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Ozet

Girig: Enterositlerde hiicreler arasindaki iletisimin bariyer
islevinin korunmast agisindan onemli oldugu diisiiniilmek-
tedir. Ara baglanti (AB) proteini konneksin-43"iin (K-43)
ndronlarda hiicre i¢i mediator trafigini diizenledigi ve fos-
forilasyon ile islevinin engellendigi bilinmektedir. Bu ¢a-
lismada Lipopolisakkaridin (LPS) neden oldugu barsak
bariyeri islev bozuklugunun enterositler arasindaki ileti-
sim, K-43 ekspresyonu ve fosforilasyon durumunu nasil et-
kiledigi ve hangi mekanizmanin sorumlu oldugu arastiril-
mistir.

Yontem: Enterositler arasindaki iletisimi gostermek icin
IEC-6 enterosit hiicre serilerine kiiltiir ortaminda floresan
bir molekiil olan lusifer-sarist (LS) ve daha biiyiik baska
bir molekiil olan Rodamin-dekstran (Rd-D) ile mikroenjek-
siyon uygulannmugtir. AB fonksiyonunun éznelligini ortaya
koymak amact ile hiicreler AB inhibitorii olan Oleamid ile
muamele edildikten sonra enjeksiyon tekrarlanarak lazer
konfokal mikroskobi ile goriintiilenmigstir. Ardindan, IEC-6
hiicrelerinin LPS ile (50 ug/ml 24h) muamele sonrasinda-
ki K-43 ekspresyonu ve fosforilasyonu (fK-43) Western
Blot ve lazer konfokal mikroskobi ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Enterositlere uygulanan mikroenjeksiyon son-
rasinda LS'min hiicreden komsu hiicrelere AB aracilig ile
gectigi gozlenirken Rd-D'in sadece enjeksiyon yapilan
hiicrede sinirlt kalmast islevsel AB'larin varligini ortaya
koymustur. Oleamid ile muamele sonrasinda LS'min da
komsu hiicrelere gegisinin engellenmesi AB iglevinin Oz-
nelligini dogrulamistir. LPS uygulamasi entrositlerdeki
fK-43 diizeyini anlamli olarak arttirken (aktin bant dansi-
tesine oranla kontrol hiicrelerde: 0.3x0.1, LPS sonrasi:
0.9+0.2; p<0.05) toplam K-43 degismemistir. LPS uygula-
mast hiicreler arasinda fK-43 birikimini arttirmistir.

Sonug: LPS, AB proteini K-43'iin fosforilasyonunu arttira-
rak AB’larin iglevini engellemektedir. Bu da endotoksinin
enterositler arast iletisimi bozmak yoluyla barsak bariyeri-
nin biitiinliigiiniin korunmasini engelleyebilecegini diisiin-
diirmektedir.

Anabhtar kelimeler: Mukozal bariyer, nekrotizan enteroko-
lit, ara baglantilar, konneksin-43

Summary

Lipopolysaccharide impairs cell-to-cell communication
by affecting the gap junction protein connexin-43 in en-
terocytes

Aim: Communication between enterocytes is likely to be
essential for the maintenance of gut barrier integrity. In
many cells such as neurons, intercellular communication
occurs through the gap junction (GJ) protein connexin-43
(Cx43), and phosphorylation of Cx43 (pCx43) disrupts GJ
function. However, the in vivo effects of LPS on GJ expres-
sion and phosphorylation in enterocytes are undefined. We
hypothesized that LPS modulates connexin-43 expression
and phosphorylation in enterocytes in-vitro.

Methods: Inter-enterocyte communication was measured
by microinjecting intestinal epithelial cells (IEC-6) with
lucifer-yellow (LY) and a larger molecule “rhodamine-
dextrane (Rd-D). The specificity of GJ function was asses-
sed by pretreatment of cells with “oleamide” , a specific in-
hibitor of GJ function. Images were obtained by laser con-
focal microscopy. The expression and distribution of Cx-43
and its phosphorylation (pCx-43) were assessed in IEC-6
cells following treatment with LPS (50 ug/ml 24h) by Wes-
tern blot and confocal microscopy.

Results: Enterocyte injections allowed passage of LY but
not Rd-dextran to adjoining cells, suggesting GJ function.
Oleamide treatment inhibited the passage of LY to the ad-
Jjacent cells. LPS significantly increased enterocyte pCx-43
(density rel to actin ctrl: 0.3x0.1 vs LPS 0.910.2, p<0.05)
but not total Cx-43. LPS significantly increased accumula-
tion of pCX-43 between cells.

Conclusion: LPS impairs the function of GJ by increasing
the phosphorilation of Cx-43.This may provide insights in-
to maintanence of barrier function by interenterocyte func-
tion.

Key words: Mucosal barrier, necrotizing enterocolitis, gap
junctions, connexin-43
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Giris
Nekrotizan enterokolit (NEK), preterm yenidogan-
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larda gastrointestinal sistemden kaynaklanan morbi-
dite ve Oliimiin en onemli nedenlerinden birisidir
(2.9.13), NEK'in etyolojisi ve patofizyolojisi heniiz
tam anlamryla agikliga kavusmamis olmakla birklik-
te prematiirite, enteral beslenme ve diisiik dogum
agirligi onemli risk faktorleri arasinda yer almaktadir
(D, Risk altindaki prematiire yenidogan bir bebekte
hipoksi barsaklarda mukozal bariyerin bozulmasina
ve bunun sonucunda bakteriyel translokasyon ve kli-
nik NEK tablosunun olusmasinin yanisira sistemik
sepsisin gelismesine de neden olur (101D, Her ne ka-
dar barsak bariyerinin diizenlenmesinde rol oynayan
mekanizmalar tam olarak bilinmese de giiniimiizdeki
bilgiler 1s181nda hiicrelerin birbirleriyle haberlesebil-
me 6zelliginin énemli bir rol oynadig1 diisiiniilmek-
tedir. NEK patogenezinin tam olarak aydinlatilabil-
mesi icin Ozellikle hiicreler arasi iletisim agisindan
barsak bariyer bozuklugunun mekanizmalarinin tam
olarak ortaya konmasi gerekmektedir.

Hiicreler birbirleriyle dogrudan ya da dolayli olarak
iletisim kurabilirler. Hormonlar, noromediatorler,
kalsiyum ve nitrik oksit (NO) gibi molekiiller dolay-
I1 olarak hiicreler arasi iletisimde rol oynarlar (2,
Doku ve organlardaki hiicreler arast dogrudan ileti-
sim ise “ara baglantilar (AB)” adi verilen 6zellesmis
kanallar araciligr ile gerceklesmektedir. AB'lar, bir-
birleri ile temas halinde bulunan hiicrelerin plazma
membranlarinda yer alan yari-kanallarin paylasilma-
st ile olugan ve 1000 Daltondan daha kiiciik sitoplaz-
mik molekiillerin hiicreden hiicreye bir reseptor ara-
cilig1 olmaksizin gecisine izin veren yapilardir (8:15),
Her yari-kanal alt1 konneksin (K) molekiiliiniin olus-
turdugu bir oligomerden meydana gelir (27, Konnek-
sin ailesinin 20'den daha fazla eleman1 tanimlanmig
olup her bir eleman molekiiler agirlig1 ile anilmakta-
dir (Or. K-43, K-26 gibi) ve insanlarda o ve B alt
gruplart mevcuttur 4:7.11,15.24.26) ' AB iglevinin pro-
teinin fosforilasyon durumu ile diizenlendigi bilin-
mektedir. Ornegin, konneksin 43'iin fosforilasyonu-
nun AB'lar aracilig ile iletisimi azalttig1 bilinmekte-
dir 3.16.13)_ Fosforilasyonun bu farkli etkileri hiicre-
ye oOzel olabilir. Barsak hiicrelerindeki ara AB'lara
iligkin yeterli bilgi bulunmamasinin yanisira fosfori-
lasyonun AB iglevine etkileri bilinmemektedir.
AB'larin enterositlerde bulundugu daha 6nce bildiril-
mis olmakla birlikte fonksiyonlar1 incelenmemisgtir
(6.14), Ayrica, endotoksinin AB proteinlerinin ekpres-
yonu ve iglevine etkileri heniiz bilinmemektedir
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(21,25).

Bu calismada AB'larin enterositlerdeki varliginin ve
islevsel olarak aktif oldugu hipotezinin dogrulanma-
st amacglanmigtir. Ayrica, endotoksinin konneksin
proteinlerinin fosforilasyon durumunu nasil etkiledi-
8i ve iglevlerini ne yonde degistirdigi arastirilmastir.

Gere¢ ve Yontem

Deneylerde IEC-6 kiiltiir hiicrelerinin iiretiminde ve
saklanmasinda DMEM (Dulbecco’s modified eagle
medium; BioWhittaker, Baltimore MD, USA), penisi-
lin/streptomisin, fétal sigir serumu, sigir serum albii-
mini, L-glutamin (Gibco, Carlsbad CA, USA) kulla-
nilmistir. Western Blot analizlerinde fare monoklo-
nal anti-konneksin 43 ve tavsan poliklonal anti-fosfo-
konneksin 43 antikorlart (Chemicon, Temecula CA,
USA), fare anti-K26 and fare anti-K32 antikorlari
(Zymed Laboratories, San Francisco, CA USA) kul-
lamlnustir. Kiiltiir hiicrelerinde ara AB fonksiyonla-
rinin degerlendirilmesi icin yapilan mikroenjeksi-
yonlarda Rodamin Dekstran ve Lusifer sarisi (Mole-
cular Probes, Eugene OR, USA) kullanilmuigtir.

Hiicre kiiltiirii ve immiinofloresans

Rat enterosit IEC-6 kiiltiir hiicreleri % 5 fetal sigir
serumu, penisilin, streptomisin, L-Glutamin ve insii-
lin ile zenginlestirilmis DMEM (Dulbeco’s Modified
Eagle Medium) i¢inde 37°C ve % 5 CO, ortaminda
inkiibe edilmistir (19). Hazirlanan hiicre kiiltiirleri
18 saat siire ile lipopolisakkarid (LPS, 50 ug/ml) ile
muamele edilmistir. Lipopolisakkaridin (LPS) etkisi-
ni arastirmak amact ile hazirlanan hiicre kiiltiirleri
18 saat siire ile LPS (50 ug/ml) muamele edilmistir.
Kontrol ve LPS hiicreleri 18 saatin sonunda lizis
tamponunda parc¢alanip hiicre eriyikleri +4°C'de
9000 devirde 30 dk. santrifiij edilerek hiicre kalinti-
lart uzaklastirilnug ve siipernatantlari (santrifiij son-
rasi iistte kalan swvi) ayrilmistir. Bisinkoninik asit
analizi ile siipernatantlar icindeki protein konsant-
rasyonu belirlenmistir. Siipernatantlarin igerdigi
protein yapilar (30 ug'a esdeger hacimde) sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE;, Western Blot) ile ayrigtirildiktan sonra poli-
viniliden florid (PVDF) membranlara aktarilmigtir.
Membranlar 1 saat siire ile oda isisinda % 0.1 PBS-
Tween iginde % 5°lik siit proteini ile bloke edildikten
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sonra 1:251 ve 1:1000 sulandirmada K-43 ve fosfo-
konneksin (fK-43) antikorlari ile oda 1sisinda 1 saat
muamele edilmigtir. Bunu takiben sekonder antikor
(IgG) ile muamele edilen membranlardaki protein
bantlart SuperSignal kimyasal illuminesans yontemi
ile goriintiilenmigtir.

Immiinofleoresan mikroskobi icin hiicreler kiiltiir or-
taminda lameller iizerinde % 60-80 yogunlukta ¢o-
galtilip 18 saatlik LPS uygulamasini takiben 20 dk.
stire ile % 4 paraformaldehit ile fiksasyon, 20 dk. %
0.1 Triton X-100 ile hiicrede gegirgenlik arttirma ve
1 saat % 1 sigwr serum albiimini/0.15M glisin ile blo-
ke edilme iglemlerine tabi tutulmustur. Ardindan
hiicreler 1 saat primer antikor, I saat sekonder anti-
kor ve hiicre ¢cekirdegi boyast Topro (Molecular Pro-
bes, Eugene, OR) ile muamele edilmistir. Lameller
her islem arasinda soguk fosfat tamponlu salin (PBS)
ile yitkanmus, islemlerin tamamlanmasinin ardindan
cam lamlar iizerine yerlegtirilerek 60x immersiyon
objektifi altinda Olympus Fluoview 500 lazer konfo-
kal mikroskobu ile goriintiilenmistir.

Ara baglanty islevi igcin mikroenjeksiyon
IEC-6 hiicreleri tek hazneli kiiltiir ortanminda bazal

kosullarda ve 18 saat siireyle LPS (50 ug/ml) ile mu-
amele edilmis sekilde ortalama % 75 yogunlukta co-

galtilmigtir. Hiicrelerin ara baglanti iglevlerinin de-
gerlendirilebilmesi amaciyla mikroenjeksiyondan 15
dk. énce ara baglanti inhibitorii olan oleamid (25
uM) kiiltiir ortamina ilave edilmistir. Enterositlere
InjectMan NI2, Femtojet, and Femtotips Il (Eppen-
dorf, Hamburg Germany) yardimi ile mikroenjeksi-
yon uygulannustir. Mikroenjeksiyon ve gériintiileme
IX81 Olympus mikroskobu ile 60X biiyiitme altinda
gerceklestirilmigtir. Enterositlere Lusifer Sarist (LS,
25 mg/ml) ve Rodamin Dekstran 70 kD (RD, 10
mg/ml; Molecular Probes, Eugene, Oregon) 5:1 ora-
ninda karistiritlip enjekte edilmistir.

Bulgular

Her bir deneyde 10 hiicreye mikroenjeksiyon uygu-
lanmis olup deneyler 5 kez tekrarlanmistir. Verilen
degerler yaklasik 50 mikroejeksiyon sonrasi elde edi-
len verilerin ortalamasidir. Enjeksiyon yapilan hiic-
reden boyanin gegctigi gozlenen komsu hiicreler mik-
roskop altinda sayilmistir.

Rat enterositleri iglevsel ara baglantilar icermekte-
dir.

IEC-6 hiicrelerinde AB'larin varlig1 kiiciik floresan
bir molekiil olan LS'nin ¢ok daha biiyiik bir molekiil
olan RD ile birlikte ve es zamanli olarak hiicre igeri-

Sekil 1. Kiigiik floresan bir molekiil olan Lusifer saris1 (LS) ¢ok daha biiyiik bir molekiil olan Rodamin dekstran (RD) ile birlikte ve
es zamanh olarak ok ile isaretli olan IEC-6 hiicresi icerisine enjekte edilmistir. Oncelikle, yalnizca LS ara baglantilar yoluyla komsu
hiicrelere gecebilirken RD’nin gecemedigi goriillmiistiir (Sekil 1A-C). Ardindan 6znel bir AB inhibitorii olan oleamid uygulamasi

LS’nin ara baglantilardan gecisini engellemistir (Sekil D-F).
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Sekil 2. Farkh konneksin molekiilii izofomlarinin enterosit
hiicre serilerindeki (IEC-6) ekspresyonu; Koneksin 26, 32 ve
43’iin IEC-6 hiicre serilerinde varhigini ortaya koyan Western
Blot analizi.

Sekil 3. IEC-6 Kkiiltiir hiicrelerine LPS uygulamasi fosfokon-
neksin-43 ekspresyonunda anlamh bir artisa neden olurken
total Konneksin-43 diizeylerinde bir degisiklik gozlenmemis-
tir.
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Sekil 4. LPS, IEC-6 hiicrelerinin membranlarinda fosfokon-
neksin-43 dagilhimini kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda
belirgin olarak arttirmistir.

sine enjekte etmek yoluyla ortaya konmustur. Once-
likle, yalnizca LS ara baglantilar yoluyla komsu hiic-
relere gecebilirken RD'nin gecemedigi goriilmiistiir.
(Sekil 1A-C). Ardindan 6znel bir AB inhibitorii olan
oleamid uygulamasi LS'nin ara baglantilardan gegisi-
ni engellemistir (Sekil 1D-F). Bu bulgular enterosit-
lerde islevsel ara baglantilarin varlifini ortaya koy-
maktadir. Hangi konneksin izoformlarinin enterosit-
lerde var oldugunu saptamak amaci ile yapilan Wes-
tern Blot analizlerinde K-26, K-32 ve K-43'iin varli-
81 belirlenmistir (Sekil 2).

LPS enterositlerdeki fK-43'iin ekspresyonunu arttir-
maktadir.

NEK, LPS sistemik dolagima transloke olmasi ile ka-
rakterize bir klinik durum olmasindan otiirii, in-vitro
ortamda LPS'in konneksin ekspresyonuna ve fosfori-
lasyon durumuna etkisi arastirilmistir. IEC-6 kiiltiir
hiicrelerine LPS uygulamas: fK-43 ekspresyonunda
anlaml1 bir artisa neden olurken total K-43 diizeyle-
rinde bir degisiklik gozlenmemistir. (Sekil 3). Sekil
4'de acik seklide goriildiigii gibi, LPS, IEC-6 hiicre-
lerinin membranlarinda fK-43 dagilimint kontrol
hiicreleriyle karsilagtirildiginda belirgin olarak arttir-
migstir. Bu veriler, endotoksinin membran kaynakl k-
43'tin fosforilasyonunu arttirdigint géstermektedir.

LPS, IEC-6 hiicrelerinde ara baglanti islevini azalt-
maktadir.

LPS ile muamele edilen hiicrelere LS ve RD mikro-
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enjekte edildikten sonra verilen boyalarin hiicreden
hiicreye gecisleri kontrol hiicreler ile karsilagtirilmis-
tir. Kontrol hiicrelerine LS enjekte edildiginde, boya-
nin komsu olan 2+0.18 hiicreye gectigi gdzlenmistir.
LPS ile muamele edilmis hiicrelerin LS enjeksiyonu
sonrasi boyanin komsu 1.55+0.16 hiicreye gectigi
goriilmiistiir. Aradaki fark istatistiksel olarak anlam-
It olmamakla beraber (p=0.06), elde edilen bulgular
LPS'in enterositlerde ara baglanti fonksiyonunu
azaltma egiliminde oldugunu diislindiirmektedir.

Tartisma

Bu calisma, enterositlerin islevsel AB'lara sahip ol-
dugunu ve bu AB islevlerinin LPS ile kismen engel-
lendigini gostermektedir. LPS'in karaciger hiicresi ve
lokositlerde AB islevlerini degistirdigi daha 6nce
gosterilmis olmakla birlikte enterositlerdeki AB isle-
vi tlizerine etkileri daha Once arastirillmamistir
(5,12,23)  Bununla birlikte, enterositlerin LPS'e maruz
kalmasi 6nemli bir AB proteini olan K-43'iin fosfori-
lasyonu ile sonuclandigi belirlenmistir. Konneksin
proteinlerinin fosforilasyonu AB'lar yoluyla sagla-
nan hiicreler arasi iletisimin bozulmasina yol actigin-
dan otiirti, LPS'in boyle bir mekanizma ile hiicreler
arasi iletisimi bozdugunu diisiindiirmektedir 29,

Bu etkinin fizyolojik olarak ne anlama geldiginin an-
lagilmasi, NEK'de soz konusu olan degisikliklerin
olug mekanizmast hakkinda bilgi verici olabilir. Bi-
lindigi gibi, NEK'de meydan gelen epitelial hasar,
villus kriptlerinde yer alan enterositlerin hasar gor-
miis olan epitel hiicrelerinin yerine gocii ve ayn1 za-
manda cogalmalar: sonucu onarilmaktadir. Bu olay-
lar zinciri enterositlerin diizenli ve programli bir se-
kilde davranmalarini gerektirmektedir. Buna gore,
NEK'de mukozal bariyer incinmesini takiben meyda-
na gelen LPS translokasyonu, diger etkilerinin yani
sira, enterositlerde yer alan konneksin proteinlerinin
fosforilasyonuna neden olmaktadir. Konneksinin
fosforile olmasi sonucu enterositler arasi ara baglan-
t1 islevleri bozulmakta, hiicreler arasi iletisim aksa-
makta ve bariyer islevinin yerine konmasi igin gere-
ken epitelial hiicre onarimi aksamaktadir. Boylelikle,
bakteriel translokasyonun artarak devam etmesi sis-
temik inflamatuar yanitin da ilerlemesine yol agmak-
tadir.

Ozetle, bu ¢alismanin sonucunda enterositlerin islev-

sel ara baglantilara sahip olduklart ortaya ¢ikmuistir.
Ara baglanti proteinlerinin en onemlilerinden biri
olan Konneksin-43'iin fosforilasyonu ile ara baglan-
tilarin islevi bozulmaktadir. Konneksin proteinlerin
fosforilasyonun, ara baglantilarin islevlerini bozan
ve endotoksemi sirasinda barsak bariyeri islev bo-
zukluguna neden olan bir stres yanitt olabilecegi dii-
stiniilmektedir. Bu da nekrotizan enterokolit patoge-
nezindeki olus mekanizmalar1 hakkinda fikir verici
olabilir.
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