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Özet
Amaç: Dalak, bir immün ve hematopoietik sistem organıdır ve yoğun hücresel etkileşimleri içerir. Hücresel 
ilişkilerde (hücre-hücre ve hücre-matriks) hücre yüzeyi ve hücre dışı alan karbohidratlarının önemi vardır. 
Dalak, toksik ajanlardan etkilenen bir organdır. Başlıca flavonoid bileşikleri içeren Crataegus (alıç) türlerinin, 
antioksidan, kalp koruyucu, antiinflamatuvar ve antikarsinojenik etkileri vardır. Bu çalışmada, Crataegus aronia 
var. dentata Browicz ekstraktının dalak üzerine etkileri ışık mikroskobu ile araştırılmıştır. 
Gereç ve yöntem: Bitkinin %1’lik ekstraktı 6 hafta süresince sıçanlara oral olarak verilmiştir. Süre sonunda, 
dokular fikse edilmiş ve doku takibi yapılarak parafine gömülmüştür. 5 µm’lik kesitler, histomorfoloji için 
Hematoksilen-Eosin ve Periyodik asit-şift, hemosiderin için Perls’in Prusya mavisi boyalarıyla boyanmıştır. Lektin 
histokimya için, frozen kesitlere 3 digoksijenin işaretli lektin; galaktoz (1→3) N-asetilgalaktozamin’e [Galβ(1→3)
GalNAc] spesifik olan peanut agglutinin (PNA), galaktoza α(2→3) bağlı sialik asitleri tanıyan Maackia amurensis 
leucoagglutinin (MAL), uç mannoz gruplarını tanıyan Galanthus nivalis agglutinin (GNA) uygulanmıştır. 
Bulgular: Genel olarak, dalak histomorfolojisi ve makrofajlardaki hemosiderin birikimi, kontrol ve deney 
gruplarında benzerlik göstermiştir. Lektinler, her iki grupta bazı hücrelerin sitoplazmasında ve hücre yüzeylerinde 
pozitif reaksiyon göstermiştir. Hücre yüzeylerinde biraz daha yoğun GNA-pozitif reaksiyon gözlenmiştir. 
Sonuç: %1’lik bitki ekstraktı dalakta, bazı karbohidrat moleküllerinde ve hemosiderinde değişikliğe yol 
açmamıştır. 
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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 µm 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 [Galβ(1→3)GalNAc]; 
Maackia amurensis leucoagglutinin (MAL) specific for sialic acidα(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.

Pam Med J 2012;5(2):68-74
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Giriş

Dalak, lökositlerin farklılaşması ve 
eritrositlerin yıkımında rol alan immun 
sistemin bir organıdır. Dalak pulpası retiküler 
bağ dokudan oluşur ve genel olarak kan 
damarlarından zengin olduğu için kırmızı 
görünür, bu kısma kırmızı pulpa denir. Sinüsler 
ve kordları içeren kırmızı pulpa, eritrositlerin 
depolandığı ve yaşam sürelerinin düzenlendiği 
yerdir. Eritrositlerin yanı sıra trombosit, 
granulosit ve plazma hücreleri ile makrofajları da 
içerir. Bu yapı içindeki beyaz görünümlü lenfosit 
grupları, beyaz pulpa olarak adlandırılır. İmmun 
sistemde önemli olan bu bölgenin kırmızı pulpa 
ile sınırlandığı yerlerinden immünglobulinler 
dolaşıma katılır. Beyaz pulpadaki arterlerin 
çevresindeki bölgede T-lenfositler yer alır. Bu 
bölgedeki lenfosit kümelerinde ise B-lenfositler 
bulunur. Dolayısıyla dalak, hücre trafiğinin yoğun 
olduğu bir organdır. Bu hücrelerin işlevlerinde, 
hücresel bağlantıların ve ilişkilerin önemi vardır. 
Hücresel bağlantılarda rol alan moleküllerin yapı 
ve organizasyonunun hücrelerarası ilişkilerde 
rolü olabilir. Bu yapılarda yer alan karbohidrat 
molekülleri, hücre-hücre ve hücre-matriks 
ilişkilerinde tanıma ve tutunma, hücre göçü, 
farklılaşma gibi birçok olayda iş görür. Ayrıca 
bu moleküller, tanıma olaylarında maskeleme 
rolü de oynarlar. Tanımadan sorumlu şeker 
reseptörlerinin bir başka şekerle kapatılmasıyla 
tanıma ilişkilerinin engellenmesi sağlanır [1]. 
Başlıca hücre zarlarında yer alan, kompleks 
karbohidratlara bağlı asidik monosakkaritler 
olan sialik asitler, makromolekülleri ve hücreleri 
enzimatik ve immunolojik saldırılardan 
korumanın yanı sıra tanıma bölgeleri olarak 
da iş görürler [2]. Karbohidrat moleküllerinin 
diğer moleküllerle bağlanarak oluşturdukları 
yapılar olan glikokonjugatlar (Glikoproteinler, 
Glikolipitler, Proteoglikanlar), hücre yüzeylerinde, 
sitoplazmada ve nukleusta yer alırlar. Son 
yıllarda bu moleküllerin çeşitli olaylardaki rolleri 
giderek daha çok araştırılmaktadır. 

Antioksidan özelliğe sahip flavonoid 
bileşikleri açısından oldukça zengin olan 
Crataegus türlerinin, kalp koruyucu [3-5], 
antiinflamatuvar ve antikarsinojenik [6-8] 
etkileri bilinmektedir. Bu çalışmada, Crataegus 
aronia var. dentata Browicz ekstraktının olası 
etkileri dalakta, histomorfoloji için histokimyasal 
yöntemlerle, karbohidrat molekülleri için lektin 
histokimyası ile ışık mikroskobu düzeyinde 
araştırılmıştır.

Gereç ve yöntem

Ekstraksiyon: Denizli’nin Güzelpınar köyünün 
orman kenarlarından toplanan C. aronia var. 
dentata Browicz bitkisi çiçekleri, gölgede 
kurutulduktan sonra toz haline getirilmiş ve %70 
alkole alınarak %10’luk konsantrasyonu elde 
edilmiştir. Ekstrakt hava ve ışıktan korunarak, 6 
saat 55°C’lik su banyosunda bırakılmıştır. Filtre 
edildikten sonra, %70 etil alkolde çözdürülerek 
tekrar 6 saat 55°C’lik su banyosunda 
bırakılmıştır. Bu işlem ard arda 2 kez tekrar 
edilmiştir. Bir kez daha filtre edilen ekstraktın 
alkolü rotary evaporator ile uzaklaştırılmıştır. 
Kalan kısım saf suda çözdürüldükten sonra 
liyofilize edilmiş ve %1’lik konsantrasyonda 
ekstrakt hazırlanmıştır.

Hayvanlar: Pamukkale Üniversitesi Hayvan 
Deneyleri Etik kurulundan onay alınan 
çalışmada, ekstrakt 150-200 g ağırlığında 
albino erkek sıçanlara 6 hafta süresince oral 
olarak verilmiştir. 5’er sıçandan oluşan 2 grup 
aşağıdaki şekilde oluşturulmuştur: 

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

Histokimyasal Uygulamalar: Deney sonunda, 
anestezi altında hayvanlardan alınan dalak 
dokularının bir kısmı, Sainte-Marie fiksatifinde 
fiksasyon işleminden sonra doku takibi yapılarak 
parafine gömülmüştür. 5 µm’lik kesitlerinden 
hazırlanan kesitlerine, Hematoksilen-Eosin 
(H-E), Periyodik asit-şift (PAS) ve Perls’in 
Prusya mavisi (PM) boyama yöntemleri 
uygulanmıştır. Lektinler, glikokonjugatların 
uç karbohidratlarına bağlanan proteinlerdir. 
Dokular ayrıca lektin histokimya uygulaması için 
frozen gömme materyaline (OCT) gömüldükten 
sonra sıvı nitrojende dondurulmuş ve -86°C‘de 
saklanmıştır. Kriyostat ile alınan 6 µm’lik 
kesitlere, 3 farklı digoksijenin (DIG) işaretli 
lektin; galaktoz (1→3) N-asetilgalaktozamin’e 
[Galβ(1→3)GalNAc] spesifik olan peanut 
agglutinin (PNA), galaktoza α(2→3) bağlı 
sialik asitleri tanıyan Maackia amurensis 
leucoagglutinin (MAL), uç mannoz gruplarını 
tanıyan Galanthus nivalis agglutinin (GNA) [DIG 
Glycan Differentiation Kit (Cat: 11210238001, 
Roche Applied Science)] uygulanmıştır. 

Kesitler önce, Tris-buffer saline (TBS) ile 
yıkandıktan sonra, bloklama tamponu [%10 
blocking reagent (DIG Glycan Differentiation Kit, 
Roche) ve %90 TBS-pH 7,5] ile oda sıcaklığında 
inkübe edilmiş ve bir kez TBS ve iki kez buffer 
1 [TBS, 1mM MgCl2, 1mM MnCl2, 1mM CaCl2, 
pH 7,5] ile yıkanmıştır. Daha sonra, buffer 1 ile 
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seyreltilmiş lektinlerle [GNA (20 μg/ml), PNA (10 
μg/ml), MAL (10 μg/ml)] nemli ortamda 1 saat 
inkübe edilmiştir. İki kez TBS ile yıkanan kesitler, 
TBS ile hazırlanan 2 μl/ml anti-digoksijenin 
alkalen fosfataz (Roche Applied Science) ile 1 
saat inkübe edilmiştir. İki kez TBS yıkamasının 
ardından buffer 2 (0.1M Tris-HCl, 0.05M MgCl2, 
0.1M NaCl, pH 9.5) ile hazırlanan 20 μl/ml nitro 
blue tetrazolium chloride/5-bromo-4-chloro-3-
in-dolyl-phosphate (NBT/BCIP) (Roche Applied 
Science) ile renklenme oluşuncaya kadar 
boyanmıştır. Renklenme reaksiyonu distile su 
ile durdurulan kesitler, gliserin ile kapatılmıştır. 
Negatif kontroller TBS ile inkübe edilmiştir. Tüm 
preparatlar, Olympus BX50 mikroskobu ve 
Olympus DP2-BSW mikroskop dijital kamera 
sistemi ile incelenerek fotoğraflanmıştır.

Bulgular

Histokimya bulguları: H-E boyama ile, 
kontrol ve deney gruplarında, beyaz ve kırmızı 
pulpanın marjinal zonla birbirinden ayrıldıkları 
görülmektedir. Kırmızı pulpada, hücreler 
arasında sinuslar ve trabeküller yer almaktadır 
(Resim 1). 

Resim 1. Kontrol (A) ve deney (B) grupları dalak 
histolojisi. bp: beyaz pulpa, kp: kırmızı pulpa, 
s: sinus, m: marjinal bölge, trabekül (yıldız), 
makrofaj (ok), H-E boyama, x200

PAS boyama ile, kontrol ve deney gruplarında 
beyaz ve kırmızı pulpa yapılarında açık 
kahverengi iri makrofajlar ayırt edilmektedir. 
Trabeküler arter hücre zarlarının PAS-pozitif 
reaksiyon verdiği görülmüştür. Hücreler 
arasında ince fibril yapılar da belirlenmiştir 
(Resim 2, 3). Prusya mavisi boyama ile, her iki 
grupta da kırmızı pulpada ve beyaz pulpanın 
germinal merkezi çevresinde hemosiderin 
partikülleri görülmüştür (Resim 4). 

Resim 2. Kontrol grubu dalak histolojisi. 
bp: beyaz pulpa, kp: kırmızı pulpa, sa: sentral 
arter, s: sinus, trabekül (yıldız),makrofaj 
(kalın ok), PAS boyama, A: x100, B: x1000

A

A

B

B
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Resim 4. Kontrol grubunda (A) ve deney 
grubunda (B) hemosiderin partikülleri (ok). bp: 
beyaz pulpa, kp: kırmızı pulpa, PB boyama, A, 
B: x100, a1: x1000

Sonuç olarak, uygulanan histokimyasal 
yöntemlerin bulgularının, genel olarak her iki 
grupta da benzerlik gösterdiği söylenebilir.  

Lektin Histokimya Bulguları: GNA-pozitif 
reaksiyon her iki grupta da hücre yüzeylerinde 
biraz daha yoğun olarak görülmüştür. Lektinlerle 
pozitif reaksiyon gösteren hücreler koyu olarak 
ayırt edilmiştir. Bu hücreler arasındaki açık 
parlak sarı olarak görülen hücrelerin makrofajlar 
olabileceği söylenebilir. Genel olarak, her iki 
grupta da lektin histokimya bulguları benzerlik 
göstermiştir (Resim 5). 

Tartışma 

Son zamanlarda, bitkilerin fitomedikal 
özellikleri ile ilgili pek çok çalışma yapılmaktadır. 
Çeşitli bitki fitokimyasallarının immünoloji 
[9, 10] ve dalak hücrelerinin gelişimi [11] 
üzerindeki etkileri araştırılmaktadır. Bununla 
birlikte, bitki ekstraktlarının çeşitli dokulardaki 
histolojik etkileri [12,13] üzerinde de çalışmalar 
yapılmaktadır. Dalakta, çili biberinin ağırlık ile 
lökositlerde artışa neden olduğu, dolayısıyla 
fazla tüketiminin dalakta hasarlara yol 
açabileceği bildirilmiştir [14]. Bitki polifenolik 
fitokimyasalları olan flavonoidlerin, antioksidan 

Resim 3. Deney grubu dalak histolojisi. bp: beyaz pulpa, kp: kırmızı pulpa, sa: sentral arter, s: sinus, 
arterde PAS+ hücre zarı (ince ok), trabekül (yıldız), fibril (ok başı), kırmızı pulpada (C) ve beyaz 
pulpada (D) makrofajlar (kalın ok), PAS boyama, A: x100, B,C, D: x1000

A

C

B

D

A

B
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[15-17] etkileri vardır. Bu çalışmada, flavonoid 
bakımından zengin olan C. aronia var. 
dentata Browicz’in % 1’lik konsantrasyondaki 
ekstraktının dalak histomorfolojisi üzerindeki 
etkileri, histokimyasal yöntemlerle ve bazı 
karbohidrat yapıları üzerine etkileri lektin 
histokimyası yöntemiyle araştırılmıştır. 

Talasemi gibi bazı kronik anemilerde, 
hemosiderin ve ferritin olarak biriken fazla 
miktardaki demirin dokularda toksik etkilerinin 
olduğu bilinmektedir. Flavonollerin metal 
şelatörleri oldukları bildirilmiştir [18]. Flavonoid 
içeren ve demir şelasyonu aktivitesi gösteren 

bitki ekstraktlarının [19], talasemi hastaları 
için iyi bir demir şelasyon kaynağı olabileceği 
ortaya konmuştur [20]. Çalışmamızda, deney 
grubu dalak kesitlerinde görülen hemosiderin 
partikül yoğunluğu, kontrol grubunda görülen 
yoğunlukla benzerlik göstermiştir. Bu bulgu, 
bitki içeriğinin uygulanan konsantrasyonda 
demir birikimini önleyici bir etkisinin olmadığını 
gösterir niteliktedir. Ancak, bu bulgunun 
genelleştirilebilmesi için, C. aronia var. 
dentata Browicz’in farklı konsantrasyonlardaki 
ekstraktlarıyla çalışmaların yapılması uygun 
olacaktır. 

Resim 5. Kontrol ve deney gruplarında GNA, PNA ve MAL lektin histokimyası. Koyu hücreler lektin-
pozitif hücrelerdir. Makrofaj (kalın ok), hücre zarı reaksiyonu (ince ok). x1000



Nötral şekerleri gösteren PAS boyama ile 
dalağın yoğun hücre populasyonu arasında 
hücresel artıkları içeren iri fagositik hücreler, 
hemosiderin yüklü makrofajlar olarak ayırt 
edilmiştir. Hücre grupları arasında, PAS pozitif 
retiküler fibriller de yer almaktadır. Flavonoid 
olan quercetin içeren Citrullus colocynthis 
[21] ekstraktının, doza bağlı olarak (400 mg/
kg) karaciğer fibrozisini indüklediği bildirilmiştir 
[22]. Çalışmamızda, PAS boyama ile deney ve 
kontrol gruplarında genel görünümde farklılık 
izlenememiştir. Bulgu, % 1’lik konsantrasyondaki 
bitki ekstraktının fibriller düzeyinde de bir 
değişikliğe neden olmadığını göstermektedir. 
Bununla birlikte, bu konuda da bitkinin farklı 
konsantrasyonlarıyla çalışmalar yapmak uygun 
olacaktır.           

Hücre zarlarında ve hücre dışı alanda yer 
alan karbohidratlar, hücre-hücre ve hücre-
matriks ilişkilerinde rol alan moleküllerdir. Bu 
nedenle bu moleküllerin dalaktaki hücresel 
ilişkilerde önemi vardır. Lektinler, hücre 
yüzeylerinde, sitoplazmik ve nukleer yapılarda 
ve hücre dışı alan bileşenlerinde bulunan 
spesifik karbohidrat uzantılarına bağlanırlar. 
Lektin-karbohidrat bağlantılarının belirlendiği 
çalışmalar birçok biyolojik olay ve patolojilerde 
önemlidir. Doku kesitlerinde lektin histokimyası, 
hücrelerin dağılımını göstermesi bakımından 
diğer histokimyasal yöntemlere göre daha 
seçici olabilir. Dalak ve timusta lektin histokimya 
çalışmaları bulunmaktadır [23-26]. Dalakta, 
mannoz spesifik lektin, Chelidonium majus 
agglutinin (CMA) ile makrofajların yanısıra, 
özellikle retikular hücrelerin boyandığı ve 
CMA’nın stromal yapının çalışılmasında iyi bir 
araç olduğu belirtilmiştir [24]. Çalışmamızda, 
mannoz’a spesifik lektin GNA’nın yanısıra, 
galaktoza α(2→3) bağlı sialik asitlere spesifik 
MAL ve Galβ(1→3)GalNAc disakkaritine 
spesifik PNA lektinleri uygulanmıştır. Dalağın 
lenf nodlarında sinusları çevreleyen hücrelerin, 
GlcNAc, mannoz, GalNAc ve sialik asite 
spesifik lektinlerle işaretlendiği bildirilmiştir [25]. 
Çalışmamızda, 3 tip lektinle hücre zarlarında ve 
bazı hücrelerde pozitif reaksiyon görülürken, iri 
ve açık sarı hücrelere de rastlanmıştır. Açık sarı 
ve irice görülen bu hücrelerin, H-E bulgularına 
da benzer şekilde makrofajlar olabileceği 
söylenebilir. Bulgular her iki grup için de benzer 
olduğu için, mannoz, galaktoza α(2→3) bağlı 
sialik asitler ve Galβ(1→3)GalNAc yapılarında 
değişiklik olmadığı söylenebilir. 

C. aronia syn. Azarolus (L) ekstraktı ile 
sıçanlarda yapılan bir çalışmada, 200 mg 
kg-1 ekstrakt ile eritrosit sayısında (RBC) ve 

paketlenmiş hücre hacminde (PCV), 100-500 
mg kg-1 ekstrakt ile protrombin zamanı (PT) ve 
aktive edilmiş kısmi tromboplastin zamanında 
(APTT) belirgin bir artış olduğu, karaciğer ve 
böbrek fonksiyonları ile elektrolitlerde değişiklik 
olmadığı bildirilmiştir. 2000 mg kg-1 veya altı 
değerlerde bitkinin akut veya subakut olumsuz 
etkisinin olmadığı, RBC, PCV, PT ve APTT 
artışının ileri araştırmalar gerektirdiği ileri 
sürülmüştür [27]. Bu çalışmada,  C. aronia var. 
dentata Browicz’in % 1’lik konsantrasyondaki 
ekstraktının uygulandığı sıçan dalağında, 
histokimya ve lektin histokimya bulgularının her 
iki grupta da benzerlik gösterdiği gözlenmiştir. 

Sonuç olarak, C. aronia var. dentata 
Browicz’in %1’lik ekstraktının dalak 
histomorfolojisi ve bazı karbohidrat yapıları 
üzerinde farklı etkisi olmadığı söylenebilir. 
Ancak, bitki içeriğinin morfolojik ve moleküler 
etkilerinin ortaya konması bakımından hayvan 
modellerinde farklı konsantrasyonlarda, 
dalakta ve diğer organlarda yapılacak olan 
histomorfolojik araştırmalara ve ileri moleküler 
analizlere ihtiyaç vardır.  

Çıkar ilişkisi: Yazarlar çıkar ilişkilerinin 
olmadığını beyan etmiştir.     
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