kontrol grubuyla karşılaştırdığı obez fare grubunda vücut 
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aralığında ve toplam kolesterol, trigliserit basamaklarında önemli miktarda 

azalma rapor etmişlerdir. 

 Park vd. (2015), L. plantarum FH185 suşunun in vitro çalışma koşullarında 

adiposit farklılaşmasını engelleyici etkisini araştırmışlar ve lipid depolanmasını 

önlediğini belirlemişlerdir. In vivo gözlemlerde ise kontrol grubuyla 

karşılaştırılan yüksek diyet uygulanmış farelerde adipositlerin boyutu ve 

bağırsaktaki mikrobiyal değişimleri araştırmışlar, sakrifiye farelerin 

adipositlerinin boyutlarında azalma, mikrobiyotanın düzenlenmesine katkı 

sağladığını rapor etmişlerdir. 

2.3 3T3-L1 Hücre Hattı 

Adiposit biyolojisini değerlendirmek ve anlamak için birçok model beraberinde teknik 

kullanılmaktadır (Poulos vd. 2010). 3T3-L1, murin swiss 3T3 hücrelerinin klonal 

genişlemesinden köken alan ve sadece tek bir hücre tipi içeren bir adipoz hücre dizisi 

olarak tanımlanmakdır (Green ve Kehinde 1974). Bu hücre dizisi, fibroblasttan 

(embriyo) olgun adipositlere farklılaşma potansiyeli sayesinde, son 30 yıldır adipogenez 

ve adipositlerin biyokimyası üzerine 5000'den fazla yayınlanan makalede yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Zebisch vd. 2012). 3T3-L1 hücre hattı adiposit farklılaşması sırasında 

transkripsiyon faktörleri ve çeşitli yollar dahil olmak üzere önemli moleküler 

belirteçlerin belirlenmesine imkan sağladığı için araştırmalarda tercih edilmektedir 

(Poulos vd. 2010).  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1 Materyal 

3.1.1 Bakteri kültürleri ve hücre hattı 

Çalışmamızda 3 farklı kaynaktan izole edilen laktik asit bakteri kültürü kullanılmış olup 

kullanılan kültürler A.Ü.F.F. Biyoloji Böl. Mikrobiyal Genetik Lab. Kültür 

Kolleksiyonundan temin edilmiştir. Kültürlerin gelişme koşulları ve suşların kaynakları 

Çizelge 3.1’de gösterilmiştir. 

Hücre kültür çalışmamızda kullanılan 3T3-L1 hücre hattı Amerikan Tip Kültür 

Koleksiyonu’ndan (American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville, MD)) 

tedarik edilmiştir.  

3.1.2 Hücre kültürü ve bakteri kültür ortamı 

Laktik asit bakterilerinin gelişimi için kullanılan MRS besiyeri ile hücre kültüründe 

kullanılan besiyerlerinin bileşenleri ve hazırlanışları EK 1’de belirtilmiştir. 

3.1.3 Kimyasallar 

Çalışmada kullanılan kimyasallar ve üretici firmaları EK 2’de verilmiştir. 

3.1.4 Çözelti ve malzemelerin sterilizasyonu 

Çalışma süresince kullanılan tüm cam malzemelerin sterilizasyonu için pastor fırını 

(Nüve, Türkiye; (185 ºC, 3 saat)), solüsyon ve besi ortamlarının sterilizasyonu için ise 

otoklav (Nüve, Türkiye) kullanılmıştır (121 ºC, 15 dk). 



 

14 

 

Çizelge 3.1 Çalışmada kullanılan Laktik Asit Bakterileri, Gelişim Koşulları ve İzole   

Kaynak 

Mikroorganizma kültürleri    Gelişim Koşulları    İzole Kaynak 

Pediococcus pentosaceus OZF MRS 37⁰ C 18 saat Anne sütü 

Lactobacillus plantarum OZF MRS 37⁰ C 18 saat Bebek feçesi 

Lactobacillus plantarum OZT MRS 37⁰ C 18 saat Turşu suyu 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Bakteriyel hücre ekstraktlarının hazırlanması  

Laktik asit bakterileri, MRS (de Man, Rogosa and Sharpe; Merck, Darmstadt, Germany) 

besiyerinde 37 ºC’de 18 saat geliştirilmiştir. 

Hücre içi ekstrakt; 10000 g, 10 dk, 4 ºC’de santrifüj (Sigma, Germany) ile kültür üst 

sıvısı uzaklaştırılan hücreler steril distile su ile 3 kez yıkanmıştır (5000g, 8dk, 4 ºC). 

Yıkama sonrasında elde edilen hücreler, %100 amp, 59 sn, 1 dk arayla 5 kez sonike 

edilmiş (Sonics, A.B.D) ardından 5000 g, 8 dk, 4 ºC’de santrifüj edilerek elde edilen üst 

faz filtreden (0.45µm) geçirilmiştir. 1 gece -80 ºC’de (Thermo, Revco, A.B.D) 

dondurulan hücreler liyofilize edilmiş (Thermo, Heto Power Dry LL3000, Çek 

Cumhuriyeti)  ve elde edilen lizatlar kullanılana kadar -20 ºC’de muhafaza edilmiştir. 

Hücre kültür uygulamasında, hücre içi ekstrakt uygulamasının paralelinde hücre dışı 

ekstrakt eldesi de çalışmaya dahil edilmiştir. Hücre dışı ekstrakt; MRS besiyerinde 37 

ºC’de 18 saat geliştirilen hücrelerden elde edilen üst faz ph 7’ye ayarlanmış, 1 gece -

80ºC’de dondurularak liyofilize edilmiş ve kullanılana kadar -20 ºC’de muhafaza 

edilmiştir.  
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3.2.2 Hücre kültürü 

Çalışmamızda kullanılan fare embriyonik fibroblast klon hücre tipi (beyaz yağ öncülü) 

olan 3T3-L1 hücre hattı çizelge 3.2’de gösterilen öncü adipositlerin gelişme besiyerinde 

(Preadipocyte expansion medium; PEM) % 70-80 doygunluk seviyesine ulaşana kadar 

T75 flask (Sunub, Çin) içerisinde kültüre edilmiş, 37 ºC % 5 CO2 atmosfer basıncında 

CO2 alan inkübatörde (Nüve, Türkiye) geliştirilmiştir. İstenilen doygunluk seviyesine 

gelen hücreler PBS ile yıkanmış, 600 µl tripsin eklenerek 4 dakika etüve kaldırılmıştır. 

Tripsinize edilen hücreler artık flask yüzeyinden kaldırılmış olup üzerine tripsinin 3 katı 

kadar besiyeri eklenmiştir. Flasktan toplanan hücreler 1500 rpm, 4dk, rt’da (room 

temprature; oda sıcaklığı) santrifüj (QLS, Iso-Fuge 1416R, İngiltere) edilmiş, üst faz 

atılarak elde edilen pellet 1 ml besiyerinde çözülmüştür. Hücreler thoma lamında 

sayılmak üzere; 20 µl tripan blue ile 20 µl hücrelerden alınırak, ependorf içerisinde 

hücre boya karışımı hazırlanmıştır. Hazırlanan hücre+boya karışımından 20 µl alınarak 

Thoma lamı ile mikroskop altında sayım gerçekleştirilmiştir. 1 ml’de 1.54×10
5 

sayılan 

hücreler, kuyu başına 5×10
4
 hücre olacak şekilde 24 kuyucuklu hücre kültür plakalarına 

(Sunub, Çin) ekilmiş ve PEM besiyerinde geliştirilmiştir. 2 gün sonra % 100 doygunluk 

seviyesine gelen hücreler çizelge 3.2’de gösterilen farklılaştırma besiyerinde 

((Differentiation Medium; DM) 37
o
C, % 5 CO2 atm’de her iki günde bir değiştirilmek 

üzere 4 gün geliştirilmiştir. 4. günün sonunda farklılaştırma besiyeri tamamen çekilerek, 

farklılaşmanın devam edebilmesi ve tamamlanabilmesi için hücreler her iki günde bir 

değiştirilmek üzere adiposit gelişiminin devamını sağlayan besiyeri (Adipocyte 

Maintenance Medium; AMM) ile 37 
o
C’de  % 5 CO2 atm’de inkübe edilmiş, öncül 

adipositlerin olgun adipositlere farklılaşması sağlanmıştır (Çalışma boyunca Nuaire 

(NU-425-400E, A.B.D) hücre kültür kabini kullanılmıştır). 



 

16 

 

Çizelge 3.2 Hücre Kültür Çalışmasında Kullanılan Bhesiyeri Formülasyonları 

Besiyeri Formülasyon 

PEM  % 90 Dubelcco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM (Yüksek Glukoz)), 

% 10 Fetal Bovine Serum, Sığır Serumu  

(FBS) 

DM % 90 DMEM, % 10 FBS, 

1.0 μM Deksametazon (DEX), 

0.5 mM İzobutilmetilksantin (IBMX), 

5.0 μg/ml Insulin (Yüksek İnsulin) 

AMM % 90 DMEM, % 10 FBS, 

0.5 μg/ml Insulin (Düşük İnsulin) 

3.2.3 Adipogenez aktivitenin düzenlenmesi 

Çalışmada kullanılan lizatların miktarları öncül adipositler üzerinde yapılan canlılık 

testi sonucu belirlenmiştir. Pediococcus pentosaceus OZF 2.8 mg/ml, Lactobacillus 

plantarum OZF 4.2 mg/ml, Lactobacillus plantarum OZT 4.0 mg/ml konsantrasyonları 

hücreler üzerinde toksik etki göstermiş olup çizelge 3.3’de verilen konsantrasyonlar 

çalışmaya dahil edilmiştir. Belirlenen konsantrasyonlardaki lizatlar 24 kuyulu plakalara 

(Sunub, Çin) farklılaşma besiyeriyle uygulanmış, bakterilerin farklılaşma üzerine 

etkileri aşağıda belirtilen çalışmalarla gözlemlenmiştir. İnokülasyonun gerçekleşmediği 

kontrol olarak baz alınmıştır. 
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Çizelge 3.3 Çalışmada Kulanılan Bakteri Konsantrasyonları 

Mikroorganizma Konsantrasyon 1 Konsantrasyon 2 

Pediococcus pentosaceus OZF 1.0 mg/ml  2.0 mg/ml 

Lactobacillus plantarum OZF 1.8 mg/ml  3.6 mg/ml 

Lactobacillus plantarum OZT 1.5 mg/ml  3.0 mg/ml 

3.2.3.1 Hücre canlılık testi 

24 kuyulu plakalarda kültüre edilen hücrelerin üzerinden 100 µl çekilerek 96 kuyucuklu 

plakalara aktarılmış, kuyu başına 10 µl MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5 

difeniltetrazolyum bromür) solüsyonu (Biotium, A.B.D) eklenerek 4 saat 37 ºC, % 5 

CO2 atm’de inkübe edilmiştir. Ardından kuyu başına 200 µl DMSO eklenerek ELISA 

plaka okuyucusu (Heales, MB-530, Çin) ile 570 nm dalga boyunda ölçüm yapılmıştır. 

Elde edilen absorbans değeri kullanılarak uygulanan bakterilerin farklılaşma boyunca 

hücre canlılığına olan etkisi; 

(Blank: Besiyeri, Kontrol: Farklılaştırılmış Hücre, Örnek: Farklılaştırılmış 

hücre+bakteri) 

                
           

             
      

denklemi ile hesaplanmıştır. 
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3.2.3.2 Oil Red O boyama ile lipid depolanmasının belirlenmesi 

Boyama işlemi uygulanırken üretici firmanın protokolü takip edilmiştir (Biovision, 

A.B.D). 

60 mg Oil Red O boya, 20 ml % 100 izopropanol içerisinde çözülerek, stok solüsyon 

hazırlanmıştır. Hazırlanan stoktan 18 ml boya 12 ml distile su ile (3’e 2 oranı 

uyarlanarak) homojen karışımı sağlanmıştır. Ardından karışım 0.45µm filtreden 

geçirilerek çalışma solüsyonu elde edilmiştir. 

24 kuyulu plakalarda bulunan hücrelerden besiyeri çekilmiş, plakada bulunan hücreler 

PBS ile 2 kez yıkanmıştır. Ardından hücrelere % 10 formalin eklenerek 55 dk. inkübe 

edilmiştir. Ardından 2 kez distile su ile yıkanan hücreler, her kuyuya 2 ml olacak 

şekilde % 60 izoproponal ile muamele edilmiş, 5 dk. 37 
o
C, % 5 CO2 atm’de inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon sonrasında alkol uzaklaştırılarak, hücrelerin açık bir şekilde 

havada kurutulması sağlanmıştır. Tamamen kuruyan hücrelerin üzerine kuyu başına 1 

ml oil red o boya eklenip, inkübatörde 20 dk. inkübe edilmiştir. Ardından boya çekilmiş 

ve 4 kez distile su ile yıkanan hücreler boyadan arındırılmış ve inverted mikroskop 

(Euromex, Hollanda) altında görüntüleri alınmıştır. 

Görüntüsü alınan hücreler; ilk olarak 3 kez % 60’lık izoproponal ile ardından % 100’lük 

izoproponal ile yıkanmış, 492 nm dalga boyunda hücrelerin absorbans değerleri 

ölçülmüştür. % 100 izoproponal blank olarak kullanılmıştır. 

Kontrol ile karşılaştırılan örneklerin hücre içi lipid depolama yüzdesi, elde edilen 

absorbans değerleri kullanılarak; 

                
(     )      

(       )     
     

denklemi ile hesaplanmıştır. 
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3.2.3.3 Ters transkripsiyon ve eş zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (rt- PCR) ile 

bazı gen ifadeleri seviyelerinin belirlenmesi 

RNA İzolasyonu: Farklılaşma sonrası elde edilen 3T3-L1 hücrelerinden RNA 

izolasyonu, kit (Geneall, Hybrid R, Cat no: 106-101, Almanya) kullanımı ile üretici 

firmanın ön gördüğü basamaklar takip edilerek gerçekleştirilmiştir. 

13. gün sonunda besiyerinden arındırılan hücreler, PBS ile yıkanmış ve tripsinize 

edilmiştir. 1500 rpm, 4 dk, rt’de santrifüj edilmiş ve üst faz uzaklaştırılmıştır. Elde 

edilen pellet üzerine 1 ml Ribo-ex uygulanmış 5 dk. oda sıcaklığında bekletilmiştir. 

Üzerine 200 µl kloroform eklenerek 12000g, 15 dk, 4 ºC santrifüj edilmiştir. Üst fazda 

şeffaf olarak görünen RNA;  DNA, protein ve membran artıklarından ayrılmış ve 

üzerine 600 µl RB1 buffer eklenmiştir. Ardından 10000 g, 1dk, rt’de santrifüj yapılmış, 

kolon dökülerek 500 µl SW1 buffer eklenerek, 10000 g, 1 dk, rt’de santrifüj edilmiştir. 

Kolon dökülerek RNW buffer’dan 500 µl tüplere konularak aynı derecede santrifüj 

edilmiştir. Kolon dökülerek tekrar aynı derecede santrifüj edilmiştir. Kolon atılarak yeni 

ependorfa tüpler konulmuş üzerine 50 µl nuclease free water ekleyenerek aynı drecede 

santrifüj edilmiştir. İzole edilen RNA  -80 °C’de muhafaza edilmiştir 

cDNA İzolayonu: İzole edilen RNA üretici firmanın (Geneall, Hyper Script,  Cat no: 

601-005, Almanya) protokolü takip edilerek aşağıda belirtilen basamaklar izlenerek 

cDNA’ya çevrilmiştir. 

3 µg RNA, 50 µM Oligo dT primer, 1 mM dNTP, 9 µl su eklenerek; 65 °C de 5 dk 

inkübe edilmiş, ardından buz üzerine alınmıştır. 10x RTase reaction buffer, 0.1 M DTT, 

200 U/µL HyperScriptTM Reverse Transcriptase, 1µL ZymAllTM RNase Inhibitor 

eklenerek ilk olarak 55 °C’de 60 dk ardından, 85 °C’de 5 dk inkübe edilmiştir. cDNA sı 

elde edilen örneklerin miktarları kit kullanımı ile (Molecular probes,qubit ssDNA Assay 

Kit, Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, A.B.D) ölçülmüştür. cDNA miktarları 

ölçülen örneklerin rt-PCR ile ekspresyonlarına bakılmıştır (Thermo Fisher, Applied 

Biosystems, StepOnePlus, A.B.D). 
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SYBR Green temelli rt-PCR ile çalışma yapılmıştır. RealAmp SYBR Green Master mix 

(High ROX Dye, Cat no:801-051, A.B.D) kullanılmıştır. Verilerinin normalizasyonu 

2
∆∆CT

 yöntemine göre yapılmıştır. Aşağıda belirtilen PCR  bileşenleri ve koşulları (40 

döngü) sağlanarak rt-PCR gerçekleştirilmiştir.  

PCR BİLEŞENLERİ Miktar 

2X SYBER MASTER 

MIX 

10 µl 

F primer (10pm) 1 µl 

R primer (10pm) 1 µl 

ROX 1 µl 

Cdna 2 µl 

Su 5 µl 

Toplam 20 µl 

 

 

rt-PCR: Bu aşamada kullanılacak hedef ve housekeeping gen bölgeleri için tasarlanan 

primerler (Sentegen Biyoteknoloji, Ankara)  çizelge 3.4’de verilmiştir. 

PCR KOŞULLARI  

95ºC 10 dakika 

95ºC 15 saniye 

60ºC 40 saniye 
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Çizelge 3.4 rt-PCR çalışmalarında kullanılan primer sekansları  

Gene İLERİ GERİ 

𝛽-actin 5′-

TGTTACCAACTGGGACGACA

-3′ 

5′-CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA-

3′ 

PPARγ 5′-

CAAGAATACCAAAGTGCGA

TCAA-3′ 

5′-

GAGCTGGGTCTTTTCAGAATAA

TAAG-3′ 

C/EBP-α 5′-

AGCAACGAGTACCGGGTAC

G-3′ 

5′-TGTTTGGCTTTATCTCGGCTC-

3′ 

GPDH 5′-

CTCTTCTTGCCGCTTCAGTTT

-3′ 

5′-

CATGTAGGCCATGAGGTCCACC

AC-3′ 

TNF-α 5′-

AGGCCTTGTGTTGTGTTTCC

A-3′ 

5′-

ATGGGGGACAGCTTCCTTCTT-3′ 

Adiponekt

in 
5′-

TGTACCCATTCGCTTTACT-3′ 

5′-TTTCACTTTGTGCTGCTT-3′ 

3.2.4 Sonuçların istatistiksel analizi 

Elde edilen tüm veriler PAST (PAleontological STatistics) istatistik programı 

kullanılarak analiz edilmiştir.  Hata payı α=0.05 olarak kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1 Hücre Canlılığı 

Çalışmamızda kullanılan laktik asit bakterilerinin, adiposit farklılaşması boyunca, hücre 

canlılığı üzerindeki etkisi 13. günde MTT testi ile analiz edilmiştir. Uygulanan 

bakterilerin 3T3-L1 hücreleri üzerindeki canlılık oranlarını belirlemek için her 

bakteriden 0 ve farklı 2 konsantrasyon, hücre içermeyen boş besiyeri (blank) kullanılmış 

deney sonunda hücrelere MTT testi uygulanmıştır. Hücre canlılık sonuçları, kontrol ile 

karşılaştırılan hücrelerin canlılık oranlarının yüzdesi olarak ifade edilmiştir.  

Gruplar arası farklılık aşağıda belirtilen ANOVA tablosu ile belirlenmiştir. 

 Sum of sqrs df Mean square F p (same) 

Between 

groups 

0,213412  6 0,0355686 465,1 3,311E-21 

Within groups 0,001606 21 7,64762E-05   

Total 0,215018 27    

Hangi gruplar arasında farklılık olduğunu gösteren Levene’s testi ( p<0.05) 

Levene’

s test 

p(same) 0,004052      

Levene’

s test 

p(same) 0,01081      

Welch F 

test 

       

Tukey 

pairwise 

       

 L. 

plantaru

m OZT 

(1.5 

mg/ml) 

L. 

plantarum 

OZT (3.0 

mg/ml) 

L. 

plantarum 

OZF (1.8 

mg/ml) 

L. 

plantarum 

OZF (3.6 

mg/ml) 

P. 

pentosaceu

s OZF (1 

mg/ml) 

P. 

pentosaceu

s OZF (2 

mg/ml) 

Kontrol  

L. 

plantaru

m OZT 

(1.5 

mg/ml) 

 0,000154

7 

0,000688 0,000931

1 

0,0001547 0,9988 0,000154

7 

L. 

plantaru

m OZT 

(3.0 

mg/ml) 

24,01  0,000154

7 

0,000154

7 

0,0001547 0,0001547 0,000154

7 

L. 

plantaru

7,433 31,45  0,000154

7 

0,0001547 0,0003148 0,000154

7 
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m OZF 

(1.8 

mg/ml) 

L. 

plantaru

m OZF 

(3.6 

mg/ml) 

7,204 16,81 14,64  0,0001547 0,002573 0,000154

7 

P. 

pentosa

ceus 

OZF (1 

mg/ml) 

21,73 45,74 14,29 28,93  0,0001547 0,000154

7 

P. 

pentosa

ceus 

OZF (2 

mg/ml) 

0,6861 23,33 8,119 6,518 22,41  0,000154

7 

Kontrol 43,22 67,24 35,79 50,43 21,5 43,91  

4.1.1 Pediococcus pentosaceus OZF suşunun hücre canlılığına etkisi 

P. pentosaceus OZF suşuna ait hücre canlılık oranları Şekil 4.1’de gösterilmiştir. 

Adiposit farklılaşması boyunca suşun doza bağlı uygulamalarında hücre canlılık 

oranları 1 mg/ml ve 2 mg/ml konsantrasyonlarında sırayla % 94.2, % 88.1 olarak 

hesaplanmış ve bu konsantrasyonların hücreler üzerinde toksik etki göstermediği 

belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.1 MTT analizi P. pentosaceus OZF suşuna ait hücre canlılık sonuçları 
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4.1.2 Lactobacillus plantarum OZF suşunun hücre canlılığına etkisi 

L. plantarum OZF suşuna ait hücre canlılık oranları Şekil 4.2’de gösterilmiştir. Adiposit 

farklılaşması boyunca suşun doza bağlı uygulamalarında hücre canlılık oranları; 1.8 

mg/ml, 3.6 mg/ml konsantrasyonlarında sırayla % 90.3, % 86.3 olarak hesaplanmış ve 

bu konsantrasyonların hücreler üzerinde toksik etki göstermediği belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.2 MTT analizi sonucu L. plantarum OZF suşuna ait hücre canlılık sonuçları 

4.1.2 Lactobacillus plantarum OZT suşunun hücre canlılığına etkisi 

L. plantarum OZT suşuna ait hücre canlılık oranları Şekil 4.3’de gösterilmiştir. Adiposit 

farklılaşması boyunca suşun doza bağlı uygulamalarında hücre canlılık oranları; 1.5 

mg/ml, 3.0 mg/ml konsantrasyonlarında sırasıyla % 88.3, % 81.8 olarak hesaplanmış ve 

bu konsantrasyonların hücreler üzerinde toksik etki göstermediği belirlenmiştir. 



 

25 

 

  

Şekil 4.3 MTT analizi sonucu L. plantarum OZT suşuna ait hücre canlılık sonuçları  

4.2 Oil Red O Boyama 

Laktik asit bakterilerinin lipid birikimi üzerindeki inhibitör etkisi 13. günde 

değerlendirilmiştir. Hücre içi lipidler tarafından tutulan boya, izopropanol içerisinde 

420 nm dalga boyunda ölçülmüştür. İnokülasyon uygulanan hücreler kontrol ile 

karşılaştırılmıştır. Sonuçlar kontrolün yüzdesi olarak ifade edilmiştir. 

Gruplar arası farklılık aşağıda belirtilen ANOVA tablosu ile belirlenmiştir. 

 Sum of sqrs df Mean square F p (same) 

Between 

groups 

0,0504812  6 0,00841354 4207 5,786E-22 

Within groups 2,8E-05 14 2E-06   

Total 0,0505092 20    

Hangi fruplar arasında farklılık olduğunu gösteren Levene’s testi ( p<0.05) 

Levene’s 

test 

p(same) 0,6637      

Levene’s 

test 

p(same) 0,9817      

Welch F 

test 

       

Tukey 

pairwise 

       

 L. L. L. L. P. P. Kontrol  
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plantaru

m OZT 

(1.5 

mg/ml) 

plantaru

m OZT 

(3.0 

mg/ml) 

plantarum 

OZF (1.8 

mg/ml) 

plantarum 

OZF (3.6 

mg/ml) 

pentosaceu

s OZF (1 

mg/ml) 

pentosaceu

s OZF (2 

mg/ml) 

L. 

plantarum 

OZT (1.5 

mg/ml) 

 0,1246 0,000174

2 

0,000174

2 

0,0001742 0,0001742 0,000174

2 

L. 

plantarum 

OZT (3.0 

mg/ml) 

4,082  0,000174

2 

0,000174

2 

0,0001742 0,0001742 0,000174

2 

L. 

plantarum 

OZF (1.8 

mg/ml) 

46,13 42,05  0,000174

2 

0,0001742 0,0001742 0,000174

2 

L. 

plantarum 

OZF (3.6 

mg/ml) 

88,18 84,1 42,05  0,0001547 0,0001742 0,000174

2 

P. 

pentosaceu

s OZF (1 

mg/ml) 

80,83 76,75 34,7 7,348  0,0001742 0,000174

2 

P. 

pentosaceu

s OZF (2 

mg/ml) 

153,5 149,4 107,4 65,32 72,67  0,000174

2 

Kontrol 36,74 40,82 82,87 124,9 117,6 190,2  

4.2.1 Pediococcus pentosaceus OZF’nin lipid akümülasyonu üzerine etkisi 

Suşa ait Oil red o boyama sonucunda inverted mikroskop altında alınan fotoğraf 

görüntüleri ve absorbans değerleri sonucu hesaplanan lipid depolama yüzdeleri Şekil 

4.4’te gösterilmiştir. Doza bağlı lipid akümülasyon etkisi kontrol ile karşılaştırıldığında; 

mikroskop altında yağ damlacıklarında azalma gözlenmiştir. Absorbans değerleri 

sonucunda ise 1.0 mg/ml ekstrakt uygulanan hücreler kontrol ile karşılaştırıldığında 

lipid akümülasyonununda % 14 oranında, 2.0 mg/ml uygulanan hücrelerde ise % 22 

oranında azalma belirlenmiştir. 
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(a)  

    

 0 (Kontrol) (40X) 1 mg/ml (40X) 

   

 2 mg/ml (40X) 

(b)  

 

Şekil 4.4.a. Oil Red O boyama sonucu mikroskop görüntüleri,  b. Oil Red O boyama 

sonucu lipid akümülasyon ölçümü 
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4.2.2 L. plantarum OZF’nin lipid akümülasyonu üzerine etkisi 

Suşa ait Oil red o boyamam sonucu şekil 4.5’te gösterilmiştir. Doza bağlı lipid 

akümülasyon etkisi kontrol ile karşılaştırıldığında önemli farklılıklar gözlemlenmiştir. 

1.8 mg/ml ekstrakt uygulanan hücreler kontrol ile karşılaştırıldığında lipid 

akümülasyonunu % 10.1 oranında, 3.6 mg/ml uygulanan hücrelerde ise  % 14.7 

oranında azalttığı gözlemlenmiştir. 
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(a) 

       
 0(Kontrol) (40X)    1.8 mg/ml (40X) 

  
 3.6 mg/ml (40X)  

(b) 

 

Şekil 4.5.a.Oil Red O boyama sonucu mikroskop görüntüleri, b. Oil Red O boyama 

sonucu lipid akümülasyon ölçümü  
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4.2.3 Lactobacillus plantarum OZT’nin lipid akümülasyonu üzerine etkisi 

Suşa ait Oil red o boyamam sonucu Şekil 4.6’da gösterilmiştir. Doza bağlı lipid 

akümülasyon etkisi kontrol ile karşılaştırıldığında anlamlı sonuç gözlemlenememiştir. 

1.5 mg/ml ekstakt uygulanan hücreler kontrol ile karşılaştırıldığında lipid 

akümülasyonununda % 4.4 oranında, 3.0 mg/ml uygulanan hücrelerde ise % 4.8 

oranında azalma gözlemlenmiştir.  
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(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

0(Kontrol)(40X) 1.5 mg/ml (40X) 

 

 

 

 

 

 

                                               3.0 mg/ml(40X) 

(b) 

 
Şekil 4.6 a. Oil Red O boyama sonucu mikroskop görüntüleri,  b. Oil Red O boyama 

sonucu lipid akümülasyon ölçümü 
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4.3 Ters Transkripsiyon ve Eş Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (rt- PCR)  

Uygulanan lizatların lipid metabolizması ile ilgili genlerin mRNA ekspresyon 

seviyelerine olan etkisi 13. gün toplanan örneklerden elde edilmiştir.  Doza bağlı olarak 

gerçekleştirilen analizde beta-actin housekeeping gen olarak alınmıştır. 

4.3.1 Pediococcus pentosaceus OZF’nin mRNA ekspresyon seviyeleri 

Suşa ait rt-PCR analizi ile elde edilen gen ekspresyon seviyeleri şekil 4.7’de 

gösterilmiştir. Farklılaşmış 3T3-L1 adiposit üzerinde suşun doza bağlı uygulamaları; 

PPARγ ve cebp genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini önemli miktarda azalttığı 

gözlenmiştir. Bu ifadelerin ardından suşun toksik olmayan konsantrasyonları adipojenik 

gen GPDH ve sitokin geni olan TNF-α nın mRNA ekspresyon seviyesini önemli 

miktarda azalttığı gözlemlenirken, Adiponektin seviyesini artırdığı gözlenmiştir. 

 

Şekil 4.7 P. pentosaceus OZF suşunun, 3T3-L1 hücreleri üzerindeki Adiponektin, 

PPARγ, C/EBP-α, TNF-α, GPDH gen ekspresyon seviyelerine etkisi 
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4.3.2 Lactobacillus plantarum OZF’nin mRNA ekspresyon seviyeleri 

Suşa ait rt-PCR analizi ile elde edilen gen ekspresyon seviyeleri şekil 4.8’de 

gösterilmiştir. Farklılaşmış 3T3-L1 adipositleri üzerinde suşun doza bağlı uygulamaları; 

PPARγ ve cebp genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini azalttığı gözlenmiştir. Suşun 

toksik olmayan konsantrasyonları, adipojenik gen GPDH ve sitokin geni olan TNF-α 

nın mRNA ekspresyon seviyelerini azalttığı gözlemlenirken, Adiponektin seviyesini 

artırdığı gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.8 L. plantarum OZF suşunun, 3T3-L1 hücreleri üzerindeki Adiponektin, 

PPARγ, C/EBP-α, TNF-α, GPDH gen ekspresyon seviyelerine etkisi 

4.3.2 Lactobacillus plantarum OZT’nin mRNA ekspresyon seviyeleri 

Suşa ait rt-PCR analizi ile elde edilen gen ekspresyon seviyeleri şekil 4.9’da 

gösterilmiştir. Farklılaşmış 3T3-L1 adipositlerinde suşun doza bağlı uygulamaları; 

PPARγ ve cebp genlerinin mRNA ekspresyon seviyelerini azalttığı gözlenmiştir. Suşun 
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toksik olmayan konsantrasyonları; adipojenik gen GPDH ve sitokin geni olan TNF-

α’nın mRNA ekspresyon seviyelerini azalttığı gözlemlenmiştir. Adiponektin ekspresyon 

seviyesinde ise düşük doz etki göstermezken, yüksek dozda artış gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.9 L. plantarum OZT suşunun, 3T3-L1 hücreleri üzerindeki Adiponektin, 

PPARγ, C/EBP-α, TNF-α, GPDH gen ekspresyon seviyelerine etkisi 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Obezitenin şiddeti, öncül adipositlerin olgun adipositlere farklılaşma derecesi ve adipoz 

dokuda adipositlerin genişlemesi ile korelasyon göstermektedir. Çalışmamız 

kapsamında laktik asit bakterilerinin, temel yolak olarak tercih edilen in vitro koşullarda 

obeziteyi baskılamaya yönelik etkilerini belirlemeye çalıştık ve 3 farklı suşun bu 

mekanizmaya etkisini araştırdık. Kültür koleksiyonumuzda yer alan tüm probiyotik 

kriterleri tanımlanmış olan P. pentosaceus OZF suşu buna ek olarak, tüm laktik asit 

bakteri türlerinin ve suşlarının farklı özellik ve etkilere sahip olduklarını belirlemek 

adına iki farklı kaynaktan izole edilen L. plantarum türüne ait farklı iki suş çalışmamıza 

dahil edilmiştir. 

Hücre canlılık testi 3 farklı suş ve her birinden 2 farklı konsantrasyon şeklinde kontrol 

grubuna karşı test edilmiştir. 4 denemenin test grupları arasındaki fark istatistiksel 

olarak farklı bulunmuştur (ANOVA p<0.001). Levene’s testi ile her bir grup tekrar 

incelenmiş, suş ve farklı konsantrasyonları arasında kontrole göre istatistiksel farklılık 

tespit edilmiştir (p<0.05). İstatistiksel olarak suşların her 2 konsantrasyonda da 

farklılaşma boyunca toksik etki göstermediği belirlenmiştir. 

Lipid akümülasyonu 3 farklı suşun herbirinden 2 farklı konsantrasyon şeklinde kontrol 

grubuna karşı test edilmiştir. 3 denemenin test grupları arasındaki fark istatistiksel 

olarak farklı bulunmuştur. (p<0.001). Levene’s testi ile her bir grup tekrar incelenmiş L. 

plantarum OZT suşunun kullanılan iki konsantrasyon arasında fark olmamasına rağmen 

(p>0.05) kontrol grubunda farklılık göstermiş ve lipid akümülasyonunda azalma 

gözlenmiştir. Aynı test sonuçlarına göre diğer bakteri ve farklı konsantrayonları 

arasında kontrole göre istatistiksel farklılık tespit edilmiş (p<0.05) ve lipid 

akümülasyonunda kontrol dışında tüm gruplarda azalma gözlenmiştir (p<0.05). 

Adiposit özgü PPARγ ve C/EBP-𝛼, adiposit farklılaşmasının erken aşamasında yer 

almaktadır (Rosen vd. 2000).  PPARγ ve C/EBP-α hücrelerde yağ birikimini tetikleyen 

LPL, leptin, GPDH ve aP2 gibi adipojenik genlerin ekspresyonunu düzenlemektedir 

(Berger ve Moller, 2002; Kawada vd. 2001). Elde ettiğimiz sonuçlar, uygulanan 
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LAB’de özellikle P. pentosaceus OZF’nin 3T3-L1 adipositlerinin farklılaşması 

sonucunda C/EBP-𝛼 ve PPARγ'nin mRNA ekspresyonunu önemli ölçüde düşürdüğünü 

göstermektedir (Şekil 4.7). Yapılan birkaç çalışma, C/EBP-α gen ekspresyonu ile lipid 

birikimi oranı arasında pozitif korelasyon olduğunu göstermiştir (Hu vd. 1995; Jiang vd. 

2006; Park vd. 2009). Bu sonuçlar P. pentosaceus OZF’nin adipojenik transkripsiyon 

faktörlerini, nihayetinde GPDH ekresyon seviyesini azalttığını göstermektedir. Sitozolik 

enzim GPDH, gliserolün triaçilgliserole dönüştürülmesinde önemli bir rol oynamaktadır 

(Wise ve Green, 1979). GPDH aktivitesinin azaltılması, yağ asitleri ve trigliseritlerin de 

novo sentezini yavaşlatmakta ve aynı zamanda olgun adipositlerde öncül adipositlerin 

ve lipogenezin erken farklılaşma aşamasında farklılaşmayı inhibe edebilmektedir. 

Verilerimiz, gajami sik-hae'den izole edilen L. plantarum LG42 suşu ile muamele edilen 

3T3-L1 hücrelerinde C/EBP-𝛼, PPARγ ve GPDH mRNA ekspresyon seviyesini 

azalttığı sonucuyla uyumludur (Park vd. 2013). 

Böylelikle P. pentosaceus OZF’nin adiposit farklılaşma programında yer alan önemli 

adipojenik transkripsiyon faktörlerinin ekspresyon seviyelerini düzenleyerek 

adipogenez sürecinde baskılayıcı etki gösterdiği sonucuna varılmıştır. 

Yağ dokusu sadece yağ formunda fazla enerji için birincil depolama alanı değil, aynı 

zamanda lipit homeostazının kontrolüne katılan bir endokrin organ olarak da görev 

yapmaktadır. Adipoz dokudan salınan adipositokinlerin düzensizleştirilmesi, 

inflamatuar bir durumun meydana gelmesine bu da insülin sinyal iletimi ve lipid 

metabolizmasında düzensizliğe yol açmaktadır. Kronik inflamasyon, mRNA ekspresyon 

seviyesinde TNF-α gibi proinflamatuar adipokinlerin artışı, ardından adiponektin gibi 

antiinflamatuar adipokinlerin azalışı ile karakterize edilmektedir (Hotamisligil vd. 1993; 

Wise ve Green, 1979). Serumda yüksek düzeyde bulunan TNF-α’nın insülin sinyal 

iletiminde tahribata, sonucunda ise insülin direncine yol açtığı gösterilmiştir (Kershaw 

ve Flier, 2004; Ruan vd. 2003). Yapılan çalışmalarda obez birey ve rodent yağ 

dokusunda TNF-α seviyelerinin artış gösterdiği belirtilmiştir (Cowherd vd. 1999; 

Gregoire vd. 1998). Araştırmamız, 3T3-L1 hücreleri üzerinde özellikle P. pentosaceus 

OZF’nin TNF-α mRNA ekspresyonunu önemli ölçüde azalttığını ve adiponektin 

ekspresyonunu arttırdığını göstermiştir (Şekil 4.7). Elde ettiğimiz sonuçlar 
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doğrultusunda P. pentosaceus OZF’nin antiinflamatuar özelliklere sahip olduğu ve 

insülin duyarlılığını arttırdığı belirlenmiştir. Araştırmamız sonucu, Kimchi’den izole 

edilen Lactobacillus brevis OPK-3 suşunun 3T3-L1 adipositlerine uygulanması sonucu 

Adiponektin ekspresyon seviyesinde gözlemlenen artış ve TNF-α’da ki azalışla uyumlu 

sonuçlar göstermiştir (Park vd. 2013). 

P. pentosaceus OZF, hücre içi trigliserit birikiminde azalma ile birlikte adiposit 

farklılaşmasının önlenmesi yoluyla anti-adipojenik etkiler sergilemiştir. Ayrıca 3T3-L1 

adipositlerinde adipojenik transkripsiyon faktörlerinde önemli seviyede baskılanma 

yolağı ile adipojenik özgü GPDH mRNA moleküllerinin baskılanmasını sağlamıştır. 

Dahası, P. pentosaceus OZF’nin, TNF-α ekspresyonunun azaltılması yoluyla 

inflamatuar yanıtı da düşürdüğü gözlenmiştir. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda, anti-

obezite ve anti-inflamatuar özellik gösteren P. pentosaceus OZF’nin obeziteye alternatif 

yaklaşım olarak in vivo koşullarda da değerlendirilebileceği öngörülmüştür. 

Sonuçlar birlikte ele alındığında, P. pentosaceus OZF 'nin adipogenezin inhibisyonunda 

önemli bir rol oynayabileceğini belirlenmiştir. L. plantarum türüne ait bebek feçesinden 

izole edilen L. plantarum OZF suşunun adiposit farklılaşması boyunca baskılayıcı 

etkisini gözlemlerken, turşu suyundan izole edilen L. plantarum OZT suşunun toksik 

olmayan konsantrasyonlarda farklılaşmaya baskılayıcı etkide bulunmadığını 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.8 - Şekil 4.9). 

Hücre dışı ekstrakt, üst fazdan elde edilerek liyofilize edilen örnekler, çalışmamız 

boyunca kontaminasyon gösterdiği için adipogenez aktivitesinin düzenlenmesinde 

deneylere dahil edilmemiştir. 
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EK 1 Lab ve Hücre Kültürü Gelişimi için Kullanılan Kültür Ortamları 

MRS Besiyeri 

Bileşen Miktar (g/L) 

Kazein pepton 10 

Et  Ekstraktı 8 

Maya ekstraktı 4 

Glukoz 20 

Dipotasyum hidrojenfosfat 2 

MgSO4.7H2 0.5 

MnSO44H20 0.2 

Tween 80 1 

Triamonyum sitrat 2 

Sodyum asetat 5 

Ph: 6.8± 0.2 

100 ml’de 5,2 gr hazır besiyeri içeriği çözülerek hazırlanmıştır. Sterilizasyon 121ºC’de 

15 dk yapılmıştır. 

DMEM High Glucose (4.5 g/l), with L-Glutamine 

Bileşen Miktar (mg/l) 

Amino Asitler 

L-Arjinin HCl 84.00 

L-Sistein 2HCl 48.00  

L-Glutamin 584.00  

Glisin 30.00  

L-Histidin HCl H2O 42.00 

L-Izolösin 105.00 

L-Lösin 105.00 

L-Lizin HCl 146.00 

L-Metiyonin 30.00 

L-Fenilalanin 66.00 

L-Serin 42.00 

L-Threonin 95.00 

L-Triptopfan 16.00 

L-Tirozin 2 Na 89.47 

L-Valin 94.00 

Vitaminler 

Kolin klorür 4.00 

D-Kalsiyum Pantotenat 4.00 
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Folik Asit 4.00 

myo-Inositol 7.20 

Nikotinamid 4.00 

Piridoksal HCl 4.00 

Riboflavin 0.40 

Tiyamin HCl 4.00 

İnorganik Tuzlar 

Kalsiyum Klorür 2 H2O 265.00 

Demir(III) Nitrat 9 H2O 0.10 

Magnezyum Sülfat 97.67 

Potasyum Klorür 400.00 

Sodyum Bikarbonat 3700.00 

Sodyum Klorür 6400.00 

Sodyum Fosfat Monobazik Anhidrit 109.00 

Diğer Bileşenler 

D-Glukoz 4500.00 

Fenol Kırmızı Sodyum Tuzu 15.90 

Hücre kültür ortamında kullanılan tüm besiyeri ve  besiyeri içeriğine dahil edilen  

gereçler kullanımdan önce 37ºC su banyosunda (Memmert, WNB 7, Almanya) 

ısıtılmıştır. %90 DMEM + %10 FBS içeriği çalışma boyunca temel besiyeri olarak 

kullanılmıştır. Farklılaştırma ve adiposit gelişimi için kullanılan kimyasallar temel 

besiyerine eklenerek toplam karışım 0.45 µm filtreden geçirilmiş kullanıma hazır hale 

getirilmiştir.  



 

47 

 

EK 2 Kimyasallar 

Kimyasal Adı Marka 

0.22 ve 0.45 -mikron por çaplı membran filtre Sartorius 

MRS Merck, Germany 

DMEM, FBS, Tripsin, PBS Capricorn, Germany 

Serolojik pipet Sarstedt, Germany 

DMSO (Dimethyl Sulfoxide) Sigma, Germany 

DEX (Dexamethasone) GBiosciences,U.S.A  

IBMX (Methylisobutylxanthine) Sigma 

Insulin (Bovine) Sigma    
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