
Özet

Girifl: Enterositlerde hücreler aras›ndaki iletiflimin bariyer
ifllevinin korunmas› aç›s›ndan önemli oldu¤u düflünülmek-
tedir. Ara ba¤lant› (AB) proteini konneksin-43'ün (K-43)
nöronlarda hücre içi mediatör trafi¤ini düzenledi¤i ve fos-
forilasyon ile ifllevinin engellendi¤i bilinmektedir. Bu ça-
l›flmada Lipopolisakkaridin (LPS) neden oldu¤u barsak
bariyeri ifllev bozuklu¤unun enterositler aras›ndaki ileti-
flim, K-43 ekspresyonu ve fosforilasyon durumunu nas›l et-
kiledi¤i ve hangi mekanizman›n sorumlu oldu¤u araflt›r›l-
m›flt›r. 

Yöntem: Enterositler aras›ndaki iletiflimi göstermek için
IEC-6 enterosit hücre serilerine kültür ortam›nda floresan
bir molekül olan lusifer-sar›s› (LS) ve daha büyük baflka
bir molekül olan Rodamin-dekstran (Rd-D) ile mikroenjek-
siyon uygulanm›flt›r. AB fonksiyonunun öznelli¤ini ortaya
koymak amac› ile hücreler AB inhibitörü olan Oleamid ile
muamele edildikten sonra enjeksiyon tekrarlanarak lazer
konfokal mikroskobi ile görüntülenmifltir. Ard›ndan, IEC-6
hücrelerinin LPS ile (50 µg/ml 24h) muamele sonras›nda-
ki K-43 ekspresyonu ve fosforilasyonu (fK-43) Western
Blot ve lazer konfokal mikroskobi ile de¤erlendirilmifltir. 

Bulgular: Enterositlere uygulanan mikroenjeksiyon son-
ras›nda LS'n›n hücreden komflu hücrelere AB arac›l›¤› ile
geçti¤i gözlenirken Rd-D'›n sadece enjeksiyon yap›lan
hücrede s›n›rl› kalmas› ifllevsel AB'lar›n varl›¤›n› ortaya
koymufltur. Oleamid ile muamele sonras›nda LS'n›n da
komflu hücrelere geçiflinin engellenmesi AB ifllevinin öz-
nelli¤ini do¤rulam›flt›r. LPS uygulamas› entrositlerdeki
fK-43 düzeyini anlaml› olarak artt›rken (aktin bant dansi-
tesine oranla kontrol hücrelerde: 0.3±0.1, LPS sonras›:
0.9±0.2; p<0.05) toplam K-43 de¤iflmemifltir. LPS uygula-
mas› hücreler aras›nda fK-43 birikimini artt›rm›flt›r. 

Sonuç: LPS, AB proteini K-43'ün fosforilasyonunu artt›ra-
rak AB'lar›n ifllevini engellemektedir. Bu da endotoksinin
enterositler aras› iletiflimi bozmak yoluyla barsak bariyeri-
nin bütünlü¤ünün korunmas›n› engelleyebilece¤ini düflün-
dürmektedir.

Anahtar kelimeler: Mukozal bariyer, nekrotizan enteroko-
lit, ara ba¤lant›lar, 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 µg/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-
jacent cells. LPS significantly increased enterocyte pCx-43
(density rel to actin ctrl: 0.3±0.1 vs LPS 0.9±0.2, 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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larda gastrointestinal sistemden kaynaklanan morbi-
dite ve ölümün en önemli nedenlerinden birisidir
(2,9,13). NEK'in etyolojisi ve patofizyolojisi henüz
tam anlam›yla aç›kl›¤a kavuflmam›fl olmakla birklik-
te prematürite, enteral beslenme ve düflük do¤um
a¤›rl›¤› önemli risk faktörleri aras›nda yer almaktad›r
(1). Risk alt›ndaki prematüre yenido¤an bir bebekte
hipoksi barsaklarda mukozal bariyerin bozulmas›na
ve bunun sonucunda bakteriyel translokasyon ve kli-
nik NEK tablosunun oluflmas›n›n yan›s›ra sistemik
sepsisin geliflmesine de neden olur (10,11). Her ne ka-
dar barsak bariyerinin düzenlenmesinde rol oynayan
mekanizmalar tam olarak bilinmese de günümüzdeki
bilgiler ›fl›¤›nda hücrelerin birbirleriyle haberleflebil-
me özelli¤inin önemli bir rol oynad›¤› düflünülmek-
tedir. NEK patogenezinin tam olarak ayd›nlat›labil-
mesi için özellikle hücreler aras› iletiflim aç›s›ndan
barsak bariyer bozuklu¤unun mekanizmalar›n›n tam
olarak ortaya konmas› gerekmektedir. 

Hücreler birbirleriyle do¤rudan ya da dolayl› olarak
iletiflim kurabilirler. Hormonlar, nöromediatörler,
kalsiyum ve nitrik oksit (NO) gibi moleküller dolay-
l› olarak hücreler aras› iletiflimde rol oynarlar (22).
Doku ve organlardaki hücreler aras› do¤rudan ileti-
flim ise “ara ba¤lant›lar (AB)” ad› verilen özelleflmifl
kanallar arac›l›¤› ile gerçekleflmektedir. AB'lar, bir-
birleri ile temas halinde bulunan hücrelerin plazma
membranlar›nda yer alan yar›-kanallar›n paylafl›lma-
s› ile oluflan ve 1000 Daltondan daha küçük sitoplaz-
mik moleküllerin hücreden hücreye bir reseptör ara-
c›l›¤› olmaks›z›n geçifline izin veren yap›lard›r (8,15).
Her yar›-kanal alt› konneksin (K) molekülünün olufl-
turdu¤u bir oligomerden meydana gelir (27). Konnek-
sin ailesinin 20'den daha fazla eleman› tan›mlanm›fl
olup her bir eleman moleküler a¤›rl›¤› ile an›lmakta-
d›r (Ör. K-43, K-26 gibi) ve insanlarda a ve b alt
gruplar› mevcuttur (4,7,11,15,24,26). AB ifllevinin pro-
teinin fosforilasyon durumu ile düzenlendi¤i bilin-
mektedir. Örne¤in, konneksin 43'ün fosforilasyonu-
nun AB'lar arac›l›¤› ile iletiflimi azaltt›¤› bilinmekte-
dir (3,16,18). Fosforilasyonun bu farkl› etkileri hücre-
ye özel olabilir. Barsak hücrelerindeki ara AB'lara
iliflkin yeterli bilgi bulunmamas›n›n yan›s›ra fosfori-
lasyonun AB ifllevine etkileri bilinmemektedir.
AB'lar›n enterositlerde bulundu¤u daha önce bildiril-
mifl olmakla birlikte fonksiyonlar› incelenmemifltir
(6,14). Ayr›ca, endotoksinin AB proteinlerinin ekpres-
yonu ve ifllevine etkileri henüz bilinmemektedir

(21,25).

Bu çal›flmada AB'lar›n enterositlerdeki varl›¤›n›n ve
ifllevsel olarak aktif oldu¤u hipotezinin do¤rulanma-
s› amaçlanm›flt›r. Ayr›ca, endotoksinin konneksin
proteinlerinin fosforilasyon durumunu nas›l etkiledi-
¤i ve ifllevlerini ne yönde de¤ifltirdi¤i araflt›r›lm›flt›r. 

Gereç ve Yöntem

Deneylerde IEC-6 kültür hücrelerinin üretiminde ve
saklanmas›nda DMEM (Dulbecco's modified eagle
medium; BioWhittaker, Baltimore MD, USA), penisi-
lin/streptomisin, fötal s›¤›r serumu, s›¤›r serum albü-
mini, L-glutamin (Gibco, Carlsbad CA, USA) kulla-
n›lm›flt›r. Western Blot analizlerinde fare monoklo-
nal anti-konneksin 43 ve tavflan poliklonal anti-fosfo-
konneksin 43 antikorlar› (Chemicon, Temecula CA,
USA), fare anti-K26 and fare anti-K32 antikorlar›
(Zymed Laboratories, San Francisco, CA USA) kul-
lan›lm›flt›r. Kültür hücrelerinde ara AB fonksiyonla-
r›n›n de¤erlendirilmesi için yap›lan mikroenjeksi-
yonlarda Rodamin Dekstran ve Lusifer sar›s› (Mole-
cular Probes, Eugene OR, USA) kullan›lm›flt›r.

Hücre kültürü ve immünofloresans

Rat enterosit IEC-6 kültür hücreleri % 5 fetal s›¤›r
serumu, penisilin, streptomisin, L-Glutamin ve insü-
lin ile zenginlefltirilmifl DMEM (Dulbeco's Modified
Eagle Medium) içinde 37°C ve % 5 CO2 ortam›nda
inkübe edilmifltir (19). Haz›rlanan hücre kültürleri
18 saat süre ile lipopolisakkarid (LPS, 50 µg/ml) ile
muamele edilmifltir. Lipopolisakkaridin (LPS) etkisi-
ni araflt›rmak amac› ile haz›rlanan hücre kültürleri
18 saat süre ile LPS (50 µg/ml) muamele edilmifltir.
Kontrol ve LPS hücreleri 18 saatin sonunda lizis
tamponunda parçalan›p hücre eriyikleri +4°C'de
9000 devirde 30 dk. santrifüj edilerek hücre kal›nt›-
lar› uzaklaflt›r›lm›fl ve süpernatantlar› (santrifüj son-
ras› üstte kalan s›v›) ayr›lm›flt›r. Bisinkoninik asit
analizi ile süpernatantlar içindeki protein konsant-
rasyonu belirlenmifltir. Süpernatantlar›n içerdi¤i
protein yap›lar (30 µg'a eflde¤er hacimde) sodyum
dodesil sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE; Western Blot) ile ayr›flt›r›ld›ktan sonra poli-
viniliden florid (PVDF) membranlara aktar›lm›flt›r.
Membranlar 1 saat süre ile oda ›s›s›nda % 0.1 PBS-
Tween içinde % 5'lik süt proteini ile bloke edildikten
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sonra 1:251 ve 1:1000 suland›rmada K-43 ve fosfo-
konneksin (fK-43) antikorlar› ile oda ›s›s›nda 1 saat
muamele edilmifltir. Bunu takiben sekonder antikor
(IgG) ile muamele edilen membranlardaki protein
bantlar› SuperSignal kimyasal illuminesans yöntemi
ile görüntülenmifltir. 

‹mmünofleoresan mikroskobi için hücreler kültür or-
tam›nda lameller üzerinde % 60-80 yo¤unlukta ço-
¤alt›l›p 18 saatlik LPS uygulamas›n› takiben 20 dk.
süre ile % 4 paraformaldehit ile fiksasyon, 20 dk. %
0.1 Triton X-100 ile hücrede geçirgenlik artt›rma ve
1 saat % 1 s›¤›r serum albümini/0.15M glisin ile blo-
ke edilme ifllemlerine tabi tutulmufltur. Ard›ndan
hücreler 1 saat primer antikor, 1 saat sekonder anti-
kor ve hücre çekirde¤i boyas› Topro (Molecular Pro-
bes, Eugene, OR) ile muamele edilmifltir. Lameller
her ifllem aras›nda so¤uk fosfat tamponlu salin (PBS)
ile y›kanm›fl, ifllemlerin tamamlanmas›n›n ard›ndan
cam lamlar üzerine yerlefltirilerek 60x immersiyon
objektifi alt›nda Olympus Fluoview 500 lazer konfo-
kal mikroskobu ile görüntülenmifltir. 

Ara ba¤lant› ifllevi için mikroenjeksiyon

IEC-6 hücreleri tek hazneli kültür ortam›nda bazal
koflullarda ve 18 saat süreyle LPS (50 µg/ml) ile mu-
amele edilmifl flekilde ortalama % 75 yo¤unlukta ço-

¤alt›lm›flt›r. Hücrelerin ara ba¤lant› ifllevlerinin de-
¤erlendirilebilmesi amac›yla mikroenjeksiyondan 15
dk. önce ara ba¤lant› inhibitörü olan oleamid (25
µM) kültür ortam›na ilave edilmifltir. Enterositlere
InjectMan NI2, Femtojet, and Femtotips II (Eppen-
dorf, Hamburg Germany) yard›m› ile mikroenjeksi-
yon uygulanm›flt›r. Mikroenjeksiyon ve görüntüleme
IX81 Olympus mikroskobu ile 60X büyütme alt›nda
gerçeklefltirilmifltir. Enterositlere Lusifer Sar›s› (LS,
25 mg/ml) ve Rodamin Dekstran 70 kD (RD, 10
mg/ml; Molecular Probes, Eugene, Oregon) 5:1 ora-
n›nda kar›flt›r›l›p enjekte edilmifltir.

Bulgular

Her bir deneyde 10 hücreye mikroenjeksiyon uygu-
lanm›fl olup deneyler 5 kez tekrarlanm›flt›r. Verilen
de¤erler yaklafl›k 50 mikroejeksiyon sonras› elde edi-
len verilerin ortalamas›d›r. Enjeksiyon yap›lan hüc-
reden boyan›n geçti¤i gözlenen komflu hücreler mik-
roskop alt›nda say›lm›flt›r. 

Rat enterositleri ifllevsel ara ba¤lant›lar içermekte-
dir.

IEC-6 hücrelerinde AB'lar›n varl›¤› küçük floresan
bir molekül olan LS'n›n çok daha büyük bir molekül
olan RD ile birlikte ve efl zamanl› olarak hücre içeri-

fiekil 1. Küçük floresan bir molekül olan Lusifer sar›s› (LS) çok daha büyük bir molekül olan Rodamin dekstran (RD) ile birlikte ve
efl zamanl› olarak ok ile iflaretli olan IEC-6 hücresi içerisine enjekte edilmifltir. Öncelikle, yaln›zca LS ara ba¤lant›lar yoluyla komflu
hücrelere geçebilirken RD’n›n geçemedi¤i görülmüfltür (fiekil 1A-C). Ard›ndan öznel bir AB inhibitörü olan oleamid uygulamas›
LS’n›n ara ba¤lant›lardan geçiflini engellemifltir (fiekil D-F).

O. Ergün ve ark., Lipopolisakkarid enterositlerdeki ara ba¤lant› proteini Konneksin-43’ü etkileyerek hücreler aras› iletiflimi bozmaktad›r
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sine enjekte etmek yoluyla ortaya konmufltur. Önce-
likle, yaln›zca LS ara ba¤lant›lar yoluyla komflu hüc-
relere geçebilirken RD'n›n geçemedi¤i görülmüfltür.
(fiekil 1A-C). Ard›ndan öznel bir AB inhibitörü olan
oleamid uygulamas› LS'n›n ara ba¤lant›lardan geçifli-
ni engellemifltir (fiekil 1D-F). Bu bulgular enterosit-
lerde ifllevsel ara ba¤lant›lar›n varl›¤›n› ortaya koy-
maktad›r. Hangi konneksin izoformlar›n›n enterosit-
lerde var oldu¤unu saptamak amac› ile yap›lan Wes-
tern Blot analizlerinde K-26, K-32 ve K-43'ün varl›-
¤› belirlenmifltir (fiekil 2). 

LPS enterositlerdeki fK-43'ün ekspresyonunu artt›r-
maktad›r.

NEK, LPS sistemik dolafl›ma transloke olmas› ile ka-
rakterize bir klinik durum olmas›ndan ötürü, in-vitro
ortamda LPS'in konneksin ekspresyonuna ve fosfori-
lasyon durumuna etkisi araflt›r›lm›flt›r. IEC-6 kültür
hücrelerine LPS uygulamas› fK-43 ekspresyonunda
anlaml› bir art›fla neden olurken total K-43 düzeyle-
rinde bir de¤ifliklik gözlenmemifltir. (fiekil 3). fiekil
4'de aç›k fleklide görüldü¤ü gibi, LPS, IEC-6 hücre-
lerinin membranlar›nda fK-43 da¤›l›m›n› kontrol
hücreleriyle karfl›laflt›r›ld›¤›nda belirgin olarak artt›r-
m›flt›r. Bu veriler, endotoksinin membran kaynakl› k-
43'ün fosforilasyonunu artt›rd›¤›n› göstermektedir. 

LPS, IEC-6 hücrelerinde ara ba¤lant› ifllevini azalt-
maktad›r.

LPS ile muamele edilen hücrelere LS ve RD mikro-

fiekil 2. Farkl› konneksin molekülü izofomlar›n›n enterosit
hücre serilerindeki (IEC-6) ekspresyonu; Koneksin 26, 32 ve
43’ün IEC-6 hücre serilerinde varl›¤›n› ortaya koyan Western
Blot analizi.

fiekil 3. IEC-6 kültür hücrelerine LPS uygulamas› fosfokon-
neksin-43 ekspresyonunda anlaml› bir art›fla neden olurken
total Konneksin-43 düzeylerinde bir de¤ifliklik gözlenmemifl-
tir.

fiekil 4. LPS, IEC-6 hücrelerinin membranlar›nda fosfokon-
neksin-43 da¤›l›m›n› kontrol hücreleriyle karfl›laflt›r›ld›¤›nda
belirgin olarak artt›rm›flt›r.
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enjekte edildikten sonra verilen boyalar›n hücreden
hücreye geçiflleri kontrol hücreler ile karfl›laflt›r›lm›fl-
t›r. Kontrol hücrelerine LS enjekte edildi¤inde, boya-
n›n komflu olan 2±0.18 hücreye geçti¤i gözlenmifltir.
LPS ile muamele edilmifl hücrelerin LS enjeksiyonu
sonras› boyan›n komflu 1.55±0.16 hücreye geçti¤i
görülmüfltür. Aradaki fark istatistiksel olarak anlam-
l› olmamakla beraber (p=0.06), elde edilen bulgular
LPS'in enterositlerde ara ba¤lant› fonksiyonunu
azaltma e¤iliminde oldu¤unu düflündürmektedir.

Tart›flma

Bu çal›flma, enterositlerin ifllevsel AB'lara sahip ol-
du¤unu ve bu AB ifllevlerinin LPS ile k›smen engel-
lendi¤ini göstermektedir. LPS'in karaci¤er hücresi ve
lökositlerde AB ifllevlerini de¤ifltirdi¤i daha önce
gösterilmifl olmakla birlikte enterositlerdeki AB iflle-
vi üzerine etkileri daha önce araflt›r›lmam›flt›r
(5,12,23). Bununla birlikte, enterositlerin LPS'e maruz
kalmas› önemli bir AB proteini olan K-43'ün fosfori-
lasyonu ile sonuçland›¤› belirlenmifltir. Konneksin
proteinlerinin fosforilasyonu AB'lar yoluyla sa¤la-
nan hücreler aras› iletiflimin bozulmas›na yol açt›¤›n-
dan ötürü, LPS'in böyle bir mekanizma ile hücreler
aras› iletiflimi bozdu¤unu düflündürmektedir (20).

Bu etkinin fizyolojik olarak ne anlama geldi¤inin an-
lafl›lmas›, NEK'de söz konusu olan de¤iflikliklerin
olufl mekanizmas› hakk›nda bilgi verici olabilir. Bi-
lindi¤i gibi, NEK'de meydan gelen epitelial hasar,
villus kriptlerinde yer alan enterositlerin hasar gör-
müfl olan epitel hücrelerinin yerine göçü ve ayn› za-
manda ço¤almalar› sonucu onar›lmaktad›r. Bu olay-
lar zinciri enterositlerin düzenli ve programl› bir fle-
kilde davranmalar›n› gerektirmektedir. Buna göre,
NEK'de mukozal bariyer incinmesini takiben meyda-
na gelen LPS translokasyonu, di¤er etkilerinin yan›
s›ra, enterositlerde yer alan konneksin proteinlerinin
fosforilasyonuna neden olmaktad›r. Konneksinin
fosforile olmas› sonucu enterositler aras› ara ba¤lan-
t› ifllevleri bozulmakta, hücreler aras› iletiflim aksa-
makta ve bariyer ifllevinin yerine konmas› için gere-
ken epitelial hücre onar›m› aksamaktad›r. Böylelikle,
bakteriel translokasyonun artarak devam etmesi sis-
temik inflamatuar yan›t›n da ilerlemesine yol açmak-
tad›r. 

Özetle, bu çal›flman›n sonucunda enterositlerin ifllev-

sel ara ba¤lant›lara sahip olduklar› ortaya ç›km›flt›r.
Ara ba¤lant› proteinlerinin en önemlilerinden biri
olan Konneksin-43'ün fosforilasyonu ile ara ba¤lan-
t›lar›n ifllevi bozulmaktad›r. Konneksin proteinlerin
fosforilasyonun, ara ba¤lant›lar›n ifllevlerini bozan
ve endotoksemi s›ras›nda barsak bariyeri ifllev bo-
zuklu¤una neden olan bir stres yan›t› olabilece¤i dü-
flünülmektedir. Bu da nekrotizan enterokolit patoge-
nezindeki olufl mekanizmalar› hakk›nda fikir verici
olabilir. 
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