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ÖZET 

3T3-L1 PREADİPOSİTLERİNİN PROLİFERASYON, DİFERANSİYASYON VE MİGRASYONU 
ÜZERİNE SİNAPİK ASİDİN ETKİSİ: HEDGEHOG SİNYAL MEKANİZMASININ ROLÜ 

Günümüzün en büyük sağlık sorunlarından biri olan obezite, tip II diyabet, 
hipertansiyon, kanser, safra kesesi hastalığı ve ateroskleroz gibi birçok patolojik durum ile 
ilişkilidir. 

Obezite gelişiminde en önemli mekanizmalardan birisi yağ dokudaki preadipositlerin 
olgun adipositlere diferansiyasyonudur. 

Pirinç, yulaf gibi tahıllarda, biberiye gibi bazı baharatlarda ve çilek, brokoli, limon gibi 
bazı meyve ve sebzelerde yüksek konsantrasyonlarda bulunan fenolik bir bileşik olan sinapik 
asidin insan böbrek hücreleri HKE293 ve NIH/3T3 fibroblast hücrelerinde diferansiyasyon 
üzerine etkileri gösterilmiş ancak, etki mekanizması tam olarak açıklanamamıştır. 

Yakın zamanda yapılan bir çalışmada, sinapik asidin yanı sıra diğer fenolik bileşikleri 
içeren bitkisel ekstraktın, yüksek yağlı diyetle beslenen farelerde AMPK aktivasyonu aracılığıyla 
kilo artışını engellediği ve diferansiyasyonu inhibe ettiği gösterilmiştir. Ayrıca, sinapik asidin 
yanı sıra 7 farklı hidroksisinnamik asit türevi içeren yaban mersini ve ahududu ekstraktlarının 
3T3-L1 preadipositlerinde PPARγ, C/EBPα, SREBP1, aP2, FAS, LPL genlerinin ekspresyonlarını 
azaltarak diferansiyasyonu inhibe ettiği gösterilmiştir. Sinapik asidin diferansiyasyon üzerine 
etkisine AMPK sinyal yolağının aracılık edip etmediği araştırılmış ancak saf sinapik asidin 3T3-
L1 hücrelerinin diferansiyasyonu üzerine etkisinin değerlendirildiği yeterli çalışma 
bulunmamaktadır bu nedenle daha fazla çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır. 

Yakın zamanlı bir çalışmada sineklerden memelilere kadar çok yaygın bir aralıkta 
eksprese edilen ve hücreler için hayati önem taşıyan diferansiyasyon, proliferasyon ve hücre 
migrasyonunun yanı sıra kanser gelişiminde de kritik rol oynadığı gösterilen Hedgehog (Hh) 
sinyal yolağının aktivasyonunun 3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonunu inhibe ettiği 
gösterilmiştir. Bu nedenle Hedgehog sinyal yolağını aktive eden maddeler, obezite gelişimini 
önlemek veya tedavi etmek amacıyla kullanılabilecek etkili ajanlar olabilir. 

Sinapik asidin 3T3-L1 hücrelerinde diferansiyasyonu AMPK veya MAPK sinyal yolakları 
aracılığı ile baskılayabildiği gösterilmiştir ancak preadiposit diferansiyasyonu üzerine etkilerine 
Hedgehog sinyal yolağının karışıp karışmadığını gösteren bir çalışma bulunmamaktadır. Bunun 
yanı sıra preadiposit proliferasyonu ve migrasyonu üzerine sinapik asidin etkilerinin incelendiği 
yeterli sayıda çalışma da bulunmamaktadır. Bu nedenle çalışmamızda, sinapik asidin Hedgehog 
inhibitörü vismodegib varlığında ya da yokluğunda diferansiyasyon sürecinin farklı zaman 
noktalarında farklı konsantrasyonlarda uygulanmasının 3T3-L1 hücrelerinde proliferasyon, 
diferansiyasyon ve migrasyonu üzerine etkisinin değerlendirilmesi ve bu etkiye Hedgehog 
sinyal yolağının aracılık edip etmediğinin araştırılması amaçlandı.  

Anahtar Kelimeler: Diferansiyasyon, Sinapik Asit, Hedgehog, Vismodegib, 3T3-L1. 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi, A. Sencer Yurtsever, Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı, Mersin. 
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ABSTRACT 

THE EFFECT OF SYNAPIC ACID ON THE PROLIFERATION, DIFFERENTIATION AND 
MIGRATION OF 3T3-L1 PREADIPOCYTES: THE ROLE OF THE HEDGEHOG SIGNAL 

MECHANISM 

Obesity, one of the biggest health problems of today, is associated with many 
pathological conditions such as type II diabetes, hypertension, cancer, gallbladder disease and 
atherosclerosis. 

One of the most important mechanisms in the development of obesity is the 
differentiation of preadipocytes in the adipose tissue stromal fraction into mature adipocytes. 

Although the pathways involved in preadipocyte differentiation are still not fully known, 
it is a complex process involving many transcription factors. 

In cereals such as rice and oats; sinapic acid, a phenolic compound found in high 
concentrations in some spices such as rosemary and some fruits and vegetables such as 
strawberries, broccoli and lemons, has been shown to have effects on differentiation in studies 
conducted in different cell cultures such as HKE293 human kidney epithelial cells and NIH/3T3 
fibroblast cells, but its mechanism of action has not been fully elucidated. 

In a recent study, it was shown that herbal extract consisting of phenolic compounds, 
including sinapic acid, prevented weight gain in mice fed a high-fat diet and inhibited 
differentiation in 3T3-L1 preadipocytes by activating AMPK signaling pathway. 

In a study on 3T3-L1 preadipocytes, extracts of 7 different hydroxycinnamic acid 
derivatives, including sinapic acid, obtained from blueberry and raspberry, it has been shown to 
inhibit differentiation by reducing PPARγ, C/EBPα, SREBP1, aP2, FAS, LPL gene expressions that 
are involved in differentiation. 

In another study on 3T3-L1 adipocytes, it was observed that sulforafen inhibited 
adipocyte differentiation and prevented adipocyte hyperplasia by activating the Hedgehog 
signaling pathway. Therefore, substances that activate the Hedgehog signaling pathway may be 
effective agents that can be used to prevent or treat the development of obesity. 

It has been shown that sinapic acid can suppress differentiation in 3T3-L1 cells via 
AMPK or MAPK signaling pathways, but there is no study showing whether Hedgehog signaling 
pathway is involved in its effects on preadipocyte differentiation. Therefore, our study was 
conducted to clarify the effects of sinapic acid at different concentrations and at different time 
points of the differentiation process on proliferation, differentiation and migration in 3T3-L1 
cells and whether this effect is mediated by the Hedgehog signaling pathway. 

Keywords: Differentiation, Sinapic Acid, Hedgehog, Vismodegib, 3T3-L1. 

Advisor: Dr. Öğr. Üyesi, A. Sencer Yurtsever, Department of Medical Pharmacology, Mersin. 
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1. GİRİŞ 

Günümüzde en önemli sağlık sorunlarından biri haline gelen obezite, Dünya Sağlık 

Örgütü’ne göre “sağlığı olumsuz etkileyecek düzeyde vücutta aşırı yağ birikimi” olarak 

açıklanmaktadır [1,2]. 

Obezite, kardiyovasküler hastalıklar, kanser, kronik böbrek hastalığı, diyabet, metabolik 

sendrom, alkole bağlı olmayan karaciğer yağlanması gibi birçok hastalık için de risk faktörü 

olarak kabul edilmektedir [2].  

Obeziteyi önlemeye ve tedavi etmeye yönelik terapötik yaklaşımlar arasında yaşam tarzı 

değişikliği, ilaç tedavisi ve cerrahi tedavi yer almaktadır. Yaşam tarzı değişikliği, obezite 

gelişiminin önlenmesi ve obez bireylerde kilo kaybını sağlamaya yönelik önemli bir yaklaşım 

olmakla birlikte, uzun dönemde hasta uyumunun zorluğu ve özellikle obezitenin metabolik ya 

da hormonal bozukluklara sekonder olarak geliştiği aşırı obez (beden kitle indeksi>35) 

bireylerde yeterli sonuç elde edilememesi nedeni ile tek başına yeterli olmayabilir. Bu nedenle, 

özellikle aşırı obez bireylerde ilaç tedavisi seçeneği değerlendirilmektedir. Yapılan çalışmalarda 

enerji metabolizmasını kontrol eden birçok hormon, mediyatör ve yolak bulunmaktadır. Bu 

yolaklardan birinin bloke edilmesi diğer sinyal yolaklarının aktivitesini etkileyebilir. Dolayısıyla 

obeziteyi önlemek ve tedavi etmek için kullanılabilen ilaç tedavisinin katkısı, egzersiz ve diyet 

kontrolü ile en fazla %10-15 düzeyine ulaşabilmektedir. Nitekim fiziksel aktivitenin yanı sıra 

orlistat ve liraglutid ile yapılan tedavilerde kilo kaybının %5-10 arasında olduğu görülmüştür 

[3]. Sonuç olarak obezitenin kontrolü için daha etkili ilaçlara halen ihtiyaç duyulmaktadır. 

Cerrahi tedavi ise gelişebilen komplikasyonlar, işlemlerin ortaya çıkardığı riskler ve bazı 

cerrahi işlemler sonrasında hastaların yaşam kalitesinin düşmesi gibi nedenler ile son seçenek 

olarak değerlendirilmektedir [4]. Obeziteyi önlemeye ve tedavi etmeye yönelik etkili ve 

güvenilir yeni ajanlar geliştirebilmek için araştırmalar devam etmektedir. Yeni ajanlar 

geliştirmeye yönelik yapılan çalışmalar arasında; birçok meyve, sebze, tahıl ve baharatlarda 

yaygın olarak bulunan hidroksisinamik asit türevleri de yer almaktadır, kumarik asidin 3T3-L1 

hücrelerinde lipid birikimini azalttığı, başka bir hidroksisinamik asit türevi olan kafeik asidin 

3T3-L1 hücrelerinde aP2 ve Fas gibi adipogenezle ilişkili genlerin ifadesini azaltarak obeziteyi 

önlemeye katkı sağladığı bilinmektedir. Bir hidroksisinamik asit türevi olan ve ülkemizde 

özellikle Akdeniz bölgesinde yaygın olarak yetiştirilen narenciye türlerinde yüksek miktarda 

bulunduğu gösterilen sinapik asidin preadiposit diferansiyasyon ve proliferasyonunu inhibe 

edici etkilerinin olduğu gösterilmiştir [5]. Bununla birlikte, bu etkiye karışan sinyal yolakları 

henüz ortaya konulamamıştır. 
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Obezite gelişiminde rol oynayan moleküler mekanizmalar ve aracılık eden sinyal 

yolakları halen tam olarak açıklığa kavuşturulamamış olmakla birlikte, anti-obezite ajanlarının 

araştırılmasında yaygın olarak kullanılan 3T3-L1 hücre hattında, Hedgehog sinyal yolağı 

aktivasyonun diferansiyasyonu inhibe ederek obeziteyi önlemeye yönelik önemli etkiler 

oluşturabilecek bir sinyal yolağı olduğu bilinmektedir [6]. Literatürde sinapik asidin Hedgehog 

sinyal yolağının aktivasyonu üzerine etkisinin incelendiği çalışma sayısı çok azdır. Bununla 

birlikte yakın zamanda yapılan bir çalışmada sinapik asidin insan saç folikülü kök hücrelerinin 

proliferasyonunu artırdığı ve bu etkiyi kanonik hedgehog sinyal yolağı aktivasyonu aracılığı ile 

oluşturduğu gösterilmiştir [7]. Ayrıca sinapik asidin dermal papilla hücrelerinde Akt yolağı 

aracılığı ile Wnt/β-katenin sinyal yolağı aktivasyonuna yol açtığı da gösterilmiştir [8]. Ancak, 

sinapik asidin preadiposit diferansiyasyonu ve proliferasyonu üzerine etkisine Hedgehog sinyal 

yolağının aracılık edip etmediğini gösteren bir çalışma bulunmamaktadır. Bu amaçla 3T3-L1 

hücrelerinde standart diferansiyasyon, proliferasyon ve migrasyon protokolü üzerine sinapik 

asidin etkisi incelendi ve Hedgehog sinyal yolağı inhibitörü varlığında deneyler sürdürülerek, 

Hedgehog sinyal yolağının karışıp karışmadığı araştırıldı. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMALARI 

2.1. Obezite 

Uzun dönemde gıdalarla alınan enerji harcanan enerjiden fazla olduğunda harcanmayan 

enerji vücutta yağ dokuda depolanır. Bunun sonucunda vücuttaki yağ doku kitlesi artar. Bu 

artışın belirli bir düzeyi geçmesi obezite olarak değerlendirilir [1,9]. Obezite tanım ve 

derecelendirmesi beden kitle indeksi (BKİ)’ne dayanarak “BKİ= Ağırlık (kg) /Boy (m2)” formülü 

ile değerlendirilir (Tablo 2.1). 

Tablo 2.1. Yetişkinler, çocuklar ve adölesanlarda BKİ ile antropometrik değerlendirme [7]. 

 

2.1.1. Obezite Epidemiyolojisi 

2.1.1.1. Dünya’da Obezite  

Obezite, oldukça yaygın görülen bir sağlık sorunudur. NCD-RisC Grubu (Non-

Communicable Diseases Risk Factor Collaboration) tarafından dünya genelinde elde edilen 

verilere göre 1975 yılında yetişkin nüfusta (18 yaş ve üstü) obezite prevalansı erkeklerde %3,2 

ve kadınlarda %6,4 iken 2014 yılında sırasıyla %10,8 ve %14,8’e yükselmiştir [10-12]. 

Küresel Hastalık Yükü Obezite İş Birliği Grubu’nun (The Global Burden of Disease 2015 

Obesity Collaborators) verilerine göre, 2015 yılında dünyada 107,7 milyon çocuk ve 603,7 

milyon yetişkin olmak üzere obez nüfus 711,4 milyona ulaşmıştır [13]. 

Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tahminlerine göre ise, 1975 yılında 5-19 yaş aralığında 

bulunan çocuk ve adölesanların %1’den azı obez iken, 2016 yılında kızların %6’sı, erkeklerin 

%8’i obezdir. Bu yaş grubunda toplamda 124 milyon obez hastanın olduğu ve bu hastaların 41 

milyonunu 5 yaşından küçük çocukların oluşturduğu tahmin edilmektedir. 2016 yılında dünya 

genelinde, yetişkinlerin %39’u fazla kilolu ve %13’ü obezdir [10]. 



Özge KELEŞ, Yüksek Lisans Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2023 

4 
 

Obezite genellikle yüksek gelirli ya da üst-orta gelir grubundaki ülkelerin sorunu olarak 

karşımıza çıksa da gelişmekte olan ülkelerde de obezitenin hızla artacağı öngörülmektedir [14]. 

Amerika Birleşik Devletleri (ABD) Ulusal Sağlık İstatistikleri Merkezi (The National 

Center for Health Statistics (NCHS))’nin 2017-2018 yılı araştırmalarına göre; ABD’de obezite 

prevalansının 20-39 yaş arası erişkinlerde %40, 40-59 yaş arası erişkinlerde %44,8 ve 60 yaş ve 

üstü erişkinlerde %42,8 olduğu hesaplanmaktadır. 2030 yılında pek çok eyalette obezite 

prevalansının %50’ye ulaşacağı tahmin edilmektedir. Avrupa ülkelerinde de benzer prevalans 

istatistikleri söz konusudur [15]. 

2.1.1.2. Türkiye’de Obezite  

Ülkemizde hızla değişen yaşam tarzıyla birlikte obezite, halk sağlığı üzerine ciddi tehdit 

oluşturan ve prevalansı giderek artan bir sağlık sorunu haline gelmiştir. Ülkemizde obezite 

prevalansı kadınlarda daha yüksek olmakla beraber, son yıllarda erkeklerde de hızlı bir artış 

göstermektedir. Türkiye’de 20 yaş ve üstü 24788 kişinin incelendiği Türkiye Diyabet, Obezite ve 

Hipertansiyon Epidemiyolojisi Çalışması’nda obezite prevalansının, 1997-98 yıllarında %22,3 

(kadın %30, erkek %13) olduğu açıklanmıştır [16-18]. 

Türkiye Diyabet, Obezite ve Hipertansiyon Epidemiyolojisi Çalışması-II ve Türkiye 

İstatistik Kurumu (TÜİK) 2016 yılı Adrese Dayalı Nüfus Kayıt Sistemi yaş ve cinsiyet dağılımına 

göre incelendiğinde, ülkemizde obezite prevalansının 20 yaş ve üzeri yetişkinlerde %29,5 

(kadın %35, erkek %23,9) olduğu ve obez birey sayısının ise 15.995.392’ye ulaşmış olduğu 

görülmüştür [19]. 

2023 yılında TÜİK tarafından yayınlanan veriler incelendiğinde 15 yaş ve üstü obez 

bireylerin oranı 2016 yılında %19,6 iken, 2019 yılında %21,1 olduğu ve kadınların %24,8'inin 

obez ve %30,4'ünün aşırı kilolu, erkeklerin ise %17,3'ünün obez ve %39,7'sinin aşırı kilolu 

olduğu açıklanmıştır [19]. 

 Ülkemizde son yıllarda yapılan çeşitli çalışmalar 7-8 yaş grubundaki her 4 çocuktan 

birinin fazla kilolu veya obez olduğunu göstermektedir [18]. 

DSÖ tarafından 2016 yılında yapılan araştırmada Türkiye’nin 16.092.644 obez birey ve 

%29,5 prevalans oranı ile Avrupa’da obezitenin en sık görüldüğü ülke olduğu bildirilmiştir [10]. 

Ekonomik İş birliği ve Kalkınma Örgütü tarafından 2016 yılında, 36 ülkede yapılan 

araştırmada 15 yaş üstü bireylerin obezite prevalansı değerlendirildiğinde, Türkiye’nin %28,8 

ile 6’ncı sırada yer aldığı görülmüştür [20]. 
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2.1.2. Obezite Patogenezi  

Uzun dönemde gıdalarla alınan enerji harcanan enerjiden fazla olduğunda vücutta enerji 

homeostazı bozulur. Obeziteye zemin hazırlayan faktörler arasında; genetik, epigenetik, 

fizyolojik, davranışsal, sosyokültürel ve çevresel (fiziksel aktivite eksikliği, enerji-yoğun 

beslenme, sedanter yaşam tarzı, büyük porsiyonlar) pek çok faktör ve bunlara ek olarak yeme 

bozuklukları da sayılabilir. Ayrıca adipositlerde meydana gelen hipertrofi, hiperplazi ve 

inflamasyon adipoz dokunun yapısında ve adipokinlerin sekresyonunda birçok değişikliğe yol 

açar [21]. 

Çevresel toksinler, beslenme bozukluğu ve obezojenik (yüksek yağlı) diyete maruziyet 

obezite ile ilişkili epigenetik değişikliklere neden olarak yağ dokusunun artmasına yol açabilir 

[21-23]. 

Obezitede aşırı enerji alımına bağlı yağ dokusunun artması iki farklı mekanizma 

aracılığıyla gerçekleşir. Bu mekanizmalardan birisi preadipositlerin adipositlere farklılaştığı 

hiperplazi (hücre sayısı artışı) ve diğer mekanizma olan hipertrofi ise yağ dokudaki olgun 

adipositlerde fazla miktarda yağ birikimi sonucu hücre çaplarının artmasıdır [23-26]. 

Hipertrofi, adipoz doku gelişiminde yağ depolama kapasitesine olan ihtiyacı karşılamak 

için hiperplaziden önce ortaya çıkarken; hiperplazi, adipoz doku gelişiminin yalnızca erken 

aşamalarında ortaya çıkar [27,28]. 

2.2. Adipoz Doku 

Adipoz doku olarak da adlandırılan yağ dokuda sadece adipositler değil makrofajlar, 

endotel hücreler, fibroblastlar ve lökositler gibi farklı hücre grupları da yer alır [29]. 

Yağ dokunun %50'si hipodermiste, %15-20'si üreme organları etrafında, kemik iliğinde 

ve meme dokusunda, %10-15'i omentum ve mezenterde, %12'si böbreklerde %5-8'i kaslarda 

bulunur. Kadınlarda tüm vücut ağırlığının ortalama %22’si, erkeklerde ise tüm vücut ağırlığının 

ortalama %15’i yağ dokudan oluşur. Erkekler daha fazla viseral yağ depolama eğilimindedir, 

aşırı kilo alımı bel çevresinde kalınlaşmaya yol açar. Bununla birlikte, kadınlar kalça ve 

uyluklarda daha fazla deri altı yağ depolama eğilimindedir. Bu farklılıklar, erkekler ve kadınlar 

tarafından üretilen seks hormonlarından kaynaklanmaktadır [30]. 

Sağlıklı bireylerde beyaz yağ dokusu tüm yağ dokusunun yaklaşık %80'ini oluştururken 

[31], kahverengi yağ dokusu toplam yağ dokusunun ortalama %1-2'sini oluşturur. Ancak uzun 

süreli stimülasyonlar, fiziksel aktivitenin azalması, oksidatif stres, hormonal değişiklikler veya 

soğuğa maruziyet gibi bazı durumlarda bu yağ dokularının dağılımı değişebilir [16,17,32,33]. 

https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hipodermis&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Omentum&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mezenter&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/wiki/B%C3%B6brek
https://www.yourhormones.info/glossary/a#abdomen
https://www.yourhormones.info/glossary/a#abdomen
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Yağ dokusunun görevleri arasında enerji depolamak ve organizmanın gereksinim 

duyduğu zaman depolanan yağı serbest yağ asitleri olarak salıvermek, vücudu ve organları 

mekanik dış etkilere karşı korumak, zayıf bir ısı iletkeni olduğu için vücudun ısı yalıtımına katkı 

sağlamak ve derinin kurumasını önlemek sayılabilir [34]. 

Adipoz doku hem lokal (otokrin/parakrin) hem de sistemik (endokrin) etkiler 

gösterebilen ve adipokinler olarak da bilinen çeşitli biyoaktif peptidleri eksprese edebilir ve 

salgılayabilir. Aynı zamanda çok sayıda reseptör içerir. Bu etkileşimli ağ aracılığıyla, yağ dokusu, 

enerji metabolizması, nöroendokrin işlevi ve bağışıklık işlevi dahil olmak üzere çeşitli biyolojik 

süreçlerde de yer alır [35]. 

2.2.1. Adipoz Doku Tiplerinin Sınıflandırılması ve İşlevleri   

Memelilerde yağ dokusu adipositlerin gelişimsel kökenine, hücre kompozisyonuna (lipid 

damlacıkları boyutu, mitokondri sayısı) ve fonksiyonlarına göre beyaz, kahverengi ve bej yağ 

dokusu olmak üzere üçe ayrılır [36]. 

Beyaz yağ doku, nötral yağların depolanması ve gerektiğinde enerji eldesi için serbest 

yağ asitlerinin salıverilmesinden sorumludur, kahverengi yağ doku ise termojenezde görevlidir. 

Bej yağ doku morfoloji ve işlev olarak kahverengi yağ dokusuna benzerken köken olarak beyaz 

yağ dokusuna benzemektedir [37,38].  

Beyaz yağ dokusu memeli vücudunda yaygın bir dağılım gösterirken kahverengi yağ 

dokusu daha sınırlı dağılım gösterir. Yeni doğan bebeklerin büyük interskapular ve perirenal 

kahverengi yağ doku depoları vardır. Yetişkinlerde, servikal, supraklaviküler, aksiller, 

periaortik, paravertebral ve böbreküstü bölgelerde kahverengi yağ doku depoları bulunur. 

Yetişkinlerde kahverengi yağ doku daha soğuk ortamda bulunan bireylerde daha fazladır. 

Kahverengi yağ doku miktarları bireyler arası değişkenlik gösterebilir [32,39-43].  

Beyaz yağ doku hücresi sitoplazmasında az sayıda mitokondri ve unioküler lipid 

damlacığı ve nükleus içerir. Yağ dokunun rengi genellikle hücrelerin yağ damlacıklarında 

çözünen karotenoidlerin varlığına bağlı olarak, beyazdan koyu sarıya kadar değişebilir [37]. 

Kahverengi adipositler ise multiloküler lipid damlacığı ve yüksek sayıda mitokondri içerir. 

Kahverengi yağ doku hücreleri içerdikleri fazla sayıdaki mitokondriye bağlı olarak, 

mitokondriyal enzim olan sitokrom oksidazdaki hem kofaktörlerine sahiptir ve bu nedenle 

makroskobik olarak doku kahverengi görünür [36]. 

Bej adipositler, beyaz adipositler gibi MYF5-negatif mezodermal kök hücreden köken 

alırken, kahverengi adipositler miyojen faktörü 5 (MYF5)-pozitif adipomyoblastlardan köken 

alır [44]. 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Deri


Özge KELEŞ, Yüksek Lisans Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2023 

7 
 

Bej yağ doku hücreleri beyaz yağ doku içinde infiltre olmuşlardır ve fazla sayıda 

mitokondri içerirler. Kronik soğuğa maruz kalma gibi fizyolojik uyaranlara ek olarak, PPARγ 

(Peroksizom proliferatör aktive edici reseptör gama) agonisti içeren farmakolojik tedavi ve β-

adrenerjik stimülasyon, egzersiz, besinsel takviyeler vb. gibi çeşitli uyaranlarla beyaz yağ 

dokunun indüklenerek bej yağ dokuya dönüşebildiği bilinmektedir [45]. 

2.3. Preadiposit Diferansiyasyonu 

Adipoz doku, preadipositler, adipositler, bağışıklık hücreleri, fibroblastlar, adventisyal, 

vasküler düz kas hücreleri ve vasküler endotel hücreleri içeren kompleks bir yapıdır [46-48].  

Yağ dokusu leptin, resistin ve adiponektin gibi birçok adipokin salgılar ve endokrin, 

immün ve metabolik sistemlerde düzenleyici rollere sahiptir [46,49].  

Mezenkimal kök hücrelerin (MKH’ler) adipojenik uyaranların varlığında, adipojenik 

yönlenme ile preadipositlere ve ardından terminal farklılaşma ile preadipositlerin olgun 

adipositlere dönüşmesiyle adipogenez gerçekleşir [48]. Adipogenez yoluyla beyaz yağ doku 

hücrelerinin hiperplazisi ve hipertrofisi obeziteye neden olur [51,52]. 

Adipositlerin diferansiyasyonu üç aşamada gerçekleşir; 

1) Mezenkimal kök hücrelerin adiposit oluşumuna yönelmesi 

2) Mitotik klonal genişleme  

3) Terminal farklılaşma  

Mitotik klonal genişleme evresi DNA replikasyonunu ve hücrelerin duplikasyonunu 

içerirken, terminal farklılaşmada CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) ailesi, PPARγ, asetil 

CoA karboksilaz/ACC, yağ asidi sentaz/FAS ve adiposit yağ asidi bağlayıcı protein/aP2 gibi 

genlerin ve transkripsiyonel faktörlerin ekspresyonu meydana gelir [53-55].  

Terminal farklılaşma aşaması C/EBPβ ekspresyonu, cAMP agonisti ve glukokortikoidler 

gibi bazı moleküller tarafından indüklenir [56,57]. Adiposit diferansiyasyonunun ana 

düzenleyicisi olarak kabul edilen PPARγ, C/EBP'ler ve glukokortikoid reseptörü tarafından 

modüle edilir, PPARγ yokluğunda diferansiyasyonun terminal farklılaşma aşaması in vitro veya 

in vivo olarak gerçekleşemez [58]. Yapılan in vitro çalışmalar, adipogenezi aktive ya da inhibe 

eden birçok ligandın bu etkilerini PPARγ'nın aktivitesini ve ekspresyonunu modüle ederek 

ortaya koyduğunu göstermiştir [59]. Yapılan bir çalışmada, C/EBPα eksikliği olan fare 

embriyonik fibroblastlarında PPARγ'nin aşırı ekspresyonunun, adipogenezi indüklediği 

görülürken, PPARγ eksikliği olan fare embriyonik fibroblastlarında C/EBPα’nın aşırı 

ekspresyonunun diferansiyasyonu gerçekleştirmediği görülmüştür, bu durum PPARγ'nin 

adiposit farklılaşmasını belirleyen ana düzenleyici olduğunu gösterir [60,61].  
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Adipogenez süreci C/EBPβ proteininin aktivasyonu ile başlar ve C/EBPβ ile C/EBPδ 

ekspresyonu, diferansiyasyonun erken evresinde (ilk 2 gün) artarak preadipositlerin olgun 

adipositlere farklılaşma sürecini başlatır, ardından adipogenezin pozitif modülatörleri olan 

C/EBPα ve PPARγ'nın ekspresyonunu indüklerler [62].  

 

Şekil 2.1. Adipogenezde aşamalar [61].  

Adipogenez sırasında hücreler fibroblastik şekillerini kaybederler ve küresel hale 

gelirler bu durum hücre dışı matriste ve hücrelerin hücre iskeleti bileşenlerinde meydana gelen 

değişimlerin bir göstergesidir [55,64]. 

2.4. Sinapik Asit 

Sinapik asit (C11H12O5, 3,5-dimetoksi-4-hidroksisinamik asit, sinapinik asit), şeker 

esterleri (glikozidler) şeklinde veya farklı organik bileşiklerin esterleri olarak bulunabilen bir 

hidroksisinamik asit türevidir [65]. 

Molekül ağırlığı 224,21 g/mol olup, rengi sarı kahverengi ve kristal toz şeklindedir. 

Erime noktası 203-205°C’dir. Sinapik asit suda az çözünür, metanol ve dimetil sülfoksit (DMSO) 

gibi polar çözücülerde iyi çözünür [66].  

Limon, portakal, mandalina gibi turunçgillerde; çilek, ahududu, avokado, armut ve 

mango gibi çeşitli meyvelerde; brokoli, lahana gibi bazı sebzelerde; yulaf, pirinç gibi bazı 

tahıllarda ve biber, fesleğen gibi bazı baharatlarda bulunan sinapik asit fenolik bir bileşiktir 

(Şekil 2.2) [66,67]. 

Öncül Adiposit 

Erken Aşama 

Geç Aşama 

Olgun Adiposit 

Pref 1 

C/EBPβ ve δ 

C/EBPα 

Adiposit Genleri 

Lipojenik Enzimler 

Yağ Asidi Bağlayıcı 

Proteinler 

Diğerleri 

PPARγ 
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Şekil 2.2. Sinapik asidin kimyasal formülü [63]. 

 

 Sinapik asit üzerinde yapılan birçok in vivo ve in vitro çalışmalarda antienflamatuvar, 

antioksidan, antimikrobiyal, anksiyolitik, nöroprotektif, kardiyoprotektif, hepaprotektif, 

antihiperglisemik ve antikanser etkileri de içeren geniş bir yelpazede farmakolojik etkilere yol 

açtığı gözlenmiştir [68,69]. 

Sinapik asit çilekte (450 μg/g) ve kızılcıkta (210 μg/g) yüksek miktarda bulunmaktadır 

[66]. Bunun yanı sıra aromatik bitkilerden biberiye (Rosmarinus officinalis L), kekik (Thymus 

vulgaris L.) ve dereotu (Anethum graveolens L.) oldukça yüksek sinapik asit içeriğine sahiptir 

(sırasıyla kuru ağırlıkları 690 μg/g; 260 µg/g ve 230 µg/g). Cevizin de yüksek miktarda sinapik 

asit içerdiği (348 μg/g) gösterilmiştir [71]. 

Sinapik asit ülkemizde Akdeniz bölgesinde yaygın olarak yetiştirilen limon (Citrus limon 

L.) ve Murcott mandalinada (C. Reticulata) sırasıyla kuru ağırlığı 72,1 μg/g ve 50,1 μg/g olarak 

tespit edilmiştir [72]. 

Ayrıca sinapik asit ve türevleri hardal, anason, turp, brokoli, fesleğen, şalgam, lahana 

türleri, karpuz ve hindistan cevizi gibi çeşitli sebze, meyve ve baharatlarda da yaygın olarak 

bulunur [73]. 
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Tablo 2.2. Bazı besinlerin içerdiği sinapik asit miktarları [71]. 

 Sinapik Asit (µg/g) 

Ahududu (Rubus idaeus L.) 36,89 µg/g 

Armut (Pyrus communis L.) 0,96 µg/g 

Avokado (Persea Americana) 1,93 µg/g 

Çilek (Fragaria ananassa L.) 450,3 µg/g 

Elma (Malus domestica L.) 13,42 µg/g 

Limon (Citrus limon (L.) Burm.f.) 72,1 µg/g 

Mango (Mangifera indica L.) 7,55 µg/g 

Murcott mandalina (C. reticulata x C. sinensis) 50,1 µg/g 

Pomelo (Citrus grandis) 22,2 µg/g 

Portakal (Citrus sinensis) 9,67-17,28 µg/g 

Yaban mersini (Vaccinium myrtillus L.) 1,1–1,2 µg/g 

Brokoli (Brassica oleracea L. var. italica) 25–82 µg/g 

Lahana (Brassica oleracea var. capitata) 2,42 µg/g 

Sarımsak (Allium sativum L.) 0,5 µg/g 

Adaçayı (Salvia officinalis L.) 280 µg/g 

Anason (Pimpinella anisum L.) 100 µg/g 

Biber (Capsicum) 100 µg/g 

Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) 690 µg/g 

Defne yaprağı (Laurus nobilis) 135 µg/g 

Dereotu (Anethum graveolens L.) 230 µg/g 

Fesleğen (Ocimum basilicum L.) 150 µg/g 

Kekik (Thymus vulgaris L.) 260 µg/g 

Pirinç (Zizania aquatica L.) 1,05 µg/g 

Yulaf ( Avena sativa L.) 56,05 µg/g 

Hindistan Cevizi (Myristica fragrans) 348 µg/g 
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Literatürde sinapik asidin etkilerinin incelendiği hücre kültür çalışmaları oldukça kısıtlı 

sayıdadır. Bununla birlikte, yakın zamanda yapılan bir çalışmada sinapik asidin 3T3-L1 

hücrelerinin viabilitesi üzerine etkisi değerlendirilmiştir. Çalışmada diferansiyasyon 

protokolünün belirli zaman aralıklarında (48 saat veya 10 gün) uygulanan sinapik asidin (100, 

250, 500, 750 ve 1000 µmol/ml) hücre viabilitesini olumsuz etkilemediği gösterilmiştir.  Aynı 

çalışmada sinapik asit uygulamasının 3T3-L1 hücre proliferasyonunu inhibe ettiği 

gösterilmiştir. Farklılaştırma protokolü uygulanan 3T3-L1 hücrelerinde ise sinapik asit 

uygulamasının diferansiyasyon belirteçlerinden sayılan PPARγ, C/EBPβ ve SREBP-1c gibi 

adipojenik transkripsiyon faktörü genlerinin ekspresyonu üzerine etkileri değerlendirildiğinde 

1000 µM sinapik asit uygulanan adipositlerde, PPARγ ve C/EBPβ mRNA seviyelerinde 50 kat ve 

SREBP-1c mRNA seviyesinde 70 kat azalmaya neden olduğu gösterilmiştir [74]. Yakın zamanda 

yapılan bir başka çalışmada ise sinapik asidin (100-1000 μM) 3T3-L1 hücrelerinde palmitik asit 

uygulaması ile indüklenen mitotik klonal ekspansiyonu konsantrasyon bağımlı olarak anlamlı 

şekilde inhibe ettiği bulunmuştur. Sinapik asit, palmitik asidin neden olduğu 3T3-L1 

hücrelerinin diferansiyasyonundaki artışı da konsantrasyon bağımlı şekilde anlamlı olarak 

baskılamıştır. Çalışmada preadipositlerin diferansiyasyon protokolü sırasında palmitik asit (100 

μM) uygulamasının ekspresyonlarını indüklediği adipojenik transkripsiyon faktörlerinden 

PPARγ dışında tüm transkripsiyon faktörlerinin (C/EBPα ve SREBP-1c, FAS ve NOX4) 

ekspresyonunda anlamlı azalmaya neden olduğu gösterilmiştir [75]. Bununla birlikte, her iki 

çalışmada da sinapik asidin etkisine aracılık eden downstream yolaklar ortaya konulmamıştır. 

2.5. Hedgehog Sinyal Yolağı 

1970’lerin sonlarında Avrupa Moleküler Biyoloji Laboratuvarında, Christiane Nüsslein-

Volhard ve Eric F. Weischaus tarafından meyve sineği Drosophila melanogaster üzerinde 

yapılan ve embriyojenik gelişim sırasında Drosophila larvasının vücut segmentasyonu üzerine 

doğrudan etkili 50’den fazla farklı gen belirlenmiştir. Bu genlerde mutasyon meydana 

geldiğinde meyve sineği larvaları kirpilerdekine benzer dikensi yapılar geliştirmiş ve bu 

gözlemden yola çıkılarak keşfedilen bu genlere Hedgehog (kirpi) ismi verilmiştir [78,79]. 

Hedgehog geni, embriyonik gelişim ve hücre farklılaşması süreçlerinde önemli rol 

oynayan bir gen ailesidir. Bu gen ailesi, omurgalı ve omurgasız organizmalarda gelişim ve hücre 

farklılaşması süreçlerinde rol oynar. Hedgehog geni, morfogenik Hedgehog proteini üretmek 

için kodlanır. Hedgehog proteini, embriyonik gelişimde hücre farklılaşmasını düzenler, organ 

oluşumunu kontrol eder ve doku onarımı ile rejenerasyon süreçlerine katkıda bulunur. Ayrıca, 

Hedgehog proteini hücre büyümesini düzenler [6]. 

Hedgehog proteini, hücre içinde bir dizi post-translasyonel modifikasyon geçirerek aktif 

hale gelir ve hücre zarında yer alan ilgili reseptöre bağlanarak hedef hücrelerdeki downstream 
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sinyal yolaklarının aktive olmasını ve hedef gen ifadelerinin düzenlenmesini sağlar. Hedgehog 

geni ve Hedgehog proteini birçok organizmada evrimsel olarak korunmuş olan önemli bir sinyal 

yolağında rol oynarlar. Bu sinyal yolunun düzenlenmesinde meydana gelebilecek düzensizlikler 

doğum kusurları ve kanser ve gibi bir dizi sağlık sorununa yol açabilir. Bu nedenle Hedgehog 

geni ve Hedgehog proteini, bilimsel araştırmaların ve ilaç geliştirme çalışmalarının odak 

noktalarından biridir [6]. 

Yapılan araştırmalarda vertebralılarda 3 paralog (yapısal olarak benzer fakat özdeş 

olmayan işlevlere sahip homolog proteinler) Hedgehog geni bulunduğu belirlenmiş ve bu 

genlerden ilki Sega firmasının ‘’Sonic the hedgehog’’ isimli video oyun kahramanından 

esinlenilerek “Sonic Hedgehog” (SHH) olarak isimlendirilmiş, diğer iki gen ise sırasıyla “Indian 

Hedgehog” (IHH) ve “Desert Hedgehog” (DHH) olarak adlandırılmıştır. Hedgehog sinyal 

yolağında Patched1 (PTCH1) ve Patched2 (PTCH2) reseptörleri, Frizzled (F sınıfı) G protein-

kenetli bir reseptör olan ve sineklerden insanlara kadar çok geniş bir yelpazede eksprese edilen 

Smoothened (SMO) proteini ve gliomla ilişkilendirilmiş onkojen 1-2 ve 3 olmak üzere üç 

transkripsiyon faktörü (Gli1, Gli2, Gli3) görev alır [80]. 

Hedgehog genleri arasında embriyo ve erişkin dokularında en sık eksprese edilen Sonic 

hedgehogdur [81]. 

Hedgehog proteinleri hücre proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu, doku paterninin 

oluşumunu yönetmektedir. Sineklerde Hedgehog sinyali doğru segmentleşmeyi ve kanatların 

gelişimini kontrol ederken vertebralılarda sağ-sol asimetrisini, ekstremitelerin, iskelet 

sisteminin, kas yapılarının, gözlerin, akciğerlerin, dişlerin, sinir sisteminin ve bağırsakların 

oluşumunu, sperm ve kıkırdak diferansiyasyonunu indüklemektedir. Hedgehog sinyal 

yolağındaki defektler fetusta beyin, yüz ve diğer orta hat anomalilerine neden olmaktadır. Ön 

beyin gelişim bozukluğu sonucu oluşan holoprosensefali (fetüste erken embriyonik evrede ön 

beyin gelişiminin sekteye uğraması sonucunda hemisferlerin ayrılmasında bozukluk ile 

karakterize yapısal bir beyin anomalisi), ayrıca mikroensefali ve siklopi (orbitaların 

bölünmesinde bozukluk sonucu birbirine çok yakın iki orbita ya da tek orbita bulunması ile 

karakterize nadir bir konjenital sendrom), burun gelişiminin olmaması ve yarık damak bu 

anomalilere örnek olarak verilebilir [82-84]. 

Hedgehog yolağının stimülasyonunun anjiogenez ve yara iyileşmesini indüklediği 

gösterilmiştir. Memelilerde Hedgehog sinyal yolağının anormal aktivasyonunun bazal hücreli 

karsinoma, medulloblastoma, pankreas, meme, prostat, akciğer kanserlerinin gelişimi ile ilişkili 

olabileceği düşünülmektedir [83,84]. 
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Hedgehog proteininin sentezi, çeşitli hücresel ve moleküler mekanizmalar tarafından 

düzenlenir ve embriyonik gelişim, yaralanmalar, yaralanma sonrası dokulardaki inflamatuar 

veya rejeneratif süreçler, oksidatif stres veya inflamasyon gibi bazı hücresel stres durumları 

Hedgehog proteinlerinin sentezini başlatabilir. Hedgehog proteininin sentezi, hücrenin 

sitoplazmasında yer alan ribozomlarda başlar. Sentez, genetik bilginin mRNA (messenger RNA) 

tarafından ribozomlara taşınması ve amino asitlerin doğru sıralamasına göre sentezlenmesiyle 

endoplazmik retikulumda (ER) gerçekleşir [85]. 

Hedgehog proteini, endoplazmik retikuluma yönlenme için N-ucunda bir sinyal peptidi 

segmenti içerir. Bu sinyal peptidi endoplazmik retikulumun membranında yer alan özel 

translokon kompleksi tarafından sağlanır. Endoplazmik retikulum lümenine geçen Hedgehog 

proteinleri işlenerek, Hedgehog proteininin aktif formuna dönüşmesini sağlar. İşlenmiş 

Hedgehog proteinleri endoplazmik retikulumdan eksositoz ile hücre dışına salınır. Hedgehog 

proteinlerinin salınmasının ardından, alıcı hücrelerde bulunan Hedgehog reseptörleri 

proteinlerini tanır ve etkileşime girer [85]. 

Hedgehog proteinleri, amino-terminal 'Hedge' alanı (HhN, 20 kDa) ve karboksi-terminal 

'Hog' alanı (HhC, 26 kDa) olmak üzere iki farklı alandan oluşur [86]. 

 
Şekil 2.3. Hedgehog proteinlerinin yapısal özellikleri. Sinyal sekansı (SS, Signal Sequence, sarı), amino 

terminal alanı (HhN), karboksi terminal alanı (HhC) bulunur. Karboksi terminal alanı iki bölgeye ayrılır; 

ilk üçte ikilik peptid dizisi HINT olarak adlandırılır ve kalan üçte birlik kısımda sterol tanıma bölgesi 

(sterol recognition region, SRR) veya Eklenti tanıma bölgesi (adduct recognition region, ARR) bulunur 

[86-88]. 

Hedgehog protein yapısında bulunan SS alanı hedgehog proteinin endoplazmik 

retikuluma translokasyonunda görev alır. Hedge alanı biyolojik sinyal aktivitesine sahipken, 

Hog alanı Hedgehog proteinin iki parçaya ayrılarak HhN'ye bir kolesterol parçası eklenmesini 

sağlayan otokatalitik karboksi terminal alana sahiptir. HINT alanı hedgehog proteinin N' Hedge 

alanından ayrılmasını sağlar. HINT alanını bir kolesterol bağlama alanı takip eder bu kısım 

Hedgehog proteinlerinde kolesterolü bağlar ve sterol tanıma bölgesi (sterol recognition region, 

SRR) veya Hedgehog dışındaki diğer Hog proteinlerinde eklenti tanıma bölgesi (adduct 

recognition region, ARR) bulunur, ARR bölgesine bağlanan eklentinin ne olduğu henüz açık 

değildir [86,88,89]. 

Hedge Hog SS 

HINT SRR/ARR 
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Şekil 2.4. Hedgehog proteininin otoproteolitik aktivasyonunun aşamaları [Varjosalo 2008’deki 

değişikliklerle yeniden çizildi]. 

Hedgehog endoplazmik retikulumda, yapısında N-terminal sinyal bölgesi olan HhN ve 

herhangi bir polipeptidden kimyasal olarak ayrılabilme veya peptidleri birbirine bağlayabilme 

özelliklerine sahip HINT/HOG intein bölgesine sahip HhC bölgelerini içeren bir prekürsör 

protein olarak sentezlenir [91]. 

Hedgehog prekürsörü çeşitli aşamalardan geçerek otoproteolitik olarak aktive olur. 

Aktivasyonun birinci basamağında prekürsör Hedgehog proteinin yapısında bulunan HhN 
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terminalinden önce gelen ve Hedgehog proteinini endoplazmik retikulum lümenine yönlendiren 

SS bölgesi bir sinyal peptidaz tarafından kesilir. Böylece palmitoilasyon için kritik önemde olan 

sistein rezidüsü HhN polipeptidinin ilk amino asidi konumuna gelir [90]. 

2. adımı Hedgehog'un C-terminalinde yer alan HINT bölgesi katalize eder. Bu sürecin ilk 

aşamasında sistein ve glisin amino asitleri arasındaki peptid bağı bir tiyoester oluşturacak 

şekilde yeniden düzenlenir (N-S asil kayması). Kolesterolizin ilk adımı olan N-S asil kayması için 

HINT alanının gerekli olduğu ortaya konulmuştur. Kolesterol bağlanmasında SRR alanı rol 

oynar. Eklenen kolesterol molekülünün 3β-OH grubunun oksijeni HhN alanında yer alan 

tiyoester grubunun karbonilinden kükürtü koparır ve Hedgehog prekürsörünü, HhN'ye ve 

serbest HhC'ye ayırır. Sadece Hedgehog proteinlerine özgü olarak kolesterol tarafından 

gerçekleştirilen bu otoproteolitik ayrılma peptid bağı kolesterolizi olarak adlandırılır. Kolesterol 

modifikasyonu HhN’nin plazma membranına bağlanmasına yardımcı olur. Kolesterolün yanı 

sıra 3β-OH grubuna sahip birçok sterol, Hedgehog modifikasyonunu yönlendirebilir [81,93]. 

.  

Şekil 2.5. Kolesteroliz aşamaları [90].  

Hedgehog prekürsörünün aktivasyonu için gerekli iki lipid modifikasyonundan biri 

kolesterol modifikasyonunu sağlayan kolesteroliz, diğeri ise N terminal palmitoilasyondur. Yağ 

asidi modifikasyonundan (palmitioilasyon) farklı olarak, kolesterol modifikasyonu için hiçbir 

kofaktör veya yardımcı protein gerekmez, katalizör Hedgehog proteininin kendisidir. Yapılan 

mutagenez çalışmaları sonucunda kolesterolizin azaltılmasıyla Hedgehog ligand 

salıverilmesinin de azaldığı, Hedgehog ligandlarının erken degradasyonuna yol açtığı ve böylece 
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sinyal akışının bozulduğu göz önüne alındığında kolesterolizin Hedgehog proteinin 

aktivasyonunda kritik bir role sahip olduğu düşünülmektedir. Kolesterol modifikasyonunun 

Hedgehog sinyalini 10 katın üzerinde artırdığı görülmüştür [94-97]. 

Aktivasyon sürecinin 3. adımı sineklerde Skinny hedgehog, omurgalılarda Hedgehog 

açiltransferaz (HHAT) olarak adlandırılan endoplazmik retikulumda yerleşik, zara bağlı olarak 

bulunan O-asiltransferaz tarafından katalize edilir. HHAT aracılığıyla gerçekleşen N-terminal 

sisteinin tiyol grubu ile palmitoil koenzim A arasındaki tiyoester değiş tokuş reaksiyonu 

sonucunda palmitoil ile HhN arasında amid bağı oluşarak, HhN bölgesi N-terminaline palmitik 

asit eklenir. Bu olaya palmitoilasyon denir [95].  

Palmitoilasyon, Hedgehog sinyal yolağı açısından kritik öneme sahiptir. Yapılan in vitro 

deneylerde Hedgehog’un palmitoilasyonu ile hidrofobisitesinin artması sonucu proteinin 

aktivitesinin 30 kata kadar artabildiği gösterilmiştir. Bunun yanı sıra her ne kadar Hedgehog 

sinyal yolağı aktivasyonu için şart olmasa da, Hedgehog proteinlerinin yüksek molekül 

ağırlığına sahip solubl multimerik kompleksler oluşturması için de palmitoilasyon gereklidir 

[98,99].  

HhC alanı; HhN kolesterolizasyonunu tamamladıktan sonra endoplazmik retikulum 

ilişkili degradasyon (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation-ERAD) ile yıkılır. ERAD, 

HhC’nin yanı sıra sentez sırasında oluşabilen kolesteroliz kusuru bulunan Hedgehog 

prekürsörlerinin de yıkımını gerçekleştirir [100].  

HhN peptidinin sistein amino asidine palmitat ve glisin amino asidine kolesterol 

bağlanması ile Hedgehog aktif sinyal molekülü oluşur ve aktif Hedgehog proteinleri hücre 

içindeki kesecikler veya veziküller aracılığıyla hücre zarına, oradan da hücre dışına salıverilir. 

Sahip olduğu iki lipid molekülü nedeni ile oldukça hidrofobik yapıdaki Hedgehog proteinleri 

hücre membranına bağlı durumdadır. Hedgehog proteinlerinin oluşturduğu sinyal 

transdüksiyonu temel olarak kısa ya da uzun mesafeli olarak gerçekleşebilir. Kısa mesafeli 

sinyal transdüksiyonunda Hedgehog proteinleri tarafından bitişik hücrelere direkt temas yolu 

ile justakrin sinyal aktarımı gerçekleşebilir. Bu mekanizma için aracı proteinlerin varlığı gerekli 

değildir. Bununla birlikte aköz bir ortam olan ekstrasellüler aralıkta Hedgehog proteinlerinin 

taşınarak uzun mesafeli sinyal aktarımının gerçekleşebilmesi için birtakım şaperonların varlığı 

gereklidir. Öncelikle yüksek düzeyde hidrofobik yapıdaki Hedgehog proteinlerinin membrandan 

ayrılması ve sonrasında taşınma için lipid eklentilerin bazı yapılar içerisinde korunarak 

transportun gerçekleşmesi sağlanır. Transmembran bir protein olan Dispatched (DISP1) 

Hedgehog proteininin yapısındaki kolesterol eklentisine bağlanarak plazma membranından 

ayrılmasını ve taşıyıcı proteinlere bağlanmasını organize eder. Hedgehog proteinlerinin 

bağlandığı taşıyıcılar lipoproteinler, Scube ailesi sekrete proteinler, ekstrasellüler vesikülleri 
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içerir: Bu taşıyıcıların yanı sıra, Hedgehog proteinleri ekstrasellüler ortamda hidrofobik lipid 

eklentilerinin iç kısmında yer aldığı multimerik oluşumlar halinde organize olarak da hedef 

hücrelere taşınabilirler. Hedgehog proteinlerinin hücreler arası taşınmasına aracılık eden diğer 

önemli mekanizma ise yapısında bir veya daha fazla heparan sülfat glikozaminoglikan yan 

zinciri içeren heparan sülfat proteoglikanlarına bağlanmasıdır. Henüz tüm detayları açıklığa 

kavuşturulamayan bu yolun Hedgehog proteinlerinin taşınmasında önemli rol oynadığı 

gösterilmiştir. İlginç olarak, membrana bağlı Hedgehog proteinleri uzun, aktin esaslı hücresel 

uzantılar olan sitonemler aracılığı ile membrandan ayrılmadan uzaktaki hedef hücrelere 

taşınabilirler [101].  

Hedgehog sinyal yolağı, hedef hücrelerde kanonik ve non-kanonik olarak adlandırılan iki 

farklı yolla aktive olabilir. 

Kanonik Hedgehog Sinyal Yolağı (PTCH/GLI Yolağı) 

Kanonik Hedgehog sinyal yolağı, Hedgehog ligandının hücre zarındaki PTCH 

reseptörüne bağlanmasıyla başlar. Bu yolağın aktivasyonu hücre proliferasyonu ve survivalini 

promote eden GLI transkripsiyon faktörlerinin aktivasyonu ile sonuçlanır [98].  

Hedef hücrelerde Hedgehog ligandı yokluğunda PTCH, yoğunlukla primer silyumda 

bulunurken smoothened intrasellüler kompartmanlara lokalize durumdadır ve SMO’nun inhibe 

durumda tutulmasını sağlamaktadır. Hedgehog ligandının bağlanması, PTCH reseptörünü inhibe 

eder. Bunun sonucunda SMO’nun inhibisyonu ortadan kalkar ve Hedgehog bağlı PTCH 

silyumdan uzaklaşarak degrade edilirken, aktive Smoothened silyuma akümüle olur [98].  

Aktive olan Smoothened reseptörü, SUFU (Suppressor of Fused) proteini ile etkileşime 

girer. Fizyolojik koşullarda SUFU, GLI transkripsiyon faktörlerini baskılayarak onların çekirdeğe 

taşınmasını engeller. Aktive Smoothened, SUFU'nun inhibisyonunu ortadan kaldırarak GLI 

transkripsiyon faktörlerinin serbest kalmasını sağlar. Serbest bırakılan GLI transkripsiyon 

faktörleri, çekirdeğe doğru taşınır. Çekirdekte, GLI faktörleri bazı hedef genlerin 

transkripsiyonunu düzenler. Hedgehog sinyal yolunun etkisiyle hedef genlerin ekspresyonu ve 

bu genlerin kodladığı proteinlerin sentezi değişir. Bu da çeşitli biyolojik yanıtlara yol açar. 

Örneğin, hücre farklılaşması, hücre büyümesi, hücre hayatta kalması, doku onarımı ve organ 

gelişimi gibi süreçler Hedgehog sinyal yolunun etkisiyle düzenlenir [98].  

Non-kanonik Hedgehog Sinyal Yolağı 

Non-kanonik Hedgehog sinyali, Hedgehog sinyal yolunun geleneksel veya "kanonik" 

olarak adlandırılan yoldan farklı bir mekanizma üzerinden işleyen bir sinyal yoludur. Kanonik 

Hedgehog sinyal yolunun aktivasyonu GLI transkripsiyon faktörlerini etkinleştirirken, non-

kanonik Hedgehog sinyali aktivasyonu, Smoothened ve GLI sinyal transdüksiyonu olmadan da 
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gerçekleşebilen bir dizi sinyal yolunu içerir [102].  

GLI’den bağımsız olarak etki oluşturan nonkanonik Hedgehog sinyali iki şekilde 

gerçekleşir. Tip 1 non-kanonik Hedgehog sinyal yolağı SMO’nun aktin hücre iskeleti ve hücre içi 

Ca2+ düzeylerini modüle etmesi yolu ile etki oluştururken tip 2 non-kanonik Hedgehog sinyal 

yolağı aktivasyonu SMO’dan bağımsızdır. Hedgehog ligandı PTCH’e bağlandığında siklin B1 ile 

PTCH’nin etkileşimini bozar, bunun sonucunda hücre survivali ve proliferasyonu indüklenir 

[102]. PTCH, SMO'dan bağımsız olarak apoptozis, hücre döngüsü düzenlemesi, hücre 

migrasyonu gibi süreçleri etkileyebilir [104].  

Non-kanonik Hedgehog sinyalizasyonu hala tam olarak anlaşılmamış olsa da, 

araştırmalar bu sinyal yolunun gelişim, doku homeostazı, apoptozis, hücre proliferasyonu, 

hücre migrasyonu gibi birçok biyolojik süreci etkileyebildiğini göstermektedir [104].  

2.6. Hedgehog Sinyal Yolağının Hücresel Süreçlere Etkisi 

Proliferasyon 

Hücre proliferasyonu, hücrelerin çoğalması veya çoğalma yeteneğidir. Hücreler normal 

bir hücre döngüsü sürecinde bölünerek ve yeniden çoğalarak büyürler. Hücre proliferasyonu 

normal büyüme ve gelişmenin yanı sıra yaraların iyileşmesi, dokuların ve organların 

yenilenmesi gibi süreçlerde önemli bir rol oynar. Ancak, hücre proliferasyonu kanser gibi 

patolojik durumların da temel bir özelliğidir. Kanser hücreleri, normal hücrelerden farklı olarak 

kontrolsüz ve düzensiz bir şekilde çoğalabilir [105]. 

Hedgehog sinyal yolu hücrelerin çoğalmasını, farklılaşmasını ve doku oluşumunu 

düzenleyen önemli bir sinyal yolağıdır. Hedgehog sinyal yolağının aşırı veya anormal 

aktivasyonu, hücre proliferasyonunu düzenleyen dengeyi bozabilir ve kanser gibi patolojik 

durumların ortaya çıkmasına neden olabilir. Örneğin, pankreas adenokarsinomunun köken 

aldığı Panc-1 hücre hatlarında, resveratrol uygulamasının Hedgehog sinyal yolunu inhibe 

ederek hücre proliferasyonunu inhibe edebileceği düşünülmüştür [106]. Ayrıca fare modeli 

üzerinde Hedgehog sinyal yolu inhibitörü olan GANT-61 uygulamasının hem in vitro hem de in 

vivo olarak mide kanseri hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği, Hedgehog sinyal yolu 

aktivasyonunun ise proliferasyonu artırdığı gösterilmiştir [107]. 

3T3-L1 hücre kültüründe yapılan bir çalışmada Hedgehog sinyal yolunun negatif bir 

düzenleyicisi olan HHIP’in (Hedgehog interacting protein) adiposit proliferasyonunu inhibe 

edebildiği gösterilmiştir [108]. İnsan mezenkimal kök hücreleri ile yapılan bir çalışmada 

Hedgehog sinyal inhibitörü olan siklopaminin hücre proliferasyonunu azalttığı gösterilmiştir 

[109]. 
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Diferansiyasyon 

Hedgehog sinyal yolunun birçok hücre tipinde diferansiyasyon için kritik önemde 

olduğu gösterilmiştir. Hedgehog sinyal yolu aktivasyonu saç folikülünde saç tellerinin 

büyümesinde rol alan keratinositlerin farklılaşmasını, dorsoventral farklılaşma ve nöral tüpün 

farklılaşmasını promote ederken aynı zamanda Hedgehog sinyal yolağının aşırı aktivasyonu 

epidermisin alt tabakasında bulunan bazal hücrelerin diferansiyasyonunu azaltarak hücrelerin 

normal epidermal hücrelere dönüşmesini engelleyerek bazal hücre karsinomaya neden olabilir 

[110,111]. Bunun yanı sıra Hedgehog sinyal yolunun inhibisyonunun da hücre 

diferansiyasyonunu azalttığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır. Yakın zamanda yapılan bir 

çalışmada Hedgehog sinyal yolağının alt efektörü Smoothened antagonisti BMS-833923’ün 

insan kemik iliği kökenli insan mezenkimal kök hücrelerinin osteoblastik diferansiyasyonunu 

azalttığı gösterilmiştir [112]. 

Preadiposit diferansiyasyonu üzerine Hedgehog aktivasyonunun süprese edici etkisi 

bulunduğunu gösteren çalışmalar bulunmaktadır. Yakın zamanda yapılan ve Hedgehog 

aktivatörü purmorfamin ve Hedgehog inhibitörü siklopaminin primer domuz mezenkimal kök 

hücrelerinin adipojenik diferansiyasyonu üzerine etkilerinin değerlendirildiği bir çalışmada 

Hedgehog sinyal yolağı aktivasyonunun adipojenik diferansiyasyonu süprese ettiği, 

inhibisyonunun ise adiposit diferansiyasyonunu artırdığı gösterilmiştir [113]. Bununla birlikte 

Hedgehog sinyal yolağının preadiposit diferansiyasyonu üzerine etkisi ile ilgili sonuçlar 

çelişkilidir. Cousin ve ark. 3T3-L1 preadipositlerinde Hedgehog inhibitörü siklopamin 

uygulamasının diferansiyasyonu artırmadığını bildirmişlerdir. Bunun yanı sıra siklopaminin 

adipojenik transkripsiyon faktörlerinden C/EBPα ve antiadipojenik bir transkripsiyon faktörü 

olan Pref-1 düzeyleri üzerinde herhangi bir etkisinin bulunmadığını göstermişlerdir [114]. Buna 

karşıt olarak Hedgehog inhibitörü siklopaminin insan yağ doku kökenli multipotent mezenkimal 

kök hücrelerinin diferansiyasyonunu anlamlı şekilde baskıladığı ve bu bulguyu destekleyecek 

şekilde Hedgehog aktivatörü purmorfaminin adiposit diferansiyasyonunu baskıladığı ortaya 

konulmuştur [115]. 

Migrasyon 

Migrasyon, hücrelerin bir yerden başka bir yere doğru hareket etme sürecidir. Bu süreç, 

embriyonik gelişim sırasında hücrelerin doğru konumlarına yerleşmeleri, doku onarımı ve 

organ oluşumu gibi birçok biyolojik süreçte önemlidir. Hedgehog sinyal yolağı, embriyonik 

gelişim sürecinde hücrelerin doğru yerleşimini ve farklılaşmasını düzenleyen sinyal 

mekanizmalarından biridir [116]. 
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Yağ dokunun gelişimi sırasında ilk aşamada preadipositlerin yağ hücresi kümelerine 

migrasyonun gerçekleştiği ve ardından diferansiye olarak adipositleri oluşturdukları 

bildirilmiştir [117]. Bunun yanı sıra yüksek miktarda yağ doku kitlesinin varlığı ve iskelet 

kaslarının zayıflığı ile karakterize bir klinik durum olan sarkopenik obezitede iskelet 

kaslarındaki ektopik yağ doku birikiminin yağ dokudan migrate olarak kas dokuyu infiltre eden 

ve burada diferansiye olarak olgun adipositlere dönüşen preadipositler tarafından 

oluşturulduğu gösterilmiştir. Yağ dokunun mezenkimal kök hücrelerden zengin bir doku olduğu 

ve subkütan yağ dokudan preadipositlerin dolaşıma salıverildiği bulunmuştur [118]. Yakın 

zamanda yapılan bir çalışmada yüksek yağ içerikli diyetle beslenen farelere CXCR4 (CXC 

chemokine receptor 4) antagonisti uygulanmasının mezenterik ve subkütan yağ doku 

mezenkimal hücre içeriğinde hızlı ve belirgin bir azalmaya yol açtığı ve bu azalmanın hücre 

ölümüne ya da uygulanan antagonistin mezenkimal hücre fenotipinde bir değişikliğe değil, 

mezenkimal kök hücrelerin yağ dokudan salıverilmesine bağlı olduğu gösterilmiştir. Bunu 

destekleyecek şekilde, CXCR4 antagonisti uygulanan farelerde iskelet kasında ektopik yağ 

birikimi saptanmıştır [119]. Yağ dokunun inert bir yapı değil değişen koşullara göre büyük bir 

plastisite gösterebilen dinamik bir doku olduğu bilinmektedir. Konjenital lipodistrofi, Cushing 

sendromunda gözlenen lipodistrofi, uzun süreli kortikosteroid ya da kullanımı, HIV 

enfeksiyonlarının tedavisi için kullanılan proteaz inhibitörlerinin advers etkisi olarak gelişen 

lipodistrofide vücuttaki yağ doku dağılımının belirgin ölçüde değiştiği bilinmektedir. Bunun 

yanı sıra yaşlanma da yağ doku dağılımını önemli ölçüde değiştirmektedir. Yaşlılıkla birlikte 

deri altı yağ doku miktarı azalırken viseral ve iskelet kasında ektopik yağ doku birikimi de 

görülmektedir. Bu değişikliklerin gerçekleşmesi lipoliz, hipertrofi, hiperplazi gibi 

mekanizmaların yanı sıra preadiposit migrasyonunu da içeriyor gibi görünmektedir [120-122]. 

Hücresel gelişim süreçlerinde önemli bir rol oynayan Hedgehog sinyal yolağının 

migrasyon üzerindeki etkisi hedef hücre tipine göre değişiklik gösterebilir. Hedgehog sinyal 

yolunun aktivasyonu bazal hücreli karsinom gibi bazal hücre kökenli cilt kanserlerinde, koku 

alma işlevini yerine getiren olfaktör nöronların burun boşluğundan beyine doğru göç 

etmesinde, germ hücrelerinin gonadlara doğru göçünde rol oynarak migrasyonu artırabilir 

[116,123,124]. İnsan mide epitel hücre hattı GES-1 üzerinde yapılan bir çalışmada Hedgehog 

sinyal yolunun baskılanmasının GES-1 hücrelerinin migrasyonunu azalttığı gösterilmiştir [125]. 

Bununla birlikte preadiposit migrasyonu üzerine Hedgehog sinyal yolunun etkileriyle ilgili 

yeterli çalışma bulunmamaktadır. 

2.7. Vismodegib 

Küçük moleküllü Hedgehog sinyal yolağı inhibitörü olan vismodegib, DMSO ve etanolde 

iyi, suda az çözünen, molekül ağırlığı 421.2971 g/mol olan bir etkin maddedir. Benzanilidler 
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olarak bilinen organik bileşikler sınıfına ait olan Vismodegibin molekül formülü şu şekildedir; 

C19H14Cl2N2O3S [121]. 

 

Şekil 2.6. Vismodegib kimyasal yapısı 

Vismodegib radyoterapi ya da cerrahi tedavi endikasyonu olmayan ilerlemiş ya da 

metastatik bazal hücreli karsinom hastalarında klinikte kullanıma sunulan ilk Hedgehog 

inhibitörüdür [126]. Vismodegib GDC-0449 kodu ve Erivedge ticari ismi ile 2012 yılında FDA 

(Food and Drug Administration) ve 2013 yılında EMA (European Medicines Agency) tarafından 

antineoplastik bir ajan olarak onay almıştır [127,128]. 

Vismodegib antineoplastik etkisini, Hedgehog sinyal yolağında rol alan Smoothened 

proteinine bağlanıp aktivasyonunu engelledikten sonra hedgehog sinyal transdüksiyonunu 

bloke ederek gösterir. Smoothened aktivasyonu hedgehog sinyal iletimi ile birlikte, GLI 

transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonuna, nükleer lokalizasyonuna ve hedgehog hedef 

genlerinin indüklenmesine neden olur. Bu genlerin birçoğu sağkalım, çoğalma ve farklılaşmada 

rol oynar [127]. 

Caco-2 ve HT-29 insan kolon kanseri hücre hatları [129] ve pankreas hücre hatları olan 

AsPC-1, PANC-1 and MIA PaCa2 hücrelerinde yapılan çalışmalarda vismodegib uygulamasının 

hücre proliferasyonunu azalttığı gözlenmiştir [129]. Vismodegib’in bazal hücreli karsinomada 

da hücre proliferasyonunu baskılayarak anti-tümör etki gösterdiği ortaya konulmuştur [126]. 

Yakın zamanda yapılan bir çalışmada ise gebe ICR farelerine vismodegib uygulamasının 

mezenkimal kök hücre proliferasyonunu azaltarak mandibula gelişimini bozduğu ve 

embriyolarda mikrognati oluşmasına yol açtığı gösterilmiştir [131]. Bununla birlikte preadiposit 

proliferasyonu üzerine vismodegibin etkisinin incelendiği bir çalışma bulunmamaktadır. 3T3-L1 

hücre hattında yapılan bir çalışmada sülforafen uygulamasının adipogenezi baskıladığı ve bu 

etkisinin Hedgehog sinyal yolu inhibitörü olan vismodegib ön uygulaması ile ortadan kalktığı 

gösterilmiştir [132]. Ancak, vismodegibin adipogenez üzerine etkisinin incelendiği çalışmalar 

kısıtlı sayıdadır. 
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3. MATERYAL VE METOD 

3.1. Hücre Kültürü  

Deneysel çalışmalar Mersin Üniversitesi İleri Teknoloji Eğitim, Araştırma ve Uygulama 

Merkezi (MEITAM) ve Tıp Fakültesi Hücre Kültürü Laboratuvarında yapıldı. 

Çalışmamızda dondurulmuş hücrelerin çözdürülerek kültüre edilmesi sırasında ve 

diferansiyasyon protokolünün 0. gününden bitimine kadar olan dönemde hücreler fetal sığır 

serumu (Fetal bovine serum-FBS) içeren komplete medyum [%10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 

penisilin-streptomisin içeren Dulbecco’nun Eagle Medyumu (DMEM)] içerisinde kültüre edildi. 

Hücrelerin pasajlanması ve çoğaltılması sırasında ise sığır buzağı serumu (Bovine calf serum-

BCS) içeren komplete medyum (%10 BCS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-streptomisin içeren 

DMEM) içerisinde kültüre edildi. 

Çalışmamızda kullanılan 3T3-L1 hücre hattı, Tıbbi Farmakoloji Anabilim Dalı adına 

Tıbbi Genetik Anabilim Dalı Laboratuvarı’nda bulunan -80°C derin dondurucudan soğuk zincir 

koşullarında MEİTAM hücre kültürü laboratuvarına getirildi ve çalışmaya başlamadan hemen 

önce dondurulmuş hücreler 37°C sıcaklığındaki su banyosunda 1-2 dakika içerisinde çözüldü. 

Kriyoprotektif ajan olarak dondurulmuş 3T3-L1 preadiposit hücre hattında % 10’luk 

DMSO bulunmaktadır. DMSO’yu ortamdan uzaklaştırmak amacıyla hücreler çözündürüldükten 

sonra her bir kriyo tüpte bulunan hücreler 15 ml’lik falkon tüplere alındı ve üzerine DMEM 

eklenerek 1800 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatant dikkatli bir şekilde 

uzaklaştırıldıktan sonra altta kalan pellet üzerine FBS içeren komplete medyumdan eklenerek 

hücrelerin iyice süspande olması sağlandı ve 25 cm2’lik flasklara ekim yapılarak %5 CO2 içeren 

37 °C’deki inkübatöre kaldırıldı. 

Pasajlama 

3T3-L1 hücrelerinin karakteristik özelliklerinin bozulmaması için pasajlama, hücreler 

%70-80 konflüe durumda iken yapılmalıdır. 

Bu nedenle hücreler %70-80 konflüe olduklarında flasklardaki medyum uzaklaştırılıp, 

2-3 ml serum içermeyen DMEM ile yıkama yapıldı ve medyum uzaklaştırıldıktan sonra flaska 1 

ml tripsin eklendi. Tripsinizasyon sırasında 5 dakika süresince flaska hafif hafif vurularak 

hücrelerin tutundukları yüzeyden ayrılması sağlandı. Hücrelerin yüzeyden tamamen ayrılması 

inverted mikroskopta gözlendikten sonra flask içerisindeki hücre solüsyonu hafifçe pipetaj 

yapılarak alınıp 15 ml’lik falcon tüpe konularak, üzerine 10 ml DMEM eklendi ve 1800 rpm 

hızda 37oC sıcaklıktaki santrifüj cihazında 10 dakika süre ile santrifüj yapıldı. Santrifüj işlemi 

tamamlanınca süpernatant uzaklaştırılıp hücre pelletinin üzerine 7,5 ml BCS içeren komplete 
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medyum koyuldu, tüpe hafif hafif vurarak hücre pelletinin ayrılması sağlandıktan sonra birkaç 

kez pipetaj yaparak hücrelerin homojen olarak dağılması sağlandı ve flasklara 2,5 ml hücre 

çözeltisinden koyularak üzerine 2,5 ml komplete medyum eklendi. Böylece hücreler 1:3 

oranında pasajlandı. Flask içindeki atık medyum, komplete medyumla günaşırı değiştirildi. 

3T3-L1 Hücrelerinin Dondurulması ve Saklanması  

Hücrelerin bir kısmı daha sonra çalışılmak üzere dondurularak saklandı. Dondurulmak 

istenen hücrelere tripsinizasyon işlemi yapıldı Süpernatant uzaklaştırıldıktan sonra pelletin 

üzerine 10 ml freeze medyum (%10 DMSO ve %10 FBS içeren DMEM) eklenip pipetaj yapılarak 

hücrelerin homojen dağılması sağlandı. Çözelti kriyoviallere 1,5 ml olacak şekilde bölüştürüldü 

ve kapakları kapatıldıktan sonra +4°C’de 2 saat, -20°C’de 2 saat bekletilip daha sonra -80°C 

derin dondurucuya kaldırıldı. 

3.2. 3T3-L1 Hücrelerinin Sayılması ve Canlılık Testi  

Hücre kültürü deneylerinde her kuyucukta eşit sayıda hücre olması için ekime 

başlamadan önce ml’deki canlı hücre sayısı hesaplanır. Hücre sayımı için hücreler tripan mavisi 

ile boyanarak thoma lamında canlı-ölü hücre sayımı yapıldı. Tripsinizasyon sonrası ekim 

yapılmak üzere falkon tüplere alınan hücreler tripan mavisi ile vialde karıştırılarak, ölü 

hücrelerin içine tripan mavisinin girmesi için 2-3 dk bekletildi, pipetaj yapılarak karışımdan 

Thoma lamına aktarıldı  

      

Şekil 3.1. Thoma lamı    Şekil 3.2. Sayım alanı 

Thoma lamında 2 ayrı bölgedeki seçili karelerde bulunan canlı hücreler sayılıp 

ortalaması alındıktan sonra bulunan hücre sayısı 20.000 ile çarpılarak 1 ml’deki ortalama hücre 

sayısı bulundu. Hücreler çok yoğun halde ise süspande hücreler seyreltilerek bulunan sonuç 

dilüsyon katsayısı ile çarpıldı.  
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3.3. Sinapik Asit ve Vismodegib Çözeltilerinin Hazırlanması 

Sigma markalı sinapik asit ve MedChem markalı vismodegib ticari olarak satın alındı. 

Sinapik asit 80 μM, vismodegib 10 μM olacak şekilde DMSO içerisinde çözdürülerek stok 

çözeltiler hazırlandı. Deney serilerinde kullanmak için sinapik asit 5μM, 10μM ve 20μM olacak 

şekilde stok çözelti DMSO ile seyreltilerek hazırlanıp viallere koyuldu; vismodegib için ise 10 μM 

olarak hazırlanan çözelti viallere koyularak -20 °C de saklandı. 

3.4. MTT Çalışma Solüsyonu ve Çözücü Solüsyonların Hazırlanışı 

MTT stok çözeltisi hazırlamak için karanlık ortamda 5 mg MTT hassas terazide tartılıp 

folyo ile sarılmış falkon tüp içerisine alındı ve üzerine hazırlanan PBS tampon çözeltisinden 10 

ml eklenerek çözdürülmüş 5 mg/ml konsantrasyonunda hazırlanan çözelti 0,2 μm’lik filtreden 

geçirildi ve +4 °C de 1 gün muhafaza edildi. MTT çalışma solüsyonu ise final konsantrasyonu 0,5 

mg/ml olacak şekilde deney günü hazırlandı. 

Formazan kristallerini çözmek için kullanılacak izopropil alkol, HCl eklenerek pH’sı 2 

olacak şekilde asidifiye edildi, +4 oC de saklandı. 

3.5. Oil Red O Çalışma Çözeltisi Hazırlanışı 

175 mg Oil Red O hassas terazide tartılıp, 50 ml falkon tüpe alındı, izopropanol ile 50 

ml’ye tamamlandı. Tüp, folyo ile sarılarak ışıktan korundu. Hazırlanan karışım çözünmesi için 

vortekslendi ve 2 defa 0,2 μm filtreden geçirildi. Hazırlanan stok çözelti 1 gün +4°C’de bekletildi, 

ertesi gün stok çözeltiden 6 birim, distile sudan 4 birim karıştırılarak seyreltildi. 20 dakika oda 

sıcaklığında bekletildikten sonra 0,2 μm filtreden geçirilerek çalışma solüsyonu hazırlandı. 

3.6. Viabilite Deney Serisi 

Sinapik asit ve vismodegibin hücre canlılığı üzerine etkilerinin değerlendirildiği deney 

gruplarında hücre kültür ortamına belirli zaman noktalarında (24, 48 ve 72 saat süresince) 

vismodegib (10 μM) varlığında veya yokluğunda sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 μM) 

uygulandı ve belirlenen sürelerin bitiminde deney sonlandırılarak hücre viabilitesi MTT 

yöntemi kullanılarak değerlendirildi.  

Deney serisinin başlangıcında hücre sayımı yapıldıktan sonra 24’lük pleytlere her 

kuyucukta 50.000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı, hücreler %100 konflüe olana kadar 

günaşırı medyum değişimi yapıldı. Hücreler %100 konflüe olduktan sonra belirlenen dozlarda 

sinapik asit ve vismodegib uygulaması yapıldı. Kontrol grubu olarak yine aynı hacimde DMSO 

uygulandı. 
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Deney serileri: 

● 1,25 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 2,5 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 5 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 10 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 20 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 10 μM Vismodegib uygulaması yapılan grup (n=4) 

● DMSO Kontrol grubu (n=4) 

MTT Analizi 

MTT analizi yapılacak olan pleytin kuyucuklarındaki medyum uzaklaştırılıp PBS 

tamponu ile yıkama işlemi yapıldı, kuyucuklara MTT çalışma solüsyonu uygulandı. Pleytlerin 

ışık alması önlendi ve 37°C’de 4 saat boyunca inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi dolan 

pleytlerdeki MTT çözeltisi uzaklaştırılıp oluşan formazan kristallerinin çözünmesi için 

kuyucuklara asidifiye izopropanol uygulandı. 10 dakika boyunca orbital çalkalayıcıda 

sallandıktan sonra her bir kuyucuğa pipetaj yapılarak alınan örnekler 96 kuyucuklu ELISA 

pleytlerine konuldu ve ELISA okuyucuda 570 nm absorbansta ölçüm yapıldı. 

3.7. Proliferasyon Deney Serisi 

Proliferasyonun değerlendirilmesi için hücrelere vismodegib (10 μM) varlığında veya 

yokluğunda sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) uygulanarak 0-2, 2-4 ve 0-4’üncü gün deney serileri 

oluşturuldu ve deney protokolünün 4’üncü günü deneyler sonlandırılarak MTT analizi yapıldı. 

Deneylerin başlangıcında pleytlere her kuyucuğa 50.000 hücre olacak şekilde hücre ekimi 

yapılarak hücreler %100 konflüe olana kadar gün aşırı medyum değişimi yapıldı.  

Hücrelerin %100 konflüe olduğu gün -2’nci gün olarak kabul edildi ve medyum değişimi 

yapılarak 2 gün daha bekletildi. Postkonfluent 2’nci gün standart diferansiyasyon protokolünün 

0’ıncı günü olarak kabul edildi ve deney gruplarına göre belirli günlerde kuyucuklara ilaç 

uygulamaları yapıldı. Kontrol grubu olarak aynı hacimde DMSO uygulandı.  
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Deney serileri; 

● 5 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 10 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 20 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 10 μM Vismodegib uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 5 μM Sinapik asit + 10 μM Vismodegib uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 10 μM Sinapik asit + 10 μM Vismodegib uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 20 μM Sinapik asit + 10 μM Vismodegib uygulaması yapılan grup (n=4) 

● DMSO Kontrol grubu (n=4) 

3.8. Diferansiyasyon Deney Serisi 

Vismodegib (10 μM) varlığında veya yokluğunda sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) 

uygulamasının 3T3-L1 hücrelerinin diferansiyasyonu üzerine etkisinin değerlendirildiği deney 

serilerinde belirli zaman noktalarında (0-4, 4-8 ve 0-8’inci gün) ilaç uygulamaları yapıldı ve 

diferansiyasyon sürecinin 8’inci günü Oil Red O boyama yöntemi ile hücre diferansiyasyonu 

değerlendirildi. Deney başlangıcında pleytlere her kuyucukta 50.000 hücre olacak şekilde hücre 

ekimi yapılarak hücreler %100 oranında konflüe olana kadar BCS içeren komplete medyum ile 

gün aşırı medyum değişimi yapıldı. Konflüe oldukları gün -2’nci gün olarak kabul edildi, 

hücreler 2 gün daha bekletilerek diferansiyasyon protokolünün 0’ıncı günü olarak kabul edildi 

Deney protokolünün 0’ıncı gününde diferansiyasyonu indüklemek amacıyla kuyucuklara 0,25 

µM deksametazon, 0,5 mM izobutilmetilksantin (IBMX) 1μM insülin içeren FBS’li komplete 

medyum uygulandı. Diferansiyasyon protokolünün 2’nci gününde kuyucuklara 1μM insülin 

içeren %10 FBS’li komplete medyum, protokolün 4’üncü günü kuyucuklara %10 FBS içeren 

komplete medyum uygulandı. Kuyucukların medyumu günaşırı değiştirilerek 8’inci güne kadar 

inkübe edildi ve 0-4, 4-8 ve 0-8’inci gün aralığında kuyucuklara ilaç uygulamaları yapıldı. 

Kontrol grubu olarak DMSO kullanıldı. 

Deney serileri: 

● 5 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 10 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 20 μM Sinapik asit uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 10 μM Vismodegib uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 5 μM Sinapik asit + 10 μM Vismodegib uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 10 μM Sinapik asit + 10 μM Vismodegib uygulaması yapılan grup (n=4) 

● 20 μM Sinapik asit + 10 μM Vismodegib uygulaması yapılan grup (n=4) 

● DMSO Kontrol grubu (n=4) 
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Oil Red O Analizi 

Protokolün 8’inci gününde deney sonlandırılarak, kuyucuklardan medyum 

uzaklaştırılıp, kuyucuklara %10 formalin eklendi ve 5 dakika inkübe edildi. Kuyucuklardan 

formalin uzaklaştırıldıktan sonra tekrar formalin eklendi ve 1 saat inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyonun bitiminde kuyucuklardaki formalin tamamen uzaklaştırılıp, kuyucuklar %60’lık 

izopropanol ile yıkandı ve kurutuldu. Her kuyucuğa Oil red O çalışma solüsyonundan eklendi, 10 

dakika inkübe edildi. Oil Red O solüsyonu kuyucuklardan uzaklaştırılıp, kuyucuklar 4 kez distile 

su ile yıkandı, pleytler inverted mikroskop altında fotoğraflandı. Distile su kuyucuklardan 

uzaklaştırılıp kuyucuklar kurutuldu, kuyucuklara %100 izopropanol eklendi. Pleytler 10 dakika 

orbital çalkalayıcıda sallandı ve kuyucuklardan pipetaj yapılarak 96’lık ELISA pleytlerine 

uygulandı. 490 nm absorbansta ölçüm yapıldı.   

3.9. Migrasyon Deneyi 

Her kuyucukta 50.000 hücre olacak şekilde ekim yapılan pleytlerde hücreler konflüe 

hale geldiğinde kuyucuklara 200 µl pipet ucu kullanılarak düz bir yara açıldı ve bu yaranın 

genişliği 3 farklı noktadan ölçülerek fotoğrafları çekildi. Fotoğraflama 24, 48 ve 72’nci saatlerde 

aynı noktalardan tekrar yapılarak ölçümler karşılaştırılıp yara açıklığının değerlendirmesi 

yapıldı. Pleytlerdeki medyumun değişimi günaşırı yapıldı. 

3.10. İstatistiksel Analiz 

Deney serileri kolorimetrik olarak değerlendirildi ve veriler ortalama ± standart hata 

olarak ifade edildi. İstatistiksel değerlendirme için tek yönlü ANOVA’yı takiben Dunnet post- hoc 

testi kullanıldı, P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR  

4.1. Viabilite Deney Sonuçları 

4.1.1. 24. Saat  

3T3-L1 preadiposit hücrelerinin viabilitesi üzerine sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 

μM) ve vismodegibin (10 μM) etkisini incelemek amacıyla hücrelere sinapik asit ve vismodegib 

uygulandı, 24 saatin sonunda deney sonlandırıldı ve MTT analizi yapıldı. Sinapik asit ve 

vismodegib uygulamasının 24 saatin sonunda viabilite üzerine anlamlı bir etki oluşturmadığı 

görüldü (Şekil 4.1). 
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Şekil 4.1. 24 saat süreyle sinapik asit ya da vismodegib uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin 
viabilitesi üzerine etkisi. 3T3-L1 hücrelerine vismodegib (10 μM) ve sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 
μM) uygulandı. 24 saatin sonunda viabilite MTT yöntemi ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla 
karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi ve istatistiksel karşılaştırma için tek 
yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. Dunnet post- hoc test olarak kullanıldı. P<0.05 olan değerler 
anlamlı kabul edildi. 

4.1.2. 48. Saat  

Sinapik asit ve vismodegibin 3T3-L1 preadiposit hücreleri viabilitesi üzerine etkisini 

incelemek için hücrelere sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 μM) ve vismodegib (10 μM) 

uygulandı, 48 saatin sonunda deney sonlandırılarak MTT analizi yapıldı. Sinapik asit ve 

vismodegibin seçilen konsantrasyonlarda uygulanmasının 48 saatin sonunda viabilite üzerine 

anlamlı bir etki oluşturmadığı görüldü (Şekil 4.2). 
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Şekil 4.2. 48 saat süreyle sinapik asit ya da vismodegib uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin 
viabilitesi üzerine etkisi. 3T3-L1 hücrelerine sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 μM) ve vismodegib (10 
μM) uygulaması yapıldıktan 48 saat sonra MTT yöntemi ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla 
karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi ve istatistiksel karşılaştırma için tek 
yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. Dunnet post- hoc test olarak kullanıldı. P<0.05 olan değerler 
anlamlı kabul edildi. 

4.1.3. 72. Saat  

3T3-L1 preadiposit hücrelerinin viabilitesi üzerine sinapik asit ve vismodegibin etkisini 

incelemek için hücrelere sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 μM) ve vismodegib (10 μM) 

uygulaması yapıldı, 72 saatin sonunda viabilite MTT yöntemi kullanılarak analiz edildi. Sinapik 

asit ve vismodegibin seçilen dozlarda uygulanmasının 72 saatin sonunda viabilite üzerine 

anlamlı bir etki oluşturmadığı görüldü (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3. 72 saat süreyle sinapik asit ya da vismodegib uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin 
viabilitesi üzerine etkisi. 3T3-L1 hücrelerine sinapik asit (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 μM) ve vismodegib (10 
μM) uygulaması yapıldıktan 72 saat sonra hücre viabilitesi MTT yöntemi ile analiz edildi. Veriler DMSO 
kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi ve istatistiksel 
karşılaştırma için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. Dunnet post- hoc test olarak kullanıldı. 
P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 



Özge KELEŞ, Yüksek Lisans Tezi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Mersin Üniversitesi, 2023 

30 
 

4.2. Proliferasyon Deney Sonuçları 

4.2.1. 0-2’nci Gün  

3T3-L1 preadiposit hücrelerinin proliferasyonu üzerine diferansiyasyon protokolünün 

0-2’nci günleri arasında uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog 

sinyal yolağının karışıp karışmadığını değerlendirmek amacı ile gerçekleştirilen deneyde 

protokolün 2-4’üncü gün aralığında vismodegib (10 μM) varlığında veya yokluğunda sinapik 

asit (5, 10 ve 20 μM) uygulandı. Deney 4’üncü gün sonlandırılarak hücre proliferasyonu MTT 

analizi ile değerlendirildi. 5 ve 10 μM sinapik asit uygulaması ile 3T3-L1 hücre 

proliferasyonunda azalma görülmekle birlikte bu azalma anlamlı bulunmazken, 20 μM sinapik 

asit uygulanmasının 3T3-L1 hücre proliferasyonunu anlamlı olarak azalttığı görüldü. Hedgehog 

inhibitörü vismodegib ön uygulaması sinapik asidin oluşturduğu proliferasyonu baskılayıcı 

etkisini ortadan kaldırdı (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4. 0-2’nci gün aralığında vismodegib (10 μM) varlığında ya da yokluğunda sinapik asit (5, 10 ve 20 
μM) uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin proliferasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 hücrelerine 0-2’nci 
günler arasında vismodegib varlığında veya yokluğunda sinapik asit uygulandı ve 4’üncü günün sonunda 
proliferasyon MTT yöntemi ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Veriler 
ortalama ± standart hata olarak gösterildi ve istatistiksel karşılaştırma için tek yönlü varyans analizi 
(ANOVA) kullanıldı. Dunnet post- hoc test olarak kullanıldı. P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 

4.2.2. 2-4’üncü Gün  

3T3-L1 preadiposit hücrelerinin proliferasyonu üzerine diferansiyasyon protokolünün 

2-4’üncü günleri arasında uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog 

sinyal yolağının karışıp karışmadığını değerlendirmek amacı ile gerçekleştirilen deneyde 

protokolün 2-4’üncü gün aralığında vismodegib (10 μM) varlığında veya yokluğunda sinapik 

asit (5, 10 ve 20 μM) uygulandı. Deney 4’üncü gün sonlandırılarak hücre proliferasyonu MTT 

analizi ile değerlendirildi. Sinapik asit 5 ve 10 μM konsantrasyonda uygulandığında hücre 
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proliferasyonunda bir miktar azalma gözlenmekle ile birlikte bu azalma anlamlı bulunmadı. 

Bununla birlikte, 20 μM sinapik asit uygulaması hücre proliferasyonunu anlamlı olarak azalttı, 

Hedgehog inhibitörü vismodegib ön uygulaması sinapik asidin 20 µM konsantrasyonda 

uygulandığında oluşturduğu proliferasyonu baskılayıcı etkiyi ortadan kaldırdı (Şekil 4.5). 

0

1

2

3

4

 2-4'üncü Gün

5
7
0
 n

m

*
DMSO Kontrol

Vismodegib 10 M

Sinapik Asit 5 M

Sinapik Asit 10 M

Sinapik Asit 20 M

Sinapik Asit 5 M + Vismodegib 10 M

Sinapik Asit 10 M + Vismodegib 10 M

Sinapik Asit 20 M + Vismodegib 10 M

 

Şekil 4.5 Diferansiyasyon protokolünün 2-4’üncü günleri arasında vismodegib varlığında ya da 
yokluğunda sinapik asit uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin proliferasyonu üzerine etkisi. 
Protokolün 2-4’üncü günleri arasında vismodegib (10 μM) varlığında ya da yokluğunda sinapik asit (5, 10 
ve 20 μM) uygulandı. Protokolün 4’üncü günü sonunda deney sonlandırıldı ve proliferasyon MTT yöntemi 
ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± standart hata olarak 
gösterildi ve istatistiksel karşılaştırma için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. Dunnet post- hoc 
test olarak kullanıldı. P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 

4.2.3. 0-4’üncü Gün  

3T3-L1 preadiposit hücrelerinin proliferasyonu üzerine diferansiyasyon protokolünün 

0-4’üncü günleri arasında uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog 

sinyal yolağının karışıp karışmadığını değerlendirmek amacı ile gerçekleştirilen deneyde 

protokolün 0-4’üncü günleri arasında vismodegib (10 μM) varlığında veya yokluğunda sinapik 

asit (5, 10 ve 20 μM) uygulandı. Deney 4’üncü gün sonlandırılarak hücre proliferasyonu MTT 

analizi ile değerlendirildi. Sinapik asit 5 ve 10 μM konsantrasyonda uygulandığında hücre 

proliferasyonunda bir miktar azalmaya neden olsa da bu azalma anlamlı bulunmadı. Sinapik asit 

20 μM konsantrasyonda uygulandığında hücre proliferasyonunu anlamlı olarak azalttı. 

Hedgehog inhibitörü vismodegib ön uygulaması 20 μM sinapik asit uygulamasının 

proliferasyonu baskılayıcı etkisini ortadan kaldırdı (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6. 0-4’üncü gün aralığında vismodegib varlığında ya da yokluğunda sinapik asit uygulamasının 
3T3-L1 preadipositlerinin proliferasyonu üzerine etkisi. Protokolün 0-4’üncü günleri arasında 
vismodegib (10 μM) varlığında ya da yokluğunda sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) uygulandı. Protokolün 
4’üncü günü sonunda deney sonlandırıldı ve hücre proliferasyonu MTT yöntemi ile analiz edildi. Veriler 
DMSO kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi ve istatistiksel 
karşılaştırma için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. Dunnet post- hoc test olarak kullanıldı. 
P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 

4.3. Diferansiyasyon Deney Sonuçları 

4.3.1. 0-4’üncü Gün 

3T3-L1 preadiposit hücrelerinin diferansiyasyonu üzerine deney protokolünün 0-4’üncü 

günleri arasında uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog sinyal 

yolağının karışıp karışmadığını değerlendirmek amacı ile gerçekleştirilen deneyde protokolün 

0-4’üncü gün aralığında vismodegib (10 μM) varlığında veya yokluğunda sinapik asit (5, 10 ve 

20 μM) uygulandı, 8’inci günün sonunda deney sonlandırıldı ve diferansiyasyon Oil Red O 

boyama yöntemi ile değerlendirildi. Sonuçlara göre, 0-4’üncü gün arasında 20 μM sinapik asit 

uygulaması diferansiyasyon üzerinde anlamlı bir azalmaya neden olurken, Hedgehog inhibitörü 

vismodegib ön uygulaması ise 20 μM sinapik asidin diferansiyasyonu baskılayıcı etkisini 

ortadan kaldırmadı (Şekil 4.7). 
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Şekil 4.7. 0-4’üncü gün aralığında vismodegib varlığında ya da yokluğunda sinapik asit uygulamasının 
3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 hücrelerine diferansiyasyon 
protokolünün 0-4’üncü gün aralığında vismodegib (10 μM) ve sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) uygulandı 
8’inci günün sonunda MTT yöntemi ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Veriler 
ortalama ± standart hata olarak gösterildi ve istatistiksel karşılaştırma için tek yönlü varyans analizi 
(ANOVA) kullanıldı. Dunnet post- hoc test olarak kullanıldı. P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 

4.3.2. 4-8’inci Gün 

3T3-L1 preadiposit hücrelerinin diferansiyasyonu üzerine deney protokolünün 4-8’inci 

günleri arasında uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog sinyal 

yolağının karışıp karışmadığını değerlendirmek amacı ile gerçekleştirilen deneyde protokolün 

4-8’inci günleri arasında vismodegib (10 μM) varlığında veya yokluğunda sinapik asit (5, 10 ve 

20 μM) uygulandı, 8’inci günün sonunda deney sonlandırıldı. Diferansiyasyon Oil Red O boyama 

yöntemi ile değerlendirildi. Bulgulara göre, 4-8’inci gün aralığında 20 μM sinapik asit 

uygulaması diferansiyasyon üzerinde anlamlı bir azalmaya neden oldu. Hedgehog inhibitörü 

vismodegib ön uygulamasının sinapik asidin diferansiyasyonu baskılayıcı etkisini ortadan 

kaldırdığı görüldü (Şekil 4.8). 
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Şekil 4.8. 4-8’inci gün aralığında vismodegib varlığında ya da yokluğunda sinapik asit uygulamasının 
3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 hücrelerine 4-8’inci gün aralığında 
vismodegib (10 μM) varlığında veya yokluğunda sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) uygulandı. Protokolün 
8’inci günü sonunda deney sonlandırılarak diferansiyasyon Oil Red O boyama yöntemi ile analiz edildi. 
Veriler DMSO kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± standart hata olarak gösterildi ve 
istatistiksel karşılaştırma için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) kullanıldı. Dunnet post- hoc test olarak 
kullanıldı. P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 

4.3.3. 0-8’inci Gün  

3T3-L1 preadiposit hücrelerinin diferansiyasyonu üzerine deney protokolünün 0-8’inci 

günleri arasında uygulanan sinapik asidin etkisini incelemek ve bu etkiye Hedgehog sinyal 

yolağının karışıp karışmadığını değerlendirmek amacı ile gerçekleştirilen deneyde 

diferansiyasyon süreci boyunca (0-8’inci gün) vismodegib (10 μM) varlığında veya yokluğunda 

sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) uygulaması yapıldı ve diferansiyasyon süreci 8’inci günün sonunda 

sonlandırılıp Oil Red O boyaması yapıldı. Sonuçlara göre, 0-8’inci gün arasında 20 μM sinapik 

asit uygulaması diferansiyasyon üzerinde anlamlı bir azalmaya neden olurken, Hedgehog 

inhibitörü vismodegib ön uygulamasının ise sinapik asidin tek başına uygulandığında 

oluşturduğu diferansiyasyonu baskılayıcı etkisini ortadan kaldırmadığı görüldü (Şekil 4.9). 
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Şekil 4.9. 0-8’inci gün aralığında vismodegib varlığında ya da yokluğunda sinapik asit uygulamasının 
3T3-L1 preadipositlerinin diferansiyasyonu üzerine etkisi. 3T3-L1 hücrelerine 0-8’inci gün aralığında 
vismodegib 10 μM ve sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) uygulandı .8’inci günün sonunda diferansiyasyon Oil 
red O boyama yöntemi ile analiz edildi. Veriler DMSO kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± 
standart hata olarak gösterildi ve istatistiksel karşılaştırma için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) 
kullanıldı. Dunnet post- hoc test olarak kullanıldı. P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 
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4.4. Migrasyon Deneyi Sonuçları 

 

Sinapik asit 5 μM    Sinapik asit 10 μM 

0. saat       0. saat 

 

24. saat       24. saat 

 

48. saat       48. saat 

 

72. saat       72. saat 
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Sinapik asit 20 μM    Vismodegib 10 μM 
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 Sinapik asit 5 μM + Vismodegib 10 μM  Sinapik asit 10 μM + Vismodegib 10 μM 
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          Sinapik asit 20 μM + Vismodegib 10 μM                   DMSO kontrol 

0. saat       0. saat 

 

24. saat       24. saat 

 

48. saat          48. saat 

 

72. saat           72. saat 

 

Şekil 4.10. Vismodegib varlığında ya da yokluğunda sinapik asit uygulamasının 3T3-L1 
preadipositlerinin migrasyonu üzerine etkisi (0-72. saat). Protokolün 24, 48 ve 72 saatleri boyunca 
hücrelere vismodegib (10 μM) varlığında ve yokluğunda sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) uygulandı. 

4.4.1. 24 Saat 

Hücre ekimi yapılmadan önce, yakın noktalardan ölçüm yapabilmek amacı ile pleytlerin 

alt kısmına 3’er adet yatay referans çizgisi çizildi. Deney serisinin başlangıcında her kuyucuğa 

50.000 hücre olacak şekilde ekim yapıldı. Hücre ekimi yapıldıktan sonra beklenilen düzeyde 

konflüe olunca kuyucuklardaki medyum uzaklaştırıldı. Uç kısmından 2-3 mm uzaklıktan 

kesilerek genişliği artırılmış 200 µl pipet uçları kullanılarak pleytlerde yer alan referans 

çizgilerinin tam ortasından dikey bir şekilde yara açıldı. Yara açıldıktan sonra kuyucukların 

tabanından kalkan hücrelerin uzaklaştırılması için dikkatlice DMEM ile yıkama işlemi yapıldı. 
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Kuyucuklara BCS içeren komplete medyum eklendi ve vismodegib (10 μM) varlığında ya da 

yokluğunda sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) uygulaması yapıldı. Kontrol grubu olarak aynı hacimde 

DMSO uygulandı. Migrasyonun değerlendirilmesi için 24 saatin sonunda hücrelerin bulunduğu 

pleyt 4x büyütmede ayarlanan mikroskop altında görüntülendi ve referans çizgileri baz alınarak 

yara açıklığının ölçümü yapılarak fotoğraflandı (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.11. Vismodegib varlığında veya yokluğunda sinapik asit uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin 
migrasyonu üzerine etkisi (24. saat). Veriler DMSO kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± 
standart hata olarak gösterildi ve istatistiksel karşılaştırma için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve 
Dunnet post- hoc test kullanıldı. P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 

24 saat boyunca hücrelere 5, 10 ve 20 μM sinapik asit uygulanması migrasyonda doza 

bağımlı bir artışa neden oldu ancak bu artış sadece 20 μM sinapik asit uygulamasında anlamlı 

bulundu. Sadece vismodegib uygulanan gruplarda kontrol grubuna göre migrasyonda azalma 

görüldü ancak bu azalma anlamlı bulunmadı. 20 μM sinapik asit uygulamasının migrasyonda 

neden olduğu artış vismodegib ön uygulaması ile ortadan kaldırıldı. 

4.4.2. 48 Saat 

Hücrelerin bulunduğu kuyucuklara vismodegib (10 μM) varlığında veya yokluğunda 48 

saat süre ile sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) ve kontrol grubu olarak aynı hacimde DMSO 

uygulandı. Migrasyonun değerlendirilmesi için 48 saatin sonunda mikroskop yardımıyla yara 

açıklığı ölçüldü (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.12. Vismodegib varlığında veya yokluğunda sinapik asit uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin 
migrasyonu üzerine etkisi (48. saat). Veriler DMSO kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± 
standart hata olarak gösterildi ve istatistiksel karşılaştırma için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve 
Dunnet post- hoc test kullanıldı. P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 

48 saat boyunca hücrelere 5, 10 ve 20 μM sinapik asit uygulanması migrasyonda doza 

bağımlı bir artışa neden oldu ancak bu artış sadece 20 μM sinapik asit uygulamasında anlamlı 

bulundu. Vismodegib ön uygulaması 20 μM sinapik asidin migrasyonda neden olduğu artışı bir 

miktar azalttığı, ancak ortadan kaldırmadığı görüldü.  

4.4.3. 72 Saat 

72 saat süre ile hücrelerin bulunduğu kuyucuklara vismodegib (10 μM) varlığında veya 

yokluğunda sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) ve kontrol grubu olarak aynı hacimde DMSO 

uygulaması yapıldı. Migrasyonun değerlendirilmesi için 72 saatin sonunda mikroskop 

yardımıyla yara açıklığı ölçüldü (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.13. Vismodegib varlığında veya yokluğunda sinapik asit uygulamasının 3T3-L1 preadipositlerinin 
migrasyonu üzerine etkisi (72. saat). Veriler DMSO kontrol grubuyla karşılaştırıldı. Veriler ortalama ± 
standart hata olarak gösterildi ve istatistiksel karşılaştırma için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve 
Dunnet post- hoc test kullanıldı. P<0.05 olan değerler anlamlı kabul edildi. 
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Hücrelere 72 saat boyunca 5, 10 ve 20 μM sinapik asit uygulanması migrasyonda doza 

bağımlı bir artışa neden oldu ancak bu artış sadece 20 μM sinapik asit uygulamasında anlamlı 

bulundu. Sadece vismodegib uygulamasının migrasyonda azalmaya neden olduğu görülmekle 

birlikte bu azalma anlamlı bulunmadı. Vismodegib ön uygulaması 20 μM sinapik asit 

uygulamasının migrasyonda neden olduğu artışı ortadan kaldırdı. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ

Vücutta aşırı yağ birikimiyle karakterize olan obezite fazla kalori alımı, hareketsiz yaşam 

tarzı, genetik faktörler ve çevresel etkenler gibi çeşitli nedenlerle ortaya çıkabilir. Obezite, kalp 

hastalığı, yüksek tansiyon, diyabet ve diğer sağlık sorunlarıyla ilişkilendirilir ve yaşam kalitesini 

olumsuz etkileyebilir [1,2]. 

Obezitede vücut yağ doku miktarındaki artışa yol açan iki mekanizmadan birisi preadiposit 

diferansiyasyonu sonucu gerçekleşen adipogenez sürecidir. Çalışmamızda 3T3-L1 preadiposit 

hücrelerinde, antiadipojenik etkilere sahip olabileceği düşünülen sinapik asidin hücre 

viabilitesi, proliferasyonu, diferansiyasyonu ve migrasyonu üzerindeki etkileri araştırıldı ve 

Hedgehog sinyal yolağının bu etkilere aracılık edip etmediği incelendi. 

Hücre kültüründe viabilite, hücrelerin canlılık ve hayatta kalma yeteneğini ifade eder. 

Hücre viabilitesi, özel boyama veya analiz yöntemleri kullanılarak canlı ve ölü hücrelerin 

sayısıyla değerlendirilir. 3T3-L1 hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada sinapik asidin 1, 2, 5, 

10 ve 20 μM konsantrasyonlarda uygulanmasının adiposit canlılığı üzerinde olumsuz bir etki 

oluşturmadığı gösterilmiştir [5]. Daha önce 3T3-L1 hücre kültürü üzerinde yapılan çalışmalarda 

Hedgehog inhibitörü olarak kullanılan 10 μM vismodegib, hücre viabilitesi üzerinde olumsuz 

etki göstermemiştir [132]. 

Çalışmamızda hücre viabilitesi deney serilerinde kullanılmak üzere seçilen 5 farklı sinapik 

asit dozunun (1,25, 2,5, 5, 10 ve 20 μM) ve Hedgehog sinyal yolağı inhibitörü olan vismodegibin 

(10 μM) hücre canlılığı üzerinde anlamlı bir etkisi gözlenmedi. Hücre viabilitesi üzerinde 

olumsuz etkisi bulunmadığı gözlenen sinapik asidin proliferasyon, diferansiyasyon ve 

migrasyon deneylerinde kullanılmak üzere 3 farklı dozu (5, 10 ve 20 μM) seçildi.  

Hücre proliferasyonu, hücrelerin çoğalma yeteneğidir [105]. Proliferasyon sürecinin 0-2, 2-

4 ve 0-4’üncü gün aralığında 5 ve 10 μM sinapik asit uygulamasının hücre proliferasyonunda 

azalmaya neden olduğu gözlenmekle birlikte bu azalma anlamlı bulunmazken, 20 μM sinapik 

asit uygulaması hücre proliferasyonunu anlamlı olarak azalttı. Hedgehog inhibitörü vismodegib 

ön uygulaması ise sinapik asidin tek başına uygulandığında neden olduğu proliferasyonu 

baskılayıcı etkisini ortadan kaldırdı. Bu sonuçlar ışığında, sinapik asidin antiproliferatif etkisine 

Hedgehog sinyal yolağı aracılık ediyor gibi görünmektedir. 

3T3-L1 preadiposit hücrelerinin diferansiyasyon aşaması kademeli ve karmaşık bir 

şekilde, başta PPARγ ve C/EBP protein grubu olmak üzere önemli diğer transkripsiyon 

faktörleri ile birlikte düzenlenir. Yapılan bir çalışmada sinapik asidin de içinde yer aldığı 3 farklı 

bitkiden elde edilen ekstraktın 3T3-L1 hücrelerinde lipid birikimini azalttığı ve PPARγ, C/EBPα, 
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aP2, FAS, LPL, HSL gen ekspresyonlarını inhibe ederek adipogenez ve lipogenezin 

baskılanmasını sağladığı gösterilmiştir. 3T3-L1 preadiposit hücrelerine verilen farklılaştırma 

kokteyli ile birlikte diferansiyasyon süreci başlar ve ilk 2 gün diferansiyasyon sürecinin erken 

evresi olarak kabul edilir. Diferansiyasyon sürecinin erken evresinde C/EBPδ ile C/EBPβ aktive 

olur ve bu transkripsiyon faktörleri, önce PPAR-γ hemen ardından C/EBPα proteinlerinin 

aktivasyonunu sağlayarak diferansiyasyonun erken evresinden olgun adiposit oluşumuna kadar 

ekspresyonları devam eder [53].  

Yönlenme gerçekleştikten sonra hücrelere farklılaştırma kokteyli uygulanarak 

diferansiyasyon süreci başlatılır. Diferansiyasyon protokolünün 0-4, 4-8 ve 0-8’inci günleri 

arasında sinapik asit 5 ve 10 μM konsantrasyonda uygulandığında diferansiyasyonu bir miktar 

baskıladığı görülmekle birlikte diferansiyasyondaki bu azalmanın anlamlı bulunmadığı görüldü. 

Benzer şekilde sadece vismodegib 10 μM uygulaması da diferansiyasyon üzerine anlamlı bir etki 

oluşturmadı. Bununla birlikte 0-4, 4-8 ve 0-8’inci günler arasında 20 μM sinapik asit uygulaması 

hücre diferansiyasyonunda anlamlı bir azalmaya neden oldu. İlginç olarak diferansiyasyon 

protokolünün 0-4 ve 0-8’inci günleri arasında Hedgehog inhibitörü vismodegib ön uygulaması 

20 μM konsantrasyonda uygulanan sinapik asidin diferansiyasyonu azaltıcı etkisini 

değiştirmemişken, 4-8’inci günler arasında vismodegib ön uygulaması ise sinapik asidin 

diferansiyasyonu baskılayıcı etkisini ortadan kaldırdı. 

Çalışmamızda, 3T3-L1 hücrelerine 0-2, 2-4 ve 0-4’üncü gün aralığında 20 μM sinapik asit 

uygulamasının hücre proliferasyonunu anlamlı olarak azaltması da göz önüne alındığında, 

sinapik asidin diferansiyasyon protokolünün 4-8’inci günleri arasında 20 μM konsantrasyonda 

uygulandığında diferansiyasyonu baskılayıcı etkisinin vismodegib ön uygulaması ile ortadan 

kalkması ancak, diferansiyasyon protokolünün 0-4 ve 0-8’inci günleri arasında vismodegib ön 

uygulamasının sinapik asidin (20 μM) diferansiyasyonu baskılayıcı etkisini ortadan 

kaldırmaması çelişkili görünmektedir. Bununla birlikte, yakın zamanda yapılan bir çalışmada 

sinapik asidin preadiposit diferansiyasyonu üzerine baskılayıcı etkisine AMPK sinyal yolağının 

karıştığı göz önüne alındığında sinapik asidin deney protokolünün diferansiyasyonun başladığı 

orta-geç aşamasında uygulandığında Hedgehog sinyal yolağı dışında başka sinyal yolakları 

aracılığı ile etki ediyor olabileceği öne sürülebilir [5,133,134]. Bununla birlikte, bu çıkarımın 

doğrulanabilmesi için ek deneylerin yapılmasına gereksinim bulunmaktadır.  

AMPK sinyal yolağı, vücutta enerji homeostazının düzenlenmesinde yağ asitlerinin 

sentezine ve parçalanmasına aracılık ederek kritik bir rol oynar. AMPK sinyal yolağı aktive 

edildiğinde, karbonhidrat ve lipidlerin metabolizması için hedef proteinleri fosforile eder. Aktif 

AMPK, sterol düzenleyici element bağlayıcı protein-1 (SREBP-1), C/EBPα, PPARγ ve yağ asidi 

sentazın (FAS) ekspresyonunu inhibe ederek adipogenez sırasında lipid birikimini azaltır [133]. 
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3T3-L1 hücrelerinde yapılan bir çalışmada AMPK sinyal yolağının aktivasyonunun adipogenezin 

erken aşamasında diferansiyasyonu baskıladığı bulunmuştur [134]. Ayrıca 3T3-L1 hücrelerinde 

yapılan başka bir çalışmada sinapik asit uygulamasının AMPK sinyal yolunu aktive ederek 

adipogenezi baskıladığı gösterilmiştir [5]. Dolayısıyla 0-4 ve 0-8’inci gün aralığında sinapik asit 

uygulamasının 3T3-L1 hücre kültüründe hem Hedgehog sinyal yolağı aktivasyonu hem de 

AMPK sinyal yolağı aktivasyonu ile diferansiyasyonu erken aşamada baskıladığı ve sadece 

Hedgehog sinyal yolağı inhibitörü olan vismodegib ön uygulamasının bu baskılamayı ortadan 

kaldırmak için yeterli olmadığı düşünülebilir. 

Kolesterol ve doymamış yağ asidi sentezinde kilit bir rol oynayan SREBP1 (Sterol 

düzenleyici element bağlayıcı transkripsiyon faktörü 1; Sterol regulatory element-binding 

protein 1), adipoz dokuda yüksek düzeyde eksprese edilen ve adiposit diferansiyasyonunu 

modüle eden bir transkripsiyon faktörüdür [135]. Yakın zamanda 3T3-F442 ve 3T3-L1 

preadipositlerinin farklılaşması sırasında SREBP1’in indüklendiği bulunmuştur [133]. 3T3-L1 

hücrelerinde diferansiyasyon protokolünün birinci günü SREBP1’in ekspresyonunun artmaya 

başladığı ve artışın diferansiyasyon protokolünün 4’üncü günü zirveye ulaştığı gösterilmiştir 

[136]. SREBP1’in adipogenezde kilit rol oynayan PPARγ ekspresyonunu indüklediği ve 

diferansiyasyonu stimüle ettiği bilinmektedir [137]. Aşırı yağlı diyetle beslenen hamsterler 

üzerinde yapılan bir çalışmada diyete eklenen sinapik asidin SREBP1 aktivasyonunu azalttığı 

gösterilmiştir. Söz konusu çalışmada sinapik asit hamsterlerin kilo alımını anlamlı olarak 

azaltmış, yağ dokuda inflamasyon belirteçlerinde belirgin azalmaya yol açmış ve aşırı yağlı 

diyetle beslenen hamsterlerde gözlenen perirenal, inguinal ve epididimal yağ kitlesi artışında 

anlamlı oranda düşmeye neden olmuştur [138]. Bu bilgiler ışığında sinapik asidin 

diferansiyasyonun erken evresinden itibaren uygulanması durumunda diferansiyasyon üzerine 

baskılayıcı etkisine SREBP1 aktivasyonunun inhibe edilmesinin de aracılık ediyor olabileceği 

akla gelmektedir. 

ERK, p38 ve JNK mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler), çoğalma ve 

farklılaşma gibi birçok temel hücresel süreçte görev alan hücre içi sinyal yollarıdır. MAPK'ler, 

çeşitli uyaranlar tarafından aktive edilerek adiposit farklılaşmasında görev alabilirler [139]. 

Yakın zamanda yapılan bir çalışmada 3T3-L1 hücrelerine diferansiyasyon protokolünün 0’ıncı 

ve 2’nci günlerinde sinapik asit uygulamasının p38/MAPK/CREB sinyalini indüklediği [134]; 

diğer bir çalışmada ise MAPK aktivasyonun 3T3-L1 hücrelerinde diferansiyasyonu 0-2’nci gün 

aralığında baskıladığı gösterilmiştir [140]. Dolayısıyla 0-4 ve 0-8’inci günler arasında sinapik 

asidin diferansiyasyonu baskılayıcı etkisine p38/MAPK/CREB sinyal aktivasyonun da aracılık 

ediyor olabileceği düşünülebilir. 
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Sinapik asidin farklı hücre tiplerinde migrasyon üzerine etkisini gösteren çalışma sayısı 

oldukça kısıtlı olmakla birlikte, sinapik asidin de içinde bulunduğu fenolik bileşikleri içeren H. 

Pseudoleave (Keşiş kantaronu) ekstresinin in vitro yara iyileşme modelinde L929 fare dermal 

fibroblastlarının migrasyonunu anlamlı olarak artırdığı gösterilmiştir [141]. Başka bir çalışmada 

ise aralarında sinapik asidin de bulunduğu hidroksisinamik asit türevlerini yüksek düzeyde 

içeren Brassica carinata A. Braun (Etiyopya hardalı) ekstraktı uygulanmasının sağlıklı Swiss 

Albino farelerinde yara iyileşmesini belirgin ve anlamlı olarak artırdığı ve oluşturulan tam kat 

yara dudaklarının kapanmasını hızlandırdığı bulunmuştur [142,143]. Yakın zamanda yapılan bir 

çalışmada ise %1 sinapik asit içeren jel uygulamasının streptozosin ile indüklenen diyabetli 

Wistar albino sıçanlarda yara iyileşmesini belirgin olarak artırdığı gösterilmiştir. Söz konusu 

çalışmada sinapik asidin yara bölgesine epitel hücresi migrasyonunu artırdığı da bulunmuştur 

[144]. Bu sonuçlarla uyumlu olarak bizim çalışmamızda da hücrelere tüm zaman aralıklarında 

(24, 48 ve 72 saat) sinapik asit (5, 10 ve 20 μM) uygulanması kontrol grubuna göre migrasyonu 

doza bağımlı bir şekilde artırmakla birlikte bu artış 5 ve 10 μM konsantrasyonlarda anlamlı 

değildi. Bununla birlikte 20 μM sinapik asit uygulaması tüm zaman aralıklarında hücre 

migrasyonunda anlamlı artışa yol açtı. İlginç olarak, sinapik asidin migrasyon üzerine etkisi 

hücre tipi seçici gibi görünmektedir. Kanser hücreleri ile yapılan çalışmalarda sinapik asidin 

hücre migrasyonunu ve proliferasyonunu azalttığını gösteren çalışmalar da bulunmaktadır. 

Sinapik asidin PANC-1 ve SW1990 pankreas kanseri hücrelerinin migrasyonu ve 

proliferasyonunu azalttığı ancak HPDE normal pankreatik duktal epitelyal hücrelerinin 

migrasyon ve proliferasyonunu etkilemediği bulunmuştur [145]. Benzer şekilde, sinapik asit 

uygulaması HT-29 kolon kanser hücrelerinin proliferasyonunu baskılamıştır [146]. Yakın 

zamanda yapılan başka bir çalışmada sinapik asidin PC-3(A) ve LNCaP insan prostat kanseri 

hücrelerinin migrasyonunu anlamlı olarak azalttığı gösterilmiştir. Bununla birlikte, söz konusu 

çalışmada kullanılan sinapik asit konsantrasyonları çok yüksektir (250-4000 μM) ve sinapik 

asidin uygulanan konsantrasyonlarda hücre viabilitesinde belirgin azalmaya da neden olduğu 

görülmektedir [147]. Literatürden elde edilen bilgiler değerlendirildiğinde sinapik asidin kanser 

hücrelerinin migrasyonunu azaltırken sağlıklı hücrelerde migrasyonu artırıcı etkilerinin 

bulunduğu söylenebilir. Bununla birlikte, belirtilen çalışmalarda sinapik asidin bu etkiyi hangi 

sinyal yolakları aracılığı ile ortaya koyduğu karanlıktadır. Bizim çalışmamızda ise sinapik asidin 

24 ve 72 saat süresince hücre kültür ortamına 20 μM konsantrasyonda uygulandığında 

oluşturduğu migrasyon artışının Hedgehog inhibitörü vismodegib ön uygulaması tarafından 

ortadan kaldırılmış olması, bu etkiye Hedgehog sinyal yolağının aracılık ediyor olabileceğini 

düşündürmektedir. Ancak, 20 μM sinapik asitin 48 saat boyunca uygulamasının migrasyonu 

artırıcı etkisinin vismodegib ön uygulaması ile ortadan kalkmaması açıklanmaya muhtaç gibi 

görünmektedir. 
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Çalışmamızda hücre migrasyonunun değerlendirilmesi için uygulanan in vitro yara 

iyileşme modeli çok basit, düşük maliyetli ve uygulanabilirliği kolay bir yöntem olması nedeni 

ile hücre migrasyonunu değerlendirmek için çok yaygın olarak kullanılmaktadır [148]. Bununla 

birlikte yöntemin uygulanışından kaynaklanan birtakım dezavantajları da bulunmaktadır. 

Genellikle monolayer hücre kültürlerinde uygulanan bu yöntem ucu bir miktar kesilerek 

genişletilmiş pipet uçları kullanılarak hücrelerin tutundukları zeminde bir açıklık yaratılarak bu 

açıklığın belli bir zaman aralığında o bölgeye göç eden hücrelerce kapanma hızının 

değerlendirilmesine dayanır. Zeminde manuel olarak oluşturulan açıklığın genişliği ve derinliği 

standart olmamakta, aynı deney serisinde farklı kuyucuklarda birbirinden oldukça farklı yara 

genişlikleri açıldığı görülebilmektedir. Bu durum da ölçüm yapılırken zorluk oluşturmaktadır. 

Çalışmamızda ucu kesilerek genişletilmiş bir pipet yardımı ile kuyucuklarda manuel bir şekilde 

oluşturulan yara açıklığının, sabit bir değer olmaktan uzak olup 300-820 nm boyut arasında 

değişkenlik gösterdiği de göz önünde tutulduğunda bu farklı genişlikteki yara açıklıklarının 

ölçümlerin tutarlılığını etkilemiş olması mümkün görünmektedir. Ölçümlerin doğruluğunu 

etkileyen bir diğer faktör de kazıma işlemi sırasında oluşan yara kenarlarının düzensiz 

olmasıdır. Özellikle çok kuyucuklu pleytlerde farklı zaman noktalarında çoklu ölçümler 

yapıldığında uygulayıcı tarafından aynı noktanın tespit edilerek ölçülmesi zorlaşmakta, buna 

bağlı olarak ölçüm hataları olabilmektedir [149]. Yara açıklığı modelinin diğer bir dezavantajı da 

kazıma işlemi sırasında kimi zaman hasar görmüş hücrelerin ve hücre kalıntılarının yara 

kenarlarında kalmasıdır. Bu durum hem 0’ıncı saatte yapılan ölçümde hataya neden olabilmekte 

hem de migrate olan hücrelerin ilerlemesine zorluk çıkararak ölçümleri etkileyebilmektedir 

[150,151]. Bunun yanı sıra ölçümler yapılırken uzun süreler boyunca pleytlerdeki kuyucukların 

aynı bölümlerinin mikroskop altında bulunması sonucunda hücrelerin uzun süre ışığa maruz 

kalmasının hücrelere zarar verebildiği ve yara kenarlarının kapanmasını etkileyerek sonuçları 

değiştirebildiği belirtilmiştir [148]. Deneylerin gerçekleştirildiği MEİTAM hücre kültürü 

laboratuvarında bulunan inverted mikroskobun görüntüleme yazılımındaki sorundan ötürü 

fotoğraflama sırasında görüntü ayarlarının yapılabilmesi için uzun süre uğraşmayı 

gerektirmekte idi. Bu nedenle ölçüm yapılan günlerde hücreler görüntüleme ve fotoğraflama 

aşamasında çok uzun süre ile mikroskop altında tutulmak zorunda kalındı. Bu durumun ölçüm 

sonuçlarının güvenilirliğini etkilemesi olasılık dahilinde görünmektedir. 

Migrasyon modülasyonunda rolü olduğu düşünülen Hedgehog sinyal yolağının 

preadipositlerin migrasyonu üzerindeki etkileri henüz aydınlatılamamış olmakla birlikte farklı 

hücre hatlarında yapılan çalışmalar mevcuttur. Yakın zamanda MCF10DCIS.com insan meme 

kanseri hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada, Hedgehog sinyal yolağı inhibitörleri 

siklopamin ve vismodegibin hücre migrasyonunu belirgin olarak azalttığı gösterilmiştir [152]. 
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Benzer şekilde yumurtalık kanser hücresi üzerinde yapılan bir çalışmada lizofosfatidik asit 

uygulaması Hedgehog sinyal yolağının aktivasyonunun da içinde yer aldığı bir dizi mekanizma 

ile hücre göçünü ve invazyonu artırarak metastaza neden olabilirken, resveratrol uygulamasının 

Hedgehog sinyal yolağını inhibe ederek kanser hücrelerinin migrasyonunun inhibisyonuna 

katkıda bulunabildiği açıklanmıştır [153]. Aynı zamanda Glioblastoma hücre hatları üzerinde 

yapılan bir çalışmada da Hedgehog sinyal yolu aktivasyonunun hücre proliferasyonunu ve 

migrasyonunu artırdığı gösterilmiştir [154]. 

Bizim çalışmamızda ise 24 ve 72 saat boyunca 20 μM sinapik asit uygulamasının 

migrasyonda neden olduğu artışın, vismodegib ön uygulaması ile ortadan kaldırılması 

Hedgehog sinyal yolağı aktivasyonun 3T3-L1 hücre göçünde rol oynuyor olabileceğini 

düşündürmekle birlikte; sinapik asidin AMPK, MAPK gibi bazı sinyal yolakları üzerinde de 

etkisinin olması deney sonuçlarının yorumlanmasını zorlaştırarak durumu karmaşık hale 

getirmektedir. 

Antioksidan, antimikrobiyal, anksiyolitik, nöroprotektif, kardiyoprotektif etkileri olduğu 

bilinen ve potansiyel antiadipojenik etkilere sahip olduğu tahmin edilen sinapik asidin, 

çalışmamızda kullanılan konsantrasyonlarda 3T3-L1 preadiposit hücrelerinin canlılığını 

azaltmadığı, 20 μM sinapik asit uygulaması ile diferansiyasyonun önemli bir aşaması olan 

proliferasyonu baskıladığı ve bu baskılamayı vismodegib varlığında ortadan kaldırması 

nedeniyle Hedgehog sinyal yolu aktivasyonunun proliferasyonda rolü olduğu düşünülürken, 

diferansiyasyonun bütün zaman aralıklarında 20 μM sinapik asit uygulaması ile baskılanması ve 

bu baskılamanın vismodegib varlığında sadece 0-8’inci gün aralığında ortadan kaldırılması ile 

sinapik asidin diferansiyasyon üzerine etkilerine Hedgehog sinyal yolağıyla birlikte AMPK, 

MAPK, Wnt/β-katenin sinyal yolakları gibi çeşitli sinyal yolaklarının aktivasyonunun ve aynı 

zamanda SREBP1 aktivasyonunun azaltılmasının aracılık ediyor olabileceği düşünüldü. Sinapik 

asidin artan konsantrasyonlarda migrasyonu artırması ve vismodegib varlığında bu etkinin 24 

v3 72 saat uygulalarında ortadan kaldırılması nedeniyle sinapik asit uygulamasının 3T3-L1 

preadipositlerinin migrasyonunu artırdığı ve Hedgehog sinyal yolu aktivasyonunun bu etkiye 

aracılık ediyor olabileceği düşünümektedir. Ancak sinapik asidin preadiposit proliferasyonu, 

diferansiyasyonu ve migrasyonu üzerindeki etkileri ve bu etkilerin hangi sinyal yolakları 

aracılığı ile ilgili olabileceğini açıklamak için yeterli çalışma bulunmamakla birlikte, çeşitli 

transkripsiyon faktörlerinin, reseptörlerin ve Hedgehog sinyal yolu proteinlerinin 

ekspresyonlarının ölçüldüğü yeni çalışmalar yapılması konunun aydınlatılması için gereklidir. 
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