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OZET

Birgok tiirde gastrointestinal kanal boyunca salgilanan miisinlerin profillerinin birbirinden farkli
oldugu gosterilmistir. Sunulan ¢alismada kor farelerin kolonunun epitel ve kadeh hiicrelerinde MUCI,
MUC2 ve MUCSAC proteinlerinin ekspresyonlarini immunohistokimyasal olarak ortaya koymay1
amagladik. Bu ¢aligmada ortalama agirliklart 200-220 gr. arasinda degisen 2 adet disi ve 2 adet erkek
yetigkin kor fare kullamldi. K6r fare kolonundan alinan doku o6rnekleri, formol-alkol solusyonunda 18
saat siire ile tespit yapildi. Kor fare kolonunda luminal ve kript epitel hiicrelerinden MUC1, MUC2 ve
MUCS5AC’nin ekspresse oldugu ve kadeh hiicrelerinde MUC2’nin daha baskin oldugu tespit edildi.
Sonug olarak, kor fare kolonunda luminal ve kript epitel hiicreleri ile kadeh hiicrelerinden MUC1, MUC2
ve MUC5AC nin lokalize oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Kér Fare, MUC1, MUC2, MUC5AC

Distribution of MUC1, MUC2 and MUCS5AC in the Blind Mice Colon (Spalax ehrenbergi, Nehring,
1898)

Summary

Many species have been shown to be different from the profiles of release mucins through the
gastrointestinal tract. With this study, our aim to demonstrated the immunohistochemical expression of
MUC1, MUC2 and MUC5AC protein of epithelium and goblet cells in the colon of the blind mice. In
this study, the average weight of 200-220 g of 2 female and 2 male adult blind mices were used. The
blind mice's colon tissue samples taken and was fixed during 18 hours inside the formal-alcohol solution.
The luminal and epithelial cells were expressed of MUC1, MUC2 and MUCS5AC and goblet cells were
found to be more dominant MUC?2 in the colonic crypts blind mice. As a result, the blind mice colon
epithelial cells, goblet cells and crypt luminal was found to be localized of MUC1, MUC2 and MUC5AC.
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GIRIS ince ve kalin bagirsaklarda giderek artan

Sindirim sistemi, besinlerle mideye muazzam sayida bakteri yiikii bulunmaktadir
alman ve yasam icin gerekli olan temel (1,2,3). Sindirim siiresince olugan mekanik ve
bilesiklerin katabolize edildigi, zararlh veya atik kimyasal stresin yani sira bu
bilesiklerin ise etkisiz hale getirildigi 6zellesmis mikroorganizmalarla basa c¢ikmak icin de

bir sistemdir. Mideye alinan maddeler ve
sindirim sisteminin kendi salgilarinin yaninda,

sindirim sisteminin luminal epiteli mukus adi
verilen bir tabaka tarafindan korunur (2,4).
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Mukus, major protein komponenti
musin  olarak  bilinen  disiilfid  bagh
glikoproteinlerden olusur (5). Musinler yaklasik
olarak 15%-20% protein ve geri kalan kismimni
ise  O-linked glycanslarin  olusturdugu
karbonhidratlardan ~ meydana  gelir  (6).
Histokimyasal olarak, musinler nétral ve asit
musinler olmak iizere ikiye ayrilirlar (7, 8).
Molekiiler olarak ise, biitiin musinler ¢ok
sayida oligosakkarit zinciri tastyan merkezi bir
bolim igerir. Serin ve threoninden zengin olan
bu boliim tandem tekrarlardan olusur. Serin ve
threonin boliimleri, oligosakkarit zincirleri igin
baglanma bolgeleri gibi hizmet eder. Tekrarlarin
sayis1 ve herbir tekrardaki aminoasit sekanslari
musin genlerine baglhidir (6). Simdiye kadar,
MUC1, 2, 3A,3B, 4, 5AC, 5B, 6-9, 11-13 ve
15-20 adlandirilan 21 musin geni cDNA
cloning yoluyla ayirt edilmistir (9, 10).

Mide ve kolon mukozasindaki mukus
tabakasi, yapisal ve fonksiyonel olarak 2
katmandan olusur. I¢ katman, kompakt ve
yogun bir yapida olup, bakteriyel penetrasyonu
onlemeye yardimci bir yapiya sahiptir. Bu
nedenle kolonun i¢ tabakasi bakterilerden
yoksundur. Dig katman daha gevsek yapida
olup, biiylk cogunlugu yararli bakterilerin
olusturdugu, ger¢ek bir immun yanit
olusturmaksizin mikrobiyal kolonizasyon igin
iyi bir yasam alam saglar (4,11, 12).
Bagirsaklarda  birgok MUC  proteininin
ekspresse oldugu bildirilmistir (13). Ozellikle,
MUC2 miisinin yapisindaki oligosakkaritler,
¢ok sayida bakterinin baglanma bdlgeleri ve
enerji kaynagini olusturur. Kolonda MUC2 hem
i¢c hem de dis tabakanin temel miisinidir ve
kadeh hiicreleri tarafindan sentezlenirler (12).
Sunulan ¢alismada biz kor farelerin kolonunun
luminal ve kript epitel hiicrelerindeki MUCI,
MUC2 ve MUCS5AC proteinlerinin
ekspresyonlarin1 ve fizyolojik fonksiyonlarini
degerlendirdik.

MATERYAL VE METOD

Bu calismada ortalama agirliklart 200-
220 gr. arasinda degisen 2 adet disi ve 2 adet
erkek yetigkin kor fare (Spalax ehrenbergi,
Nehring, 1898) kullamldi. Ornekler Dicle
Universitesi Yerel Etik Kurulu kurallarindaki
prosediirlere gore islendi. Hayvanlara asir1
dozda Intraperitoneal sodyum pentotal verilerek
sakrifikasyonu yapildi.

Kor fare kolonundan alinan doku
ornekleri, formol-alkol solusyonunda 18 saat

sire ile tespit edildi. Daha sonra dokular
dereceli alkoller, metil benzoat ve benzol
serilerinden gegirilerek parafinde bloklandi.
Hazirlanan parafin bloklardan, Leica RM 2125
Rotary mikrotomunda 5 mikrometre
kalinhiginda seri  kesitler ~ 3-aminopropyl-
triethoxysilane (APES) ile kaplanmig lama
alind1.

MUC2, MUC5AC ve MUC6 miisin
genlerinin ~ ekpresyonlart  ve  kolondaki
lokalizasyonlarini belirlemek igin strepavidin
peroksidaz immunohistokimya yontemi
uygulandi.

Parafin kesitler, deparafinizasyon ve
rehidrasyon iglemlerinden sonra distile suda
calkalandi. Endojen peroksidaz aktivitesini
gidermek i¢in kesitler distile suda hazirlanmis
%?3’liik H202 ile 20 dakika muamele edildikten
sonra 0.01 M Fosfat Buffer Saline (PBS)’de
ticer kez 5’er dakika yikandi. Kesitler bloklama
soliisyonda 5 dakika bekletildikten sonra Tablo
1 de verilen, 1/200 oraninda sulandirilmis
primer antikorlarla oda sicakliginda 2 saat
siiresince inkiibe edildi. inkubasyonu takiben
0.01 M PBS’te 3 kez yikanan Kkesitler,
biotinlenmis sekonder antikor (Histostain Plus
Bulk Kit, Zymed) ile 20 dakika nem odasinda,
oda 1sisinda inkube edilip tekrar 3 kez PBS ile
yikandi. Yikamadan sonra kesitler enzim
konjugatli strepavidinde (Histostain Plus Bulk
Kit, Zymed) 20 dakika muamele edildi.
Kesitler, tekrar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra
DAB kromojen solisyonlarinda 5 dakika
bekletildi. Mayer’in hematoksileninde 1 dakika
sireyle zit boyama yapilan kesitler ¢esme
suyunda mavilesinceye kadar yikandi. DAP
kromojen soliisyonu kullanilan kesitler alkolden
gegirilerek ksilolde parlatildiktan sonra entellan
ile kapatildi. Negatif kontrol i¢in doku 6rnekleri
primer antikor yerine PBS ile muamele edildi.
Boyamalar sonrasi preparatlar Nikon-Eclipse
400 DSRI Nikon dijital fotograf makinesi (NIS
Elements Imaging Software (version 3.10)
atagmanli arastirma mikroskobunda incelenerek
degerlendirildi ve fotograflandi (14).

Strepavidin peroksidaz
immunohistokimya yontemi uygulandi. Mouse
monoclonal antikorlar (santa kruz) kullanildi
(Tablo 1).
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Tablo 1: Kullanilan antikorlara ait bilgiler

Antikorun Ad1 Antikorun Tiirii Katalog Numarasi
1- Mucin 1 (SM3) Mouse monuclonal Santa Cruz, sc-53381
2- Mucin 2 (Ccp58) Mouse monoclonal Santa Cruz, sc-7314
3- Mucin 5AC (CLH2) Mouse monoclonal Santa Cruz, sc-33667

Immunohistokimyasal boyanma, yogunluk (intensity score) ydntemi kullanilarak semikantitatif olarak

degerlendirildi. Yogunluk skorunda, hiicrelerdeki pozitif boyanma yogunluklar1 degerlendirildi.
Immunohistokimyasal boyanma sonuglarindaki skorlama islemi asagidaki gibi yapildi.

Yogunluk skoru

) : Negatif (yiiksek biiylitmede higbir hiicrede boyanma yok)

(+) : Zayif (sadece yiiksek biiyiitmede goriilen boyanmis hiicreler)

(++) :Orta (diistik biiyliitmelerde kolaylikla goriilen boyanmus hiicreler)

(+++) : Giglii (¢ok diisiik biiytitmelerde goriilen boyanmis hiicreler)

BULGULAR
Kolon i¢in kullanilan negatif kontrollerde boyanma goriilmedi (Sekill).
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Sekil 1. Negatif kontrol. Orijinal biiyiitmeX40.

Kolonda epitel, kript ve kadeh hiicrelerinde degisen yogunluklarda MUC1, MUC2 ve MUCS5AC
ekspresyonlar1 goriildii. Hiicrelerdeki ekspresyon yogunluklari tablo 2’de 6zetlendi.

Tablo 2. Kolon epitel hiicrelerindeki MUC proteinlerinin ekspresyon yogunluklari.

Kolunun MUC proteinleri
Katmanlar
MUC1 MUC2 MUC5AC
Luminal epitel ++ ++ +
Kript epiteli ++ ++ +
Kadeh hiicreleri - +++ -

Membrana bagli miisin grubunda yer alan kolonda luminal epitelinin apikal yiizeylerinde
MUCT’in lokalize oldugu goriildii (Sekil 2).
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Sekil 2. Kolonda luminal epitelde MUC1 lokalizasyonu. Orijinal biiylitmeX40.

MUC2’i luminal ve kript epitel hiicreleri ile 6zellikle de Kadeh hiicrelerinde lokalize oldugu
goriildi (Sekil 3). Salgt miisini olan MUCS5AC nin yine kolonun luminal ve kript epitel hiicrelerinde
lokalize oldugu goriildii (Sekil 4).

B o "N -,
Sekil 4. Kolonun luminal ve kript epitel hiicrelerinde MUCSAC lokalizasyonu. Orijinal
biiyiitmeX40.
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TARTISMA

Insanlarda ve diger tiirlerde yapilan
bir¢ok caligmada MUCI’in epitel hiicrelerinin
apikal membranlarinda  lokalize  oldugu
bildirilmistir (15, 16). Bu ¢alismada da, kor fare
kolon luminal ve kript epitel hiicrelerinden
MUC1'in ekspresse oldugu belirlendi. Ozellikle,
glikokaliksin en 6nemli bilesenlerinden biri olan
MUCTI’in mikrobial patojenlerle etkilesime
girdigine dair ¢ok sayida kanit mevcuttur (17,
18). Birgok patojenin, patojeniteye sebep
olabilmesi i¢in penetrasyon yolu ile mukozal
epitel hiicrelerine direkt baglanmasi gerektigi

ifade edilmistir. Hiicre ylizeyini kaplayan
MUC!l’in  temel  fonksiyonunun  hiicre
yapismasinda rol aldigt (19), bakteriyel

penetrasyon ve invazyonlara karsi mukozalari
korumak oldugu bilgileri dikkate alindiginda
(17), kor farelerin kolonunda da MUCI’in
benzer fonksiyonlar1 yerine getirebilecegi
diigtiniildii.

MUC2min bagirsaklardan &zelliklede
kolondaki kadeh hiicrelerinden ekspresse
edildigi pek c¢ok arastirmada bildirilmistir (15,
16, 18). Insanlarda yapilan caligmalarda
MUC2'nin ozellikle kadeh hiicrelerinde daha
baskin oldugu ortaya konulmustur (18).
Insanlarda  bildirildigi kor farelerde de
MUC2’nin kadeh hiicreleri ile birlikte luminal
ve kript epitel hiicrelerinde lokalize oldugu
gosterildi. Bazi arastirmacilar, kolonun
yilizeyini 6rten mukus tabakasinin temel miisini
olan MUC2’nin, besinlerin tasmmasinda ve
distal limene madde ge¢isinin saglanmasinda
gerekli oldugunu, i¢ ve dis kaynakli ajanlar ile
mikrobiyel  tutunmaya  karst = mukozayi
korudugunu bildirilmislerdir (12, 21, 22). Motor
sistem  tarafindan  kontrol  edilen  bu
mekanizmalar, incebagirsak fonksiyonlarinin ve
salgilarimin  diizenlenmesinde 6nemli roller
oynar. Kor farelerin kolonunda da MUC2’nin
benzer fonksiyonlar1 yerine getirebilecegi
distintildii. Yapilan c¢aligmalarda, dis mukus
tabakasinda kommensal bakterilerin yer aldigi
ve bu bakterilerin penetrasyon ile mukozaya
tutunmalarini  saglamak i¢in MUC2’nin dis
tabakanin yiizeyini hacimsel olarak genislettigi
bildirilmektedir (23, 24). Bu bakterilerin enerji
kaynag1 olarak miisin glikanlarindan
yararlandiklar1 gbz oniine alindiginda, kor fare
kolonunda bulunan bakteriler i¢in MUC2’nin

enerji  kaynagi  olarak  kullanilabilecegi
diisiiniildi.

Midenin temel miisini olan
MUCS5AC’nin sadece yiizey epitel

hiicrelerinden eksprese edildigi bildirilmesine

ragmen distal kolon diginda ince bagirsaklarda
ve proksimal kolondan eksprese edildigine dair
calismalarda mevcuttur (4,16, 25). Kolon
mukus tabakasinin MUC2 musini etrafinda,
mide mukus tabakasinin ise MUC5AC musini
etrafinda yapilandigi bilinmektedir. Proksimal
kolon boyunca MUCSAC proteininin varligi
sindirim kanalinda distal kolondan ileriye dogru
itildigini yansittigi ve ayrica MUCS5AC’nin
MUC2 gibi endojen sindirim enzimlerine
nispeten direngli oldugunu ve MUCSAC’nin
kolonda kommensal bakterilere ulagsmadan
indirgenmedigini  gdstermektedir (4). Bu
calismada kor fare kolon epitel hiicrelerinde
MUCS5AC’nin zayif olarak eksprese oldugunun
gosterilmesi, kor farelerde de bakterilere
ulagsmadan indirgenmedigini diistindiirmiistiir.

Sonu¢ olarak, kor fare kolonunda
luminal ve kript epitel hiicreleri ile kadeh
hiicrelerinden degisen yogunluklarda MUCI,
MUC2 ve MUCSAC’nin ekspresse oldugu
ortaya konulmustur.
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