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ARASTIRMA

Cyclamen graecum ekstraktlarinin sican alt gastrointestinal sistem iizerindeki etkilerinin
histokimyasal olarak arastirilmasi

Histochemical investigation of the effects of Cyclamen graecum extracts
on the rat lower gastrointestinal system
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Ozet Abstract
Amag: Steroidal veya triterpenoid  glikozitler olan Aim: It is known that saponins, triterpenoid or steroidal

saponinlerin, gastrointestinal sistem (GIS) ve mukus iizerinde
etkilerinin oldugu bilinmektedir. Primulaceae familyasina
ait yumrulu bir bitki olan Cyclamen graecum, baslica
saponin olarak siklamini igerir. Bu ¢alismada, C. graecum
yumrularmin 0,1 ve 0,3 g/l konsantrasyonlarindaki etanolik
ekstraktlarmin, sigan alt GIS histomorfolojisi ve mukus
yogunlugu iizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Materyal-Metot: Calismada, her biri 5 sican igeren 3 grup
[Grup I: Fizyolojik su verilen kontrol grubu, Grup II: 0,1 g/l
(suda) C. graecum ekstrakti verilen deney grubu, Grup III:
0,3 g/l (suda) C. graecum ekstrakti verilen deney grubu]
olusturulmustur. C. graecum etanolik ekstraktlari 10 hafta
siiresince hayvanlara oral yolla verilmistir. Deney sonunda,
ince ve kalin bagirsak doku oOrneklerine, histomorfolojik
yapiy1 gostermek i¢cin Hematoksilen-Eosin (H&E), nétral
mukus maddesi i¢in Periyodik Asit Schiff (PAS), silfath
mukus maddesi i¢in Alsiyan Mavisi (AB) pH 1 ve asidik
mukus maddesi i¢gin AB pH 2,5 histokimyasal boyama
yontemleri uygulanmistir.

Bulgular: Her iki deney grubunda, ince ve kalin bagirsak
histomorfolojisi ile notral, asidik ve siilfatli mukus maddesi
AB ve PAS pozitif reaksiyon yogunluklari kontrol grubu ile
benzerlik gostermistir.

Sonu¢: C.  graecum etanolik ekstraktinin  uygulanan

konsantrasyonlarinin, sigan alt GIS histomorfolojisi ve mukus
yogunlugu iizerinde bir etkisi olmadigi soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Cyclamen graccum, alt gastrointestinal
sistem, mukus, histokimya.

glycosides, have effects on gastrointestinal system (GIS) and
mucus. Cyclamen graecum, a tuberous plant belonging to the
Primulaceae family, contains cyclamin as the main saponin.
In the present study, it was aimed to investigate the effects
of C. graecum tubers ethanolic extracts at the concentrations
of 0.1 and 0.3 g/L on the rat lower GIS histomorphology and
mucus intensity.

Material-Method: In this study, rats were allocated to 3
groups, each comprising 5 rats [Group I: Control group,
physiologic saline was administered; Group II: Experimental
group, 0.1 g/L(aq) C. graecum extract was administered;
Group I1I: Experimental group, 0.3 g/L(aq) C. graeccum extract
was administered]. C. graecum tubers ethanolic extracts
were given orally to the rats during 10 weeks. At the end
of the experimental period, Hematoxylin and Eosin (H&E),
Periodic Acid-Schiff (PAS), Alcian Blue (AB) pH 1 and AB
pH 2.5 histochemical staining techniques were employed on
the tissue samples of small and large intestines in order to
demonstrate the histomorphological structures, the neutral,
sulphated and acidic mucosubstances, respectively.

Results: In both experimental groups, small and large
intestine histomorphology, and AB and PAS positive reaction
intensities of neutral, acidic, and sulphated mucosubstances
were similar to the control group.

Discussion: It can be suggested that the C. graecum ethanolic
extract has no effect on the rat lower GIS histomorphology
and mucus intensity at the administered doses in our study.
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Cyclamen graecum ekstraktlarinin sigan alt gastrointestinal sistem tizerindeki etkilerinin
histokimyasal olarak arastirilmasi

Giris

Gastrointestinal sistem (GIS), yemek borusu, mide, ince
bagirsak, kalin bagirsak ve rektumu da igeren derin bir tiiptiir.
Sistem, musin glikoproteinleri tarafindan olusturulan bir
mukus tabakasi ile kaplidir. Mukozal yiizeye yapisik suda
¢oziinmeyen bir jel kivaminda olan mukus, gastrointestinal
icerik ile altindaki epitel arasinda fiziksel ve kimyasal
bir bariyer olarak is goren, besin almimina izin verirken,
bakteriler gibi potansiyel tehlikeleri dislayarak epiteli koruyan
ve boylece enflamasyon ve enfeksiyonun inhibe edilmesinde
etkili olan bir maddedir (1, 2, 3, 4).

Mukus bilesiminde ortaya cikan degisiklikler ile alt GIS
hastaliklar1 arasindaki iliskiyi gosteren bir¢cok c¢aligma
bulunmaktadir. Duodenal iilserasyonda, goblet hiicrelerinde
Alsiyan Mavisi (AB) pozitif mukus maddesinin azaldigi,
goblet hiicrelerinin kayboldugu, bununla birlikte ylizey
epitelinde Periyodik Asit-Schiff (PAS) pozitif nétral
mukus maddesinin ortaya ¢iktig1, iyilesme siirecinde ise
bu degisimlerin tersine dondiigii gosterilmistir (5). Ayrica,
normal kolonda nétral ve siilfomusinler daha yogunken,
kolon karsinomlarinda siyalomusinlerin daha yogun oldugu
bildirilmistir (6).

Cesitli bitki ekstraktlarinin GIS yapist ve mukus maddesi
iizerine etkilerini arastiran birgok ¢alisma bulunmaktadir (7, 8,
9). Pek ¢ok bitki tiirlinde bulunan steroid ya da triterpen glikozit
bilesikleri olan saponinlerin (10, 11), hipokolesterolomik,
antikoagiilan, antikarsinojenik, hepatoprotektif, hipoglisemik,
immiinomodiilatér, noroprotektif, antienflamatuvar ve
antioksidan etkilerinin oldugu rapor edilmistir (12).

Bazi1 Cyclamen tiirlerinin terapotik amacli olarak kullanildigt
bilinmektedir. Burun boslugunun alt kisminda mukus
membran tarafindan adsorbe edilen Cyclamen europaeum
saponinlerinin lokal bir siirfektan etkisi olusturarak yiizey
gerilimini azalttig1, alanin sulanmasini ve musin sekresyonunu
kolaylagtirarak mukus drenaji ve tikanikliginda bir azalma
sagladigi bildirilmistir (13). Ayrica, C. europacumigeren nazal
spreyin 7. giinde yiiz agrisinda bir azalmaya ve endoskopik
olarak degerlendirilen mukozal tikaniklikta anlamli sekilde
bir iyilesmeye neden oldugu da rapor edilmistir (14).
Cyclamen graecum baslica saponin siklamini iceren bir
tirdlir (15). Bu calismada, farkli dozlardaki C. graecum
yumru etanolik ekstraktlarinin, si¢an ince ve kalin bagirsak
histomorfolojisi ile nétral, siilfath ve asidik mukus maddesi
yogunluklar1 iizerine etkilerinin 151k mikroskobu diizeyinde
arastirilmasi amaglanmstir.

Materyal-Metot

Ekstraksiyon: Antalya yoresinden toplanan C. graecum
bitki 6rneklerinin toprak alti kisimlari, gdlgede kurutulduktan
sonra toz haline getirilmistir. Daha sonra, 800-1200 g kuru
bitki kalintis1 ve 20 ml etanol kullanilarak (16), 55°C’lik su
banyosunda renk acilincaya kadar (4-6 saat) ekstraksiyon
islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen karigim filtre edildikten
sonra, ekstraktin alkolii 50°C’de, rotary evaporator ile
uzaklastirilmistir. Ekstraktin yapisindaki su, Freeze Dryer’da
-48°C’de 2 giin boyunca kurutulmustur. Kalan kisim saf suda
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¢ozdiiriilerek 0,1 ve 0,3 g/l konsantrasyonlarinda ekstraktlar
hazirlanmistir.

Hayvanlar: Calismada 150-200 g agirliginda, Sparque
Dawley cinsi si¢anlar kullanilmistir. Ekstraktlar siganlara 10
hafta siiresince oral olarak verilmistir. Her biri 5 sigan igeren
3 grup asagidaki sekilde olusturulmustur:

Grup I: Fizyolojik su verilen kontrol grubu,

Grup II: 0,1 g/l (suda) C. graeccum ekstrakti verilen deney
grubu,

Grup III: 0,3 g/l (suda) C. graecum ekstrakti verilen deney
grubu.

Calisma, Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu (HADEK) onay1 (PAU-HADEK 09.07.2010/018)
kapsaminda gergeklestirilmistir.

Histokimyasal Uygulamalar: Deney sonunda anestezi
altinda servikal dislokasyon yapilan hayvanlara ait ince ve
kalin bagirsak dokulari, Sainte-Marie fiksatifine alinmistir
(17). Fiksasyon isleminden sonra doku takibi yapilarak
parafine gomiilen dokulardan alian 5 pm’lik kesitlere, genel
histomorfolojik yap1 i¢in Hematoksilen-Eosin (H&E) (18),
nétral mukus maddesi igin PAS (19), siilfatli mukus maddesi
icin AB pH 1 (20) ve asidik mukus maddesii¢cin ABpH 2,5 (21)
histokimyasal boyama yontemleri uygulanmistir. Preparatlar,
Olympus BX53 mikroskobu ve Olympus SC30 mikroskop
dijital kamera sistemi ile incelenerek fotograflanmaistir.

Bulgular

Histoloji

Kontrol grubunda ince bagirsakta liimene bakan yiizde,
tek katli prizmatik, ¢izgili kenarli epitel tabakasi bulunan
villuslar ile villuslarin i¢ kisminda yer alan lamina propriya
tabakasinda ince, uzun g¢ekirdekleri ile ayirt edilen diiz kas
hiicreleri ve lenfoit hiicreler gézlenmistir. Epitel tabakada yer
yer goblet hiicreleri yer almaktadir. Kalin bagirsakta limene
bakan yiizde tek katli emici prizmatik epitel hiicreleri ve
bu hiicreler arasinda dagilmis bol miktarda goblet hiicreleri
ayirt edilmistir. Lamina propriya tabakasinin, ince bagirsakta
oldugu gibi ¢ok sayida lenfoit hiicreleri ve Lieberkiihn
kriptlerini (bagirsak bezleri) igerdigi goézlenmistir. Ayrica,
limende mukus maddesi ayirt edilmistir. Deney gruplarmin
ince ve kalin bagirsak genel histomorfolojik yapist kontrol
grubu ile benzerlik gostermistir (Resim 1).

Siilfath ve Asidik Mukus Maddesi

Tiim gruplarda ince bagirsakta siilfatl mukus maddesi, bazi
goblet hiicrelerinde ve villuslar aras1 alanda AB pH 1 ile az
yogun, ancak kalin bagirsak goblet hiicrelerinde ve liimende
daha yogun bir boyanma gostermistir. Asidik mukus maddesi
ise, tiim gruplarda ince bagirsakta villuslar arast alanda ve
goblet hiicrelerinde, kalin bagirsakta ise liimen ile goblet
hiicrelerinde AB pH 2,5 ile daha yogun bir boyanma seklinde
izlenmistir. Bu bulgulara gore, ince ve kalin bagirsak asidik
ve siilfathh mukus maddesinin, bitkinin uygulanan her iki
konsantrasyonunda kontrol ile benzer boyanma yogunlugu
gosterdigi soylenebilir (Resim 2, 3).
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Resim 1. Kontrol ve deney gruplarinin ince ve kalm bagirsak his-
tolojisi. CE: tek katli prizmatik ¢izgili kenarli epitel, EE: tek katli
emici prizmatik epitel, L: limen, G: goblet hiicresi, K: Lieberkiihn
kriptalar1, KL: kripta liimeni, VA: villuslar aras1 alan, lamina pro-
priya (yildiz), lenfosit (yesil ok bas1), diiz kas hiicreleri (beyaz ok
bas1), limende mukus (ok), H&E
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Resim 2. Kontrol ve deney gruplarinin ince ve kalin bagirsaginda
AB pH 1 reaksiyonu (ok). ince bagirsakta bazi goblet hiicrelerinde
zayif AB pH 1 reaksiyonu izlenmistir (Kiigiik resimler, ok). L:
liimen, G: goblet hiicresi, KL: kripta liimeni, VA: villuslar aras1
alan, AB pH 1

Kontrol

ince Bagirsak

Kalin Bafirsak

AB pH 2,5 reaksiyonu (ok). L: liimen, G: goblet hiicresi, KL: kripta
liimeni, VA: villuslar aras1 alan, AB pH 2,5

Notral Mukus Maddesi

Notral mukus maddesi, kontrol ve deney gruplarinin ince
bagirsaklarinda villuslar arasi alan ve goblet hiicrelerinde,
kalin bagirsaklarinda ise liimen ve goblet hiicrelerinde yogun
PAS pozitif reaksiyon gostermistir (Resim 4).
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Kontrol

Kaln Bagirsak

Resim 4. ontrol ve deney ruplarmm ince Vekalm aglrsagma
PAS pozitif reaksiyon (ok). G: goblet hiicresi, KL: kripta liimeni,
VA: villuslar arasi alan, PAS

Tartisma ve Sonuc¢

Saponinlerin ya da saponin igeren bitkisel maddelerin GIS’te
neden oldugu degisiklikleri gdsteren ¢esitli calismalar
yapilmaktadir. Besinlerine %1,5 (w/w) oraninda Gypsophylla
saponinleri eklenen siganlarda 7 giin igerisinde enflamasyona
ve jejunal mukozalarinda fonksiyonel bir hasara rastlanmamis,
ancak mikrovillus yapilarinda degisiklikler oldugu ve mukozal
hiicre proliferasyonunun arttig1 izlenmistir (22). Ayrica,
diyetlerine Quillaja kabuk saponinleri (%0,15 ve %0,30)
eklenen Oncorhynchus tshawytscha (Chinooc somonu) ya
da soya saponini eklenen Oncorhynchus mykiss (gokkusagi
alabalig1) tiirlerinin ince bagirsaklarinda hasarlarin ortaya
ciktig1 bildirilmistir (23, 24). Benzer sekilde, Erythrophleum
suaveolens kok kabugundan elde edilen saponin karisiminin
125 ve 250 mg/kg oraninda uygulandig: siganlarin karaciger,
ince bagirsak ve bobreklerinde dejenerasyonlarin ortaya
ciktig1 histopatolojik incelemeler sonucunda gosterilmistir
(25). Beslenme diyetine eklenen ve igeriginde saponin
bulunan islenmemis Jack fasiilyesi kiispesi oranina (%10-100)
bagh olarak, geng Heterobranchus longifilis (yaym baligi)
intestinal mukozasinda hasarin siddetlendigi bildirilmistir
(26). Bu calismada ise, C. graecum yumrularinin 0,1 ve 0,3
g/l konsantrasyonlarindaki etanolik ekstraktlarinin oral yolla
verildigi deney gruplarinda, ince ve kalin bagirsaklarinin genel
histolojik yapilarinda herhangi bir degisikligin olmadigi,
kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Igeriginde saponin bulunan Calotropis procera yaprak hidro-
etanolik ekstraktinin 125-500 mg/kg konsantrasyonda etanolle
indiiklenen gastrik iilser olusturulmus sicanlara oral olarak
verildigi calismada, bu ekstraktin gastrik mukus {iretiminde
ve gastrik asiditede belirgin bir degisiklige neden olmadig1
rapor edilmistir (27). Ayrica, etanol/HCI ve Indomethacin ile
indiiklenen iilser olusturulmus siganlara 2,5, 3,5 ve 4,5 ml/
kg dozda uygulanan saponin igeren olgunlagsmamis Carica
papaya meyvesi sulu ekstraktinin antitilser 6zelliginin,
biiyliik oOlciide pepsine baglanarak (pepsin aktivitesini ve
kullanilabilirligini azaltarak) ve gastrik asit sekresyonunu
inhibe ederek ortaya c¢iktigl, ancak gastrik mukus salinimini
arttirmadig1 bildirilmistir (28). Benzer sekilde, Marhuenda
ve ark. (1993, 1994), at kestanesinde bulunan bir saponin
karigimi olan aescinin, absolil etanol ile indiiklenen gastrik
iilserin dnlenmesinde etkili oldugunu, ancak mukus salgisini
arttirmadigini rapor etmislerdir (29, 30). Bu ¢alismada ise,
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bitkinin 0,1 ve 0,3 g/l konsantrasyonlardaki etanolik
ekstraktlarinin, deney gruplarinin ince ve kalin bagirsak
mukus maddesi nétral, stilfath ve asidik mukus maddesi AB
(pH 1 ve 2,5) ve PAS boyanma yogunlugunda kontrol grubu
ile karsilastirildiginda belirgin bir farklihik gozlenmemistir.
Bununla birlikte, igeriginde saponin bulunan C. procerahidro-
etanolik kok ekstraktinin (125-500 mg/kg konsantrasyonda)
etanolle indiiklenen gastrik ilser olusturulmus siganlara
oral olarak verildiginde doza bagli olarak gastrik mukus
iretiminde belirgin bir artisa neden oldugu bildirilmistir
(27). Ayrica, Ginseng meyvelerinden izole edilen bir saponin
olan ginsenosid Re’nin, 20 mg/kg ya da 100 mg/kg dozlarda
oral olarak verildigi siganlarda, C48/80 ile indiiklenen akut
gastrik mukozal lezyona karsi, notrofil infiltrasyonunu ve
gastrik mukozal dokuda artmis lipit peroksidasyonunu inhibe
ve gastrik mukus sentezini ve sekresyonunu sitiimiile ederek
koruma sagladigi da gosterilmistir (31). Farkli bitkilerden elde
edilen saponinlerin farkli miktarlart kullanilarak yapilan daha
onceki ¢alismalardan, saponinlerin gastrointestinal sistemde
yapisal ve biyokimyasal degisikliklere yol a¢tigi, mukus
salgis1 iizerinde artirict etkisi oldugu, bazi ¢aligmalardan ise
mukus salgisi iizerinde herhangi bir etkisinin bulunmadig:
anlagilmaktadir. Bu  ¢alismada, siklamin  saponini
iceren C. graecum etanolik bitki ekstraktinin uygulanan
konsantrasyonlarinda, siganlarin ince ve kalin bagirsaklar
histomorfolojisinde ve mukus salgisi  yogunlugunda
degisiklik gézlenmemesinin, bitkinin icerdigi saponinin tipi
ve/veya uygulanan dozlari ile iliskili olabilecegi sdylenebilir.
Bununla birlikte, hayvan modellerinde, ig¢erigindeki siklamin
saponininin toksik 6zelligi dikkate alinarak, bitkinin farkli
konsantrasyonlari ile GIS histomorfolojisi ve mukus salgisi
tizerindeki olasi etkilerinin daha ileri molekiiler analizlerle
test edilmesine ihtiyag vardir.
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