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Ozet

Amag: Dalak, bir immin ve hematopoietik sistem organidir ve yogun hucresel etkilesimleri igerir. Hiicresel
iliskilerde (hlcre-hiicre ve hiicre-matriks) hiicre ylzeyi ve hucre digi alan karbohidratlarinin énemi vardir.
Dalak, toksik ajanlardan etkilenen bir organdir. Baslica flavonoid bilesikleri iceren Crataegus (alig) turlerinin,
antioksidan, kalp koruyucu, antiinflamatuvar ve antikarsinojenik etkileri vardir. Bu galismada, Crataegus aronia
var. dentata Browicz ekstraktinin dalak tzerine etkileri 151k mikroskobu ile arastiniimistir.

Gereg ve yontem: Bitkinin %71’lik ekstrakti 6 hafta suresince si¢canlara oral olarak verilmistir. Stire sonunda,
dokular fikse edilmis ve doku takibi yapilarak parafine gomulmistir. 5 pm’lik kesitler, histomorfoloji igin
Hematoksilen-Eosin ve Periyodik asit-sift, hemosiderin igin Perls’in Prusya mavisi boyalariyla boyanmistir. Lektin
histokimya igin, frozen kesitlere 3 digoksijenin isaretli lektin; galaktoz (1—3) N-asetilgalaktozamin’e [GalB(1—3)
GalNACc] spesifik olan peanut agglutinin (PNA), galaktoza a(2—3) bagli sialik asitleri taniyan Maackia amurensis
leucoagglutinin (MAL), u¢ mannoz gruplarini taniyan Galanthus nivalis agglutinin (GNA) uygulanmistir.
Bulgular: Genel olarak, dalak histomorfolojisi ve makrofajlardaki hemosiderin birikimi, kontrol ve deney
gruplarinda benzerlik géstermistir. Lektinler, her iki grupta bazi hiicrelerin sitoplazmasinda ve hicre yiizeylerinde
pozitif reaksiyon gostermistir. Hucre ylizeylerinde biraz daha yogun GNA-pozitif reaksiyon gdzlenmistir.
Sonug: %71lik bitki ekstrakti dalakta, bazi karbohidrat molekullerinde ve hemosiderinde degisiklige yol
acmamistir.
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Abstract

Aim: Spleen is an organ of immune and hematopoietic system and involves extensive cellular interactions. Cell
surface and extracellular matrix carbohydrates are important in cellular interactions (cell-cell and cell-matrix).
Spleen is affected by the exposure to toxic agents. Crataegus (Hawthorn) species, which contains mainly
flavonoid compounds, have such effects as antioxidant, cardioprotective, antiinflammatory and anticarcinogenic.
In this study, the effects of Crataegus aronia var. dentata Browicz extracts on spleen were investigated via light
microscopy.

Materials and methods: The plant extract at concentration of 1% was given orally to rats for 6 weeks. At the
end of the experimental period, tissues were fixed, processed and embedded in paraffin. 5 um sections were
stained with Hematoxylin and Eosin, Periodic acid-Schiff stain for histomorphology and Perl’s Prussian blue
stain for hemosiderin. For lectin histochemistry, frozen sections were treated with three digoxigenin labelled
lectins; peanut agglutinin (PNA) specific for galactose (1—3) N-acetylgalactosamine [GalB(1—3)GalNAc];
Maackia amurensis leucoagglutinin (MAL) specific for sialic acida(2—3)Galactose; Galanthus nivalis agglutinin
(GNA) specific for terminal mannose residues.

Results: In general, the histomorphology of the spleens and the accumulation of hemosiderin in macrophages
were similar for both control and experimental groups. Lectins showed positive reactions in some cell cytoplasms
and on the cell surfaces of both groups. A little more intensive GNA-positive reactions were observed on the
cell surfaces.

Conclusions: The plant extract at concentration of 1% did not lead to any alterations in some carbohydrate
molecules and hemosiderin in the spleen.
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Giris
Dalak, |6kositlerin  farkllagsmasi  ve
eritrositlerin ~ yilkiminda rol alan immun

sistemin bir organidir. Dalak pulpasi retikuler
bag dokudan olusur ve genel olarak kan
damarlarindan zengin oldugu igin kirmizi
gorundr, bu kisma kirmizi pulpa denir. SinUsler
ve kordlari iceren kirmizi pulpa, eritrositlerin
depolandidi ve yasam surelerinin dizenlendigi
yerdir.  Eritrositlerin  yani  sira  trombosit,
granulosit ve plazma hiicreleri ile makrofajlari da
icerir. Bu yapi icindeki beyaz gérunimli lenfosit
gruplari, beyaz pulpa olarak adlandirilir. immun
sistemde 6nemli olan bu bdlgenin kirmizi pulpa
ile sinirlandigi yerlerinden immunglobulinler
dolasima katilir. Beyaz pulpadaki arterlerin
cevresindeki bdlgede T-lenfositler yer alir. Bu
bdlgedeki lenfosit kiimelerinde ise B-lenfositler
bulunur. Dolayisiyla dalak, hicre trafiginin yogun
oldugu bir organdir. Bu hicrelerin islevlerinde,
hicresel baglantilarin ve iligkilerin dnemi vardir.
Hicresel baglantilarda rol alan molekullerin yapi
ve organizasyonunun hucrelerarasi iligkilerde
roli olabilir. Bu yapilarda yer alan karbohidrat
molekdlleri, hucre-hlicre ve hicre-matriks
iliskilerinde tanima ve tutunma, hiicre gocu,
farkhlagsma gibi bircok olayda is gorur. Ayrica
bu molekdller, tanima olaylarinda maskeleme
roli de oynarlar. Tanimadan sorumlu seker
reseptdrlerinin bir baska sekerle kapatiimasiyla
tanima iligkilerinin engellenmesi saglanir [1].
Baslica hilicre zarlarinda yer alan, kompleks
karbohidratlara bagh asidik monosakkaritler
olan sialik asitler, makromolekulleri ve hicreleri
enzimatik ve  immunolojik  saldinlardan
korumanin yani sira tanima bdlgeleri olarak
da is gorirler [2]. Karbohidrat molekillerinin
diger molekillerle baglanarak olusturduklari
yapilar olan glikokonjugatlar (Glikoproteinler,
Glikolipitler,Proteoglikanlar),hiicreylzeylerinde,
sitoplazmada ve nukleusta yer alirlar. Son
yillarda bu molekiillerin gesitli olaylardaki rolleri
giderek daha ¢ok arastiriimaktadir.

Antioksidan  dzellige sahip flavonoid
bilesikleri acisindan olduk¢a zengin olan
Crataegus turlerinin, kalp koruyucu [3-5],
antiinflamatuvar ve antikarsinojenik  [6-8]
etkileri bilinmektedir. Bu ¢alismada, Crataegus
aronia var. dentata Browicz ekstraktinin olasi
etkileri dalakta, histomorfoloji i¢in histokimyasal
yontemlerle, karbohidrat molekdilleri i¢in lektin
histokimyasi ile 1sik mikroskobu dizeyinde
arastinimistir.
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Gereg ve yontem

Ekstraksiyon: Denizli'nin Guzelpinar kéyunin
orman kenarlarindan toplanan C. aronia var.
dentata Browicz bitkisi ¢icekleri, goélgede
kurutulduktan sonra toz haline getirilmis ve %70
alkole alinarak %10’luk konsantrasyonu elde
edilmistir. Ekstrakt hava ve isiktan korunarak, 6
saat 55°C’lik su banyosunda birakilmistir. Filtre
edildikten sonra, %70 etil alkolde ¢dzdurulerek
tekrar 6 saat 55°Clik su banyosunda
birakilmistir. Bu islem ard arda 2 kez tekrar
edilmigtir. Bir kez daha filtre edilen ekstraktin
alkoll rotary evaporator ile uzaklastiriimistir.
Kalan kisim saf suda cozdirtldikten sonra
liyofilize edilmis ve %7lik konsantrasyonda
ekstrakt hazirlanmigtir.

Hayvanlar: Pamukkale Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik kurulundan onay alinan
calismada, ekstrakt 150-200 g agirhginda
albino erkek siganlara 6 hafta slresince oral
olarak verilmistir. 5’er sicandan olusan 2 grup
asagidaki sekilde olusturulmustur:

Grup I: Normal diyet ve su verilen kontrol grubu
Grup II: %1’lik ekstrakt verilen deney grubu

Histokimyasal Uygulamalar: Deney sonunda,
anestezi altinda hayvanlardan alinan dalak
dokularinin bir kismi, Sainte-Marie fiksatifinde
fiksasyon isleminden sonra doku takibi yapilarak
parafine gomulmustir. 5 pym’lik kesitlerinden
hazirlanan  kesitlerine, Hematoksilen-Eosin
(H-E), Periyodik asit-sift (PAS) ve Perls’in
Prusya mavisi (PM) boyama yontemleri
uygulanmigtir.  Lektinler,  glikokonjugatlarin
u¢c karbohidratlarina baglanan proteinlerdir.
Dokular ayrica lektin histokimya uygulamasi igin
frozen gdmme materyaline (OCT) gomuildikten
sonra sivi nitrojende dondurulmus ve -86°C‘de
saklanmistir. Kriyostat ile alinan 6 pm’lik
kesitlere, 3 farkli digoksijenin (DIG) isaretli
lektin; galaktoz (1—3) N-asetilgalaktozamin’e
[GalB(1—3)GalNAc] spesifik olan peanut
agglutinin  (PNA), galaktoza a(2—3) bagh
sialik asitleri taniyan Maackia amurensis
leucoagglutinin (MAL), u¢ mannoz gruplarini
taniyan Galanthus nivalis agglutinin (GNA) [DIG
Glycan Differentiation Kit (Cat: 11210238001,
Roche Applied Science)] uygulanmistir.

Kesitler 6nce, Tris-buffer saline (TBS) ile
yikandiktan sonra, bloklama tamponu [%10
blocking reagent (DIG Glycan Differentiation Kit,
Roche) ve %90 TBS-pH 7,5] ile oda sicakliginda
inkibe edilmis ve bir kez TBS ve iki kez buffer
1 [TBS, 1mM MgCl,, 1mM MnClL,, 1mM CacCl,,
pH 7,5] ile yikanmistir. Daha sonra, buffer 1 ile
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seyreltilmis lektinlerle [GNA (20 pg/ml), PNA (10
pg/ml), MAL (10 pg/ml)] nemli ortamda 1 saat
inkiibe edilmistir. iki kez TBS ile yikanan kesitler,
TBS ile hazirlanan 2 pl/ml anti-digoksijenin
alkalen fosfataz (Roche Applied Science) ile 1
saat inkiibe edilmistir. ki kez TBS yikamasinin
ardindan buffer 2 (0.1M Tris-HCI, 0.05M MgCl,,
0.1M NacCl, pH 9.5) ile hazirlanan 20 pl/ml nitro
blue tetrazolium chloride/5-bromo-4-chloro-3-
in-dolyl-phosphate (NBT/BCIP) (Roche Applied
Science) ile renklenme olusuncaya kadar
boyanmistir. Renklenme reaksiyonu distile su
ile durdurulan kesitler, gliserin ile kapatiimigtir.
Negatif kontroller TBS ile inkiibe edilmistir. Tim
preparatlar, Olympus BX50 mikroskobu ve
Olympus DP2-BSW mikroskop dijital kamera
sistemi ile incelenerek fotograflanmigtir.

Bulgular

Histokimya bulgulari: H-E boyama ile,
kontrol ve deney gruplarinda, beyaz ve kirmizi
pulpanin marjinal zonla birbirinden ayrildiklari
gOrulmektedir.  Kirmizi  pulpada, hucreler
arasinda sinuslar ve trabekdller yer almaktadir
(Resim 1).

Resim 1. Kontrol (A) ve deney (B) gruplari dalak
histolojisi. bp: beyaz pulpa, kp: kirmizi pulpa,
s: sinus, m: marjinal bdlge, trabekul (yildiz),
makrofaj (ok), H-E boyama, x200

PAS boyama ile, kontrol ve deney gruplarinda
beyaz ve kirmizi pulpa vyapilarinda agik
kahverengi iri makrofajlar ayirt edilmektedir.
Trabekiler arter hiicre zarlarinin PAS-pozitif
reaksiyon  verdigi  gorllmuastur.  Hucreler
arasinda ince fibril yapilar da belirlenmigtir
(Resim 2, 3). Prusya mavisi boyama ile, her iki
grupta da kirmizi pulpada ve beyaz pulpanin
germinal merkezi ¢evresinde hemosiderin

partikilleri gorilmustur (Resim 4).

Resim 2. Kontrol grubu dalak histolojisi.
bp: beyaz pulpa, kp: kirmizi pulpa, sa: sentral
arter, s: sinus, trabekll (yildiz),makrofaj
(kalin ok), PAS boyama, A: x100, B: x1000
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Resim 3. Deney grubu dalak histolojisi. bp: beyaz pulpa, kp: kirmizi pulpa, sa: sentral arter, s: sinus,
arterde PAS+ hlcre zar (ince ok), trabekul (yildiz), fibril (ok basr), kirmizi pulpada (C) ve beyaz
pulpada (D) makrofajlar (kalin ok), PAS boyama, A: x100, B,C, D: x1000

Resim 4. Kontrol grubunda (A) ve deney
grubunda (B) hemosiderin partikdilleri (ok). bp:
beyaz pulpa, kp: kirmizi pulpa, PB boyama, A,
B: x100, a1: x1000
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Sonug olarak, uygulanan histokimyasal
yontemlerin bulgularinin, genel olarak her iki
grupta da benzerlik goésterdigi sOylenebilir.

Lektin Histokimya Bulgulari: GNA-pozitif
reaksiyon her iki grupta da hicre yuzeylerinde
biraz daha yogun olarak gérulmustur. Lektinlerle
pozitif reaksiyon gosteren hicreler koyu olarak
ayirt edilmistir. Bu hulcreler arasindaki acik
parlak sari olarak gorulen hiicrelerin makrofajlar
olabilecegi soylenebilir. Genel olarak, her iki
grupta da lektin histokimya bulgulari benzerlik
gostermistir (Resim 5).

Tartigsma

Son zamanlarda, bitkilerin fitomedikal
Ozellikleri ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir.
Cesitli  bitki  fitokimyasallarinin  immdanoloji
[9, 10] ve dalak hucrelerinin gelisimi [11]
Uzerindeki etkileri arastirlmaktadir. Bununla
birlikte, bitki ekstraktlarinin gesitli dokulardaki
histolojik etkileri [12,13] Gzerinde de ¢alismalar
yapilmaktadir. Dalakta, cili biberinin agirlik ile
I6kositlerde artisa neden oldugdu, dolayisiyla
fazla tOketiminin dalakta hasarlara yol
acabilecegi bildirilmigtir [14]. Bitki polifenolik
fitokimyasallari olan flavonoidlerin, antioksidan
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KONTROL

GNA

PNA

Resim 5. Kontrol ve deney gruplarinda GNA, PNA ve MAL lektin histokimyasi. Koyu hicreler lektin-
pozitif hiicrelerdir. Makrofaj (kalin ok), hiicre zari reaksiyonu (ince ok). x1000

[15-17] etkileri vardir. Bu ¢alismada, flavonoid
bakimindan zengin olan C. aronia var.
dentata Browicz'in % 1’lik konsantrasyondaki
ekstraktinin dalak histomorfolojisi Uzerindeki
etkileri, histokimyasal ydéntemlerle ve bazi
karbohidrat yapilari Uzerine etkileri lektin
histokimyasi ydontemiyle arastiriimistir.

Talasemi gibi bazi kronik anemilerde,
hemosiderin ve ferritin olarak biriken fazla
miktardaki demirin dokularda toksik etkilerinin
oldugu bilinmektedir. Flavonollerin  metal
selatdrleri olduklar bildirilmigtir [18]. Flavonoid
iceren ve demir selasyonu aktivitesi gosteren

bitki ekstraktlarinin [19], talasemi hastalari
icin iyi bir demir selasyon kaynagi olabilecegi
ortaya konmustur [20]. Calismamizda, deney
grubu dalak kesitlerinde gorilen hemosiderin
partikil yogunlugu, kontrol grubunda goérilen
yogunlukla benzerlik gdstermistir. Bu bulgu,
bitki igeriginin uygulanan konsantrasyonda
demir birikimini énleyici bir etkisinin olmadigini
gOsterir niteliktedir. Ancak, bu bulgunun
genellestirilebilmesi  icin, C. aronia var.
dentata Browicz'in farkli konsantrasyonlardaki
ekstraktlariyla ¢alismalarin yapilmasi uygun
olacaktir.
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Notral sekerleri gosteren PAS boyama ile
dalagin yogun htcre populasyonu arasinda
hiicresel artiklar iceren iri fagositik hiicreler,
hemosiderin yikli makrofajlar olarak ayirt
edilmistir. Hicre gruplari arasinda, PAS pozitif
retikuler fibriller de yer almaktadir. Flavonoid
olan quercetin iceren Citrullus colocynthis
[21] ekstraktinin, doza bagli olarak (400 mg/
kg) karaciger fibrozisini indiikledigi bildirilmistir
[22]. Calismamizda, PAS boyama ile deney ve
kontrol gruplarinda genel goérinimde farkhlik
izlenememistir. Bulgu, % 1’lik konsantrasyondaki
bitki ekstraktinin fibriller dizeyinde de bir
degisiklige neden olmadigini gostermektedir.
Bununla birlikte, bu konuda da bitkinin farkl
konsantrasyonlariyla calismalar yapmak uygun
olacaktir.

Hucre zarlarinda ve hicre digl alanda yer
alan karbohidratlar, hucre-hucre ve hicre-
matriks iligkilerinde rol alan molekullerdir. Bu
nedenle bu molekillerin dalaktaki hucresel
iliskilerde 6nemi vardir. Lektinler, hucre
yuzeylerinde, sitoplazmik ve nukleer yapilarda
ve hucre disi alan bilesenlerinde bulunan
spesifik karbohidrat uzantilarina baglanirlar.
Lektin-karbohidrat baglantilarinin  belirlendigi
calismalar bircok biyolojik olay ve patolojilerde
onemlidir. Doku kesitlerinde lektin histokimyasi,
hicrelerin dagilimini géstermesi bakimindan
diger histokimyasal yontemlere goére daha
segici olabilir. Dalak ve timusta lektin histokimya
calismalari  bulunmaktadir [23-26]. Dalakta,
mannoz spesifik lektin, Chelidonium majus
agglutinin  (CMA) ile makrofajlarin yanisira,
Ozellikle retikular hucrelerin  boyandigi ve
CMAnin stromal yapinin galisiilmasinda iyi bir
ara¢ oldugu belirtilmistir [24]. Calismamizda,
mannoz’'a spesifik lektin GNAnin yanisira,
galaktoza a(2—3) bagl sialik asitlere spesifik
MAL ve GalB(1—3)GalNAc disakkaritine
spesifik PNA lektinleri uygulanmigtir. Dalagin
lenf nodlarinda sinuslari ¢evreleyen hucrelerin,
GIcNAc, mannoz, GalNAc ve sialik asite
spesifik lektinlerle isaretlendigi bildiriimistir [25].
Calismamizda, 3 tip lektinle hucre zarlarinda ve
bazi hiicrelerde pozitif reaksiyon gorulirken, iri
ve acik sari hiicrelere de rastlanmistir. Agik sari
ve irice gOrulen bu hucrelerin, H-E bulgularina
da benzer sekilde makrofajlar olabilecegi
sOylenebilir. Bulgular her iki grup i¢in de benzer
oldugu ic¢in, mannoz, galaktoza a(2—3) bagl
sialik asitler ve GalB(1—3)GalNAc yapilarinda
degisiklik olmadigi sdylenebilir.

C. aronia syn. Azarolus (L) ekstrakti ile
sicanlarda yapilan bir calismada, 200 mg
kg' ekstrakt ile eritrosit sayisinda (RBC) ve
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paketlenmis hiicre hacminde (PCV), 100-500
mg kg™ ekstrakt ile protrombin zamani (PT) ve
aktive edilmis kismi tromboplastin zamaninda
(APTT) belirgin bir artis oldugu, karaciger ve
bobrek fonksiyonlari ile elektrolitlerde degisiklik
olmadigi bildirilmistir. 2000 mg kg veya alti
degerlerde bitkinin akut veya subakut olumsuz
etkisinin olmadigi, RBC, PCV, PT ve APTT
artisinin ileri arastirmalar gerektirdigi ileri
surtlmuistir [27]. Bu calismada, C. aronia var.
dentata Browicz'in % 1’lik konsantrasyondaki
ekstraktinin  uygulandigi sican dalaginda,
histokimya ve lektin histokimya bulgularinin her
iki grupta da benzerlik gosterdigi gézlenmisgtir.

Sonu¢ olarak, C. aronia var. dentata
Browicz’in % 1’lik ekstraktinin dalak
histomorfolojisi ve bazi karbohidrat yapilari
uzerinde farkh etkisi olmadigi sdylenebilir.
Ancak, bitki iceriginin morfolojik ve molekuler
etkilerinin ortaya konmasi bakimindan hayvan
modellerinde farkli konsantrasyonlarda,
dalakta ve diger organlarda yapilacak olan
histomorfolojik arastirmalara ve ileri molekuler
analizlere ihtiya¢ vardir.
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