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_ INSAN KOLONIK MUKUS GLIKOPROTEINLERI
UZERINDE ELEKTRON MiKROSKOBIK CALISMALAR

Nurten AKSOY!

ELECTRON MICROSCOPICAL STUDIES ON HUMAN COLONIC MUCUS
GLYCOPROTEINS

Summary: Colonic mucosa, like the other epithelial surfaces, is covered by a visco-elastic gel called ‘mucus’, The
Bicmolecules that arve responsible for the rheological properties of the mucus layer pratecting underlving epithelial cells from
biological and physical damaging agents arve mucus glycoproteins named as ‘mucins’. The most predominant mucin
component of cofonic mucus is known as MUC2. Therefore in this study, which was focused on colonic mucins, first of all
MUCZ mucin was produced in a cell culture environment in vitro and then purified and hoth intact forms of MUC2 and their
subunits were fractionated by rate-zonal centrifugation on a guanidiven chloride gradient and subseguently studied with a
Joel 1200 transmission electron microscope, When the intact MUC2 and s subunits, which were firsily spreaded in a
monclaver of benzyldimethylaliylammonivm chloride, were visualised by electron microscopy, they were observed as having
a picture of molecules which are conformativanally quite versatile and structurally linear and flexible particules. Contour
lengths af the macromolecules were measured with a Planix 5000 digitilizing area-line meter. As a result, we defined that
intact MUC2 mucins are polyniers that assembled from many subunits joined end-to-end and the lengths of the intact
malecules range from SO0 to SO0 and of the subunits from £50 o 900 nm,

Key Words: Electron microscopy, colonic mucing, MUC2,

Ozet: Kolonik mukoza diger epitelyal viizevler gibi “mukus' adi verilen bir viskoelastik jel tabakasi ile Griiiliidiir. Ortmiig
oldugu epitelyal hiicreleri bivolojik ve fiziksel hasar yaprer etkenlere kargi koruyan bu mukus tabakasimm reclojik dzelliklerini
kazandwran bivemolekifler miisin dive adlandidan mukus glikoproteinleridiv. Kolonik mubusda yer alan predominant mucin
maolekiifii MUC2 olarak bilinmektediv. Bu nedenle kolonik misinler izerine yogunlagtirdiguniz bu calismamizda, dneelikle in
vitro olarak hiicre kiiltiirii ortanunda MUC2 dirvetip sonra da saflagtirarak fem biitiin, pargalanmamug (intakt) formiarint hem
de bunlarin parcalanmasivla elde edilen alt birimlerini fsubiinitelering) guanidinyum koriir gradiventi dizerinde rate-zonal
sentrifugasyonu ile fraksivonlara ayirarak Joel 1200 transmisyon elektron mikroskobu ile inceledik. fik dnce tek bir tabaka
Benzildimetilalkilamonyum Korir fizerine yaydan parcalanmaney biitiin musin makromelekiilleri ve alt birimleri elektron
mikroskobu ile gorintilfendiginde konformasyonel olarak oldukca versatil bir gérmintiive sahip, vapeca gizgisel ve elastiki
partikiiller oldugu gizlendi. Makromolkillerin uzunfuklar Planix 5000 digitalize area-line-metre kullamfarak ofgildii. Sonug
olarak, intakr MUC2 makromolekiillerinin pek cok alt iinitenin {monomer) ug wea baglanarak biraraya gelmesivle olugmug
polimerler oldugunu ve ortalama wzunlfublarn intakt siisinler igin 500-5000 nm, olt finiteler igin ise 150-900 nm arasmda
oldugunu tespit eitik.

Anahitar Kelimeler: Elekron mikroskobisi, kolonik miisinler, MUC2,

GIRIS kaplanmigtir. Yiiksek oranlarda su igeren (%93) bu
Canh organizmada pek ok epitelyal ylizey mukus mukus sekresyonunun en dnemli komponenti milsin
adi verilen visko-elastik protektif bir sekresyon ile olarak bilinen mukus glikoproteinleridir (%5). Kiigik
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oranlarda da dokiilmis epitel hiicreleri, sckretuar
immunoglobulin A (Ig A), lizozim, laktoferrin ve al-
antitripsin  igeren spesifik  reolojik
tzelliklerinin  tamamen miisinlere bagh oldugu

mukusun

bilinmektedir(1). Miisinler yiiksck molekiil agirlifma
sahip glikoproteinler olup kuru agirhiklarnimin yaklagik
% 50-80"i karbohidratlardan olugmugtur, ve bu
karbohidratlar  miisin  molekiiliniin  polipeptid
zincirine N-asetilgalaktosamin (GalNAc) ile serin ve
treonin amino asidlerinin hidroksil gruplan arasinda
olusan O-glikozidik baglarla baglanmslardir. Miisin
molekiillerinin karbohidrat bilesimi genis miktarlarda
galaktoz, fukoz, GalNAc ve N-asetilglukosamin
(GleNAc), kiigitk miktarlarda da siyalik asid ve
mannoz i¢ermektedir. Mannozun varlifi  miisin
molekiillerinde N-glikosilasyonun varhgim
gistermektedir. Amino asit komposizyonunun serin
ve treonin bakimindan olduk¢a zengin olmas: (total
amino asid miktanmin yaklasik %25-40"1) miisinlerin

diger bir karakteristik zelligidir(2).

Miisinlerin jel olusturma ozelliklerinin onlann
polimerik yapilanndan kaynaklandii gosterilmistir
(3,4). Jel olusturan miisinlerin oligomerisazyon
mekanizmalan tam aydinlatilmamig olmasina ragmen
¢DNA  klonlama calismalaniyla bazi  miisin
polipeptidlerinin  (MUC2, MUCSAC, MUCSB,
MUCE) C-ve N-terminallerinde karakterize edilmis
olan ve von Willebrand faktér (vWI)'tn yapisinda
yer alan bazi sckanslara homoloji  gdsteren
sekanslarn vWf'de oldugu gibi bu misinlerinde
oligomerizasyonunda rol oynadigi ileri siirilmistir
(3-7).

Miisinlerin bu oligomerik
inceleyebilmek igin mukus jelinin Gncelikle visko-
elastik,  yapiskan
gerekmektedir. Fakat kullamlan yontemin mukus
glikoproteinlerinin  yapilanni  bozmadigindan emin
olunmalidir. Yapilan ¢alismalar mukus jeli igerisinde
bazi proteolitik enzimlerin varh@m gostermigtir(8).
Bu nedenle mukusun visko-elastik yapis: ¢oziiliirken
miisin molekiiliniin  Bzellikle giplak  polipeptid

yaptlanm

ozelliginin ~ goziilebilmesi

kisimlanimn  proteolitik  saldinya maruz  kalma
olasilifa da goz oniinde bulundurulmalidir. Onceki bir
bunlarn  gbz
bulundurarak, milsinlerin hem molekiiler
biiyiikliigiinii hem de primer yapilanm korumak igin

cabgmamzda  biitiin dniinde

miisinlerin ekstraksiyonu ve pilrifikasyonu siiresince
giiglii bir keotropik ajan olan guanidinyum Kloriir
igerisinde proteinaz inhibitdr kokteyli kullandik (1,4).
Daha &nce yayinladifinuz bagka bir alismamizda da
hiicre kiiltiirli ortanunda benign bir kolonik adenoma
hiicresinden iireterek gofaltmaya galighgmz MUC2
glikoproteinlerini saflagirmak igin olduk¢a basarih
iki yontem uygulanustik (9). Bu c¢aligmamizda da
daha dnce saflastirdifimiz MUC2 miisinlerinin hem
intakt multimerik hem de rediikte edilmis monomerik
formlarim &nce rate-zonal sentrifugasyon ydntemi ile
fraksiyonlarina ayinp sonra da elektron mikroskobu
ile gorilntiileyerek farkhihiklarini ortaya koyduk.

GEREC VE YONTEM

Calismamzda kullandigimiz
malzemeler Sigma Chemical Co. (Poole, Uk)'dan
saglandi, Guanidinyum kloriir'iin stok soliisyonlan
kullanilmadan 6nce garkol ile muamele edildi. Bir
poliklonal antikor olan LUM2-3 (MUC2 antikoru)
Dr. Ingemar Carlstedt (University of Lund, Sweden)
tarafindan hediye edildi. Bu poliklonal antikor MUC2
molekiiliinlin ~ C-terminalinde  ‘tandem  repeat’
olmayan bir bolgede yer alan NGLQPVRVEDPDGC
sckansindan  olusan bir sentetik  peptide kars:
olusturulmugtu (11).

kimyasal

Saf miisin stok soliisyonunun hanrlanmasi

Hiicre kiltiiri ortamunda kolonik bir hiicreden
(PC/AAS) iiretilip gogaltilan kolonik miisinler 10mM
EDTA, 10mM N-etilmaleimid, 100mM ¢-amino-n-
kaproik asid ve SmM benzamidin hidroklorid’den
olusan proteinaz inhibitorii kokteyli igeren 6M
guanidinyum kloriir/0.1M Tris ile ekstrakte edilerek
ya ii¢ kez isopiknik dansite-gradient sentrifiigasyon
ya da jel filtrasyon kromatografisini takiben bir kez
isopiknik dansite-gradient sentrifiigasyon yGntem-
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leriyle saf hale getirildi ve bu ¢ahgmamizdaki
deneylerimiz igin stok soliisyon olarak kullamld: (9).

indirgenmis  MUC2  alt  birimlerinin

hazirlanmasi

-

Rediikte milsin alt birimlerini elde etmek igin
par¢alanmamis MUC2 misinleri (6M guanidinyum
kloriie/ 0.1M Tris, pH 8.0 tamponu igerisinde) 10mM
dithiothreitol ile 370C de 5 saat muamele edildi.
Daha sonra 25mM iyodoasetamid ilave edilerek oda
1sisinda karanlik ortamda bir gece bekletildi, Bu elde
edilen MUC2 alt birimleri rediikte edilmis MUC2 alt
birimlerinin stok soliisyonu olarak kullamimak {izere
+4°C"de sakland.

Rate-zonal sentrifiigasyon

Rate-zonal sentrifiigasyonu igin pargalanmams
intakt ve rediikte edilmis MUC2 miisinlerini igeren
stok soliisyonlanin herbirinden yaklagik 500 pl 4M
guanidinyum kloriire kars: diyaliz edildi. Daha sonra
lineer bir gradient olusturucu ile 6-8M guanidinyum
kloriir gradienti olusturuldu (iki ayn tiipte) ve diyaliz
edilmis miisin drmekleri bu gradientlerin tizerine ayn
ayn pipetlerle ¢ok yavas olarak birer tabaka
olusturacak sekilde konuldu. Daha sonra bu tiipler
(13 ml'lik tiip, 500 pl Srnek igeriyor) bir Beckman
SW40 swing out rotoru ile 40,000 rpm’de 200C"de
2.5 saat sentrifiij edildi. Sentrifiigasyondan sonra
tipler st kisimlarindan pipetlenerek (500 pl herbir
fraksiyon) yaklagik 24 fraksiyona aynldi. Elde edilen
fraksiyonlar anti-MUC2  antikoru  LUM2-3'yi
kullamilarak analiz edildi. Fraksiyonlarn
guanidinyum  kloriir  konsantrasyonlan  Abbe
refraktometre kullamlarak 6lgilen refraktif indeks ile
saptandi.

Elektron mikroskobu

Rate-zonal sentrifugasyonu ile elde edilen
fraksiyonlardan LUM2-3 antikoru ile en yliksek
derecede reaksiyon gosterenler elektron mikroskobu
(EM) ile incelemeye alindi. Once incecik karbon
filmleri (2-5 nm), karbonun taze olarak hazirlanmug

mika kesitleri izerine evapore edilmesiyle hazirlandi.
Sonra bu filmler distile su Gizerine tabakalandinlarak
200 nm’lik bakir gridler Gzerine abndi. Misin
ornekleri 200pg misin/ml olacak sekilde 30mM
magnezyum asetat ile dilile edildi ve temiz bir zemin
Uzerine (bir neskofilm wveya fayans olabilir)
damlatilarak lizerine yaklagik 1ul
benzyldimethylalkylammonium (B.A.C; distile su
ilelpg/mi'lik solisyonu) tabaka halinde konuldu. 10-
15 dakika kadar bekledikten sonra Kkarbonla
kaplanmig gridlerle damla halinde bulunan soliisyon
iizerine hafifce dokunarak miisin molekiilleri grid
iizerine toplanmaya ¢aligildi. Daha sonra etanol (%95
viv) ile 1-2 saniye yikamip kendi kendine kurumaya
birakildi. Kuruyan gridler rotary-shadowing (donel
gilgeleme)  teknii  ile  platin  kullanilarak
golgelemeye tabi tutuldu. Sonrada bir Joel 1200
transmisyon elektron wmikroskobu 60 Kv'de
kullanilarak gridler elektron mikroskobik incelemeye
alindi. Goriintiillenen miisinler fotograflandi ve bu
biiyiitiilmiis (yaklagik 28 000 buyiitmeyle) fotograflar
iizerinde bir Planix 5000 digitalize arca-line metre

kullamlarak  misinlerin - uzunluklan . saptamp
uzunluklarina gore dagilimlan belirlendi.
BULGULAR

Daha o6nee saflastinlmus olan MUC2  mukus
glikoproteinleri ve bunlarm alt birimlerinin molekiil
agirhklanna gire dagilimlan rate-zonal
sentrifiigasyon yontemi ile saptandi. Intakt MUC2
molekiillerinin heterojen, polidispers dagilimlarina
ragmen alt tnitelerinin olduk¢a uniform ve daha
diigiik  gradiyentlerde yogunlagan bir  profil
gbstermeleri miisin makromolekilllerinin  polimerik
yapiya sahip olduklarini géstermektedir (Sekil 1).

Rate-zonal sentrifiigasyon sonucu elde edilen
fraksiyonlardan molekiiler agirlik dagiihm profillerine
bakilarak tahminen en fazla ve degisik biyiikliiklerde
miisin molekiilii igerenler (intakt miisin profilinden 9-
14-17-21 no'lu fraksiyonlar, indirgenmis MUC2 alt
birimleri profilinden 5-6 no'lu fraksiyonlar) segilerek
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clektron mikroskobu ile incelemeye alindi. Gerek
intakt (Resim 1) gerekse indirgenmis MUC2 alt
birimlerin (Resim 2) elektron mikrograflar miisin
degisik  uzunluklarda,
gﬁﬁlnﬂml{:rlni ortaya

molekiillerinin  gizgisel,
flamentdz  ve  elastiki
koymaktadirlar. Bu lineer molekiillerin zaman zaman
katlanmalar, Kivrilmalar hatta bazan sag tokasim
andinir tarzda bitkliimler yaptifn gérillmektedir.

b

i IS L PR 5
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Sekil 1: MUCY miisinlerinin rate-zonal guanidinyim kortir
Fradivent senrrifgasyonu

Pargadarmaniy antakt MUC2 molekiiflers ve indirgennug aft
hirimlees 300 of M guanidinvem Eloric'e (GufHCH kargt
divaliz edilds ve ner ki miism drnegi anceden oltegturidmeg
gudnidimvnn gradiventt (G-8M) dizerinde ayn ayrr tiplerde
telwika Falide Rowaidu ve daha sonra biv Beckman SW 40
swiiigecied robon da SO0 rpm'de 2.5 h boyunca 20°C’de
seairifi vdildi. Senirifligasvondan sonra tipler ast kismindan
pipedle alinarak 0.5 ml fik fraksivonlara aynilds ve sonra biitin
(— B o indirgenmiy alt birim (——3-—") igeren
Sraksivonlar e poliklonal MUC2 antikory olan LUM2-3 ife
analiz edildi.  Refraktive  indeks  dlgiiferek  fraksivonlarm
icerdigi GuHCl molaritesi sayin edilds (~-—===="").

Biwin ve indirgenmis rediikte olmuy MUC2 alt
tinitelerine ait elektron mikrograflar iizerinde yapilan
uzunluk dlgumleri redikte olmamus intakt (Sekil 2)
ve redikte olmus misin molekiillerinin (Sekil 3)
uzunluklarina gire dagilimlanim gistermektedir. Elde
edilen sonug bize intakt molekillerin polimerik
yapilanim gosterdigi gibi aym zamanda uzunlOuk
agisindan da ne kadar genis bir dafilima sahip
olduklanim da gostermektedir. Intakt miisinlerin
vzunluklarn 500-3000 nm arasinda yer alan yaygin

dagihmlart yaminda rediikte MUC2 alt birimlerinin

uzimluklan  150-900
gostermekteydi.

nm arah@inda  dagilun

Resim 1: Biltiin  (intak) MUC2  miisinlerinin  elekiron
mikraskobisi

fntake  mmisinler 200pg  misindml  ofocak  yekilde 30mM
magrezyum asetal ile diliie edildi ve temiz bir zemin lizerine
damfanlarak Gzevine yaklagik 1l benzildimettalkilamonyum
(BA.C) rabaka halinde konwldw. [0-15 dakita kadar
bekledikten sonra karbonla kaplanmig gridierle damlia halinde
bulunan solitsyon dizerine hafifpe dokunarak miisin molekilleri
grid dzerine toplandi. Daha sonva etanal (%6935 v ile 12
sanive wikanip kendi kendine kurumaya bwakaldi. Kuruyan
gridler rotary-shadowing (dénel golgeleme) teknigi ile platin .
kullantlarak gilgelemeye tabi mtuldu. Sonvada bir Joel 1200
iransmisyon  elekiron  mikroskoby 60 Kv'de kullanidarak
gridler elekiron mikroskobik incelemeye alindi. Elektron
mikrograflarla  gdriintilenen  miisinferin - konformasyonel
olarak ne kadar dedisken olduklan, lineer, flamentiz ve yer
ver gegitli gekillerde baklimler meydana getiren bir yapiva
sahip olduklar: goziikmekredir. Sag ali kigede gasterilen dlgek
crbugn yvaklagk 100 nm 'vi gdstermekiedir,

TARTISMA

Organizmada hemen hemen biitin epitelyal
yiizeyleri kaplayarak onlarin fiziksel zedelenmelere
ve biyolojik ajanlara karsi korunmasi, kayganhginn
her zaman korunmasi ve zaman zaman da transport
fonksiyonlarimin idamesi gibi ¢ok Gnemli gorevler
yiikklenmis olan mukus jel tabakasmin reolojik
tizelliklerinden sorumlu olin ' ana molekiillerin
miisinler dedigimiz mukus glikoproteinleri oldugu
cok iyi bilinmektedir (2). Viicudun farkh
bislgelerinde bulunan mukus tabakasimin igerdigi
miisin molekiilleride farklidir. Genel olarak amino
asid ve karbohidrat kompozisyonlan benzer olmasina
ragmen fonksiyonlan bulunduklar sisteme gore
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Sekif 2: lneake (biiiin) MUC2 miisinferinin uzunluklarinm
histogramla gisterilmesi

Bivitilmiy  (vaklank 60 000 bivimeyle)  elekiron
mikrograflar fizerinde bir Planix 3000 digiralize area-line-
metre  kullanilarak  misinferin  uzunluklan  tespit  edilip
uzwnleklaring gire daghimlar: belirlendi.

FELE R et
RISk ke

Resim 2 [fndirgenmiy
mikroskobisi

MUC2 miisin alt birtmleri 200ug misin/ml olacak gekilde
S0mM magnezyem asetad ile diliie edildi ve temiz bir zemin
fizerineg damilatilarak tizerine yaklagik Il
benzildimerilalkilamonyum (B.A.C.) tabaka halinde konuldu.
10-15 dakika kadar bekledikien sonra kavbonla kaplanmig
gridlerle damla halinde bulunan soliisyon dzerine hafifce
dokunarak misin molekiilleri grid fizerine toplandi. Daha
sonra etanol (%95 W) ile 1-2 saniye wkamp kendi kendine
kurumaya brakldi. Kuruvan gridier rotary-shadowing (déinel
polgeleme) teknigi e platin kllanilarak gélgelemeye 1abi
tutuldn,  Sonvada  bir Joel 1200 transmisven  elektron
mikroskoby 60 Kv'de  kullamilarak  gridler  elekiron
mikroskobik  incelemeve alndi.  Elektron  mikrograflarla
gériintiilenen  alt  birimlerin lineer ve flamentdz yapilar
gozikmektediv, Sag alt koyede gosterilen dlgek cubugu
vieklagik 100 nm dir,

onemli farkliliklar gostermektedir. Ornegin; solunum
sisteminde yer alan misinler silial epitelin solunum

yollanimi  temizleme fonksiyonlarinda esas rol
oynamasina (11) ragmen servikal miisinler esas
olarak fertilizasyonda (12) biyik rol alirlar. Ayrica
miisinler bulunduklan sistemlerin organ
patolojilerinde de Gzellikle teshis asamasinda biyiik
dnem tasimaktadiclar. Sdyle ki: solunum sisteminde
dominant olarak bulunan MUCSB kistik fibrozis de
hayati pek ¢ok degisiklik gdsterirken (13) kolonda
dominant olarak bulunan MUC2 da ilseratif kolit
(14,15), adenomatéz  kolon
karsinomalarinda biyokimyasal ve biyofiziksel pek
gok degiisiklik gostermektedir (16,17).

miisindz Vi

ledoil 8

ETT] ik 50 sl T& L]
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Sekil 3: Indirgenmiy MUC2 alt bivimierinin uzunfuklaroun
fistogramfa pisierilmesi

Biyticiloniy  (vaklagk 60 000 biviimeyle)  elekiron
mikrograflar fizerinde bir Planix 5000 digitalize area-line-
metre  kullamlarak  misinlerin  uzunluklan  tespit edilip
wznmluklarina garve dagelumlar: beliviendi,

Epitelyal misinler temel olarak membrana bagh
olan veya sekrete edilen misinler elarak iki kisma
ayrilirlar (2). Memrana bagh olan miisinler (Gmegin;
MUCL) Dbiyokimyasal yapr itibanyle sekrete
edilenlere (MUC2, MUCSAC, MUCS5B, MUC6 gibi)
benzerlik gostermesine ragmen mukus tabakasina
visko-elastik jel ozelligi kazandiran asid ecleman
sekrete edilen milsinlerdir. Sekretuar miisinlerin bu
Ozelligi de esas olarak onlann disiilfid baglanyla
bagh pekgok monomerden (alt birim) meydana
gelmesine baghdir. Sekretuar miisinlerin C-terminal
bislgelerinin sistein amino asitinden oldukga zengin
olmasi onlara bu polimer olusturma yetenegini
kazandirmakta ve bulunduklar mukus tabakasinin da
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viskositesinden sorumlu  yapmaktadir. Mukus
tabakasinin  viskositesinin  sckrete  edilen  bu

miisinlerin  polimerik  yapisina  bagh  oldugunu
onlart , yontemler  bélimiinde
etmemiz  yeterl

anlamak  icin
tammladifirnz  gibi  reditkte
olacaktir.

Farkli  sitemlerden elde edilen sekretuar
miisinlerin polimerik yapilanm gisteren pek ok
calisma yapilmisur. Bu c¢alismalardan bazilarinda
rate-zonal sentrifiigasyon (18) bazilaninda da elektron
mikroskopi  yontemi  (19,20)  kullamlmustir,
Respiratuar ve servikal miisinler dizerinde yapilan bu
¢aligmalarda iki farkh sistem de sekrete edilmis
yapilan  elektron

incelenmis ve difer jel olusturan miisinler gibi

miisinlerin mikroskobu  ile
polimerik  bir yapiya sahip olduklan  ortaya
cikarilmisur. Biz de bu calismamizda, ilk olarak,
insan kolonunda bulunan sekrete edilmis miisinler
arasinda en dnemli yeri tutan MUC2 miisinin
elektron mikroskobik gériintlilenmesini
gergeklestirdik.  Fakat bu  gahgmamzda  sadece
elektron mikroskobunu degil rate-zonal
sentrifiigasyonuyla  beraber  kombine  olarak
kullanarak kolonik miisinleri inceledik. Elekiron
mikroskobisinden #ince rate-zonal sentrifligasyonuyla
miisinleri fraksiyonlara ayirmamizin nedeni ise bizim
bu galismamizda gayemizin sadece miisinleri
gorintiilemek  defil  farkli  formdaki  miisin
makromolekiillerini birkag
birbirinden ayinip biraz daha aynntili ve spesifik bir
galisma ortaya gikarmakti. Kolonda en fazla
! unmasindan ve bizim kullandifimuz hiicrenin de
nerdeyse sadece (yaklagik %95 ¢ogunlukla) MUC2
sentezlemesinden  (4) dolayt  kolonik  miisinleri
temsilen MUC2'yu incelemeyi hedef aldik. Bu
igin  6nce onlan

ozellifine gire

amacimzi  gergeklestirmek
saflagtumaniz gerekiyordu. Bugiine kadar milsinlerin
izolasyonu igin en fazla kullanilmus olan wve
miisinlerin -~ polimerik  yaplarim  gdz  Gniine
aldiginizda en uygun metod olarak goziken
izopiknik dansite-gradient sentrifiigasyon ve jel

filtrasyon  kromatografisi  yintemlerini  (1,4,9)
kullandik. MUC2 miisinlerinin saflastinlmas: i¢in
oldukga etkili olan bu metodlann (9) polimerik
vapilanmin  tammlanmas: igin yetersiz kaldiklanm
gordilk. Soyleki; pargalanmams intakt MUC2
miisinlerini  karakterize ettifimiz 1.36-1.50 g/ml
dansite arabfinda viksek miktardaki karbohidrat
igeriklerinden dolay1 rediikte ettiimiz,
indirgedigimiz MUC2 alt {initelerini de karakterize
ettik. Yine aym gekilde jel filtrasyon kromatografisi
yaptifumeda da hem intakt MUC2 molekillerini hem
de rediikte subiinitelerini kullandifinuz sefaroz CL-
2B kolonumuzun weoid wveolim (Vo) kismunda
karakierize ettik (9). Respiratuar, servikal ve gastrik
miisinlerin polimerik yapida olduklanm gésteren
daha oOnceki vayinlarda bu  sonuca gogunlukla
elektron mikroskobik gdriintiileme ile varinustir.
Oysa biz bu calismanizda sadece gorintiileme ile

degil  misinlerin - bu  multimerik  yapilarim
polimerizasyonun kazandirdin ~ diger  baz
biyofiziksel  ozelliklerden  fauydalanarak  da

tamimlamaya g¢alistik. Bu nedenle bivomolekiillerin
molekil kiitlesi ve sedimentasyon hizlanna gore
ayrilmalanimi  saglayan rate-zonal  sentrifiigasyon
yontemini  uyguladik. Olusturdugumuz  6-8M
guanidinyum gradienti dzerinde intakt molekiillerin
yaygin bir sekilde gesitli noktalarda tzellikle yiiksek
gradient  diizeylerinde  ¢ékelmelerine  kargin
indirgenmis MUC2  alt diniteleri daha diisiik
gradientlerde we daha Gniformal bir sekilde
gokeldiklerini  gdrdiik. Bu  gekilde MUC2
miisinler.nin polimerik ve monomerik formlanm
populasyondan  da

mikroskobu  ile

ayirdiktan sonra  her iki
fraksiyonlar  alarak

incelemeye cahistik.

elektron

Elektron mikroskobik inceleme daha  Once
bronsiyal, gastrik ve servikal miisinler {zerinde
yapilmastir (19,20). Farkh miisinler {izerinde yapilan
bu galismalann sonuglan ile bizim kolonik misinler
iizerindeki bu c¢alismamizin sonuclan  birbiri ile
olduk¢a uyusmakta ve miisinlerin lineer ve oldukega
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elastiki yapilarimi ortaya koymaktadir, Miisinlerin
uzamis  ¢ubuumsu  yapilanmin | zaman zaman
katlandig1, diigiimler olusturdufu, hatta baran sag
tokasima benzer kiviimlar olugturdugu gériilmektedir.
Pargalanmanus  (intakt) MUC2  molekilleri  ile
indirgenmis alt birimlerini mukayese ettifimizde ise
alt birimlerin intakt molekiillerden gok daha kisa
olduklarimi ve ortalama molekil wzunluklanmin
dagilimu pargalanmanus biitin miisinler igin 500-
5000 nm, alt birimler igin ise 150-900 nm arasinda
oldugunu saptadik. Intakt MUC2 miisin molekiilleri
ile alt birimleri arasindaki uzunluk bakimindan bu
kadar fark bulunmasi ve uzunluk dafihmlarimn
olduk¢a genis bir aralikta bulunmasi miisin
monomerlerinin - multimerizasyonunda herhangi bir
limitin bulunmadigini bazen 3 bazen 5 bazen isc 10
hatta 100 monomerin ug uca disilfit baglanyla
polimerler

birleserek  uzun olusturdugunu

giistermektedir.

Sonug olarak kolonik misinlerin de servikal,
respiratuar ve gastrik misinler gibi polimerik yapidan
olustugu ve bu polimerik yapimin gosterilmesinde
rate-zonal sentrifiigasyon ile elektron mikroskobi
metodlarinm beraber kullamlmasimin oldukea yeterli
oldugunu ortaya koyduk.
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