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MELATONİN VE C VİTAMİNİNİN KRONİK ALKOLİK SIÇANLARIN
SEREBELLUM DOKUSUNDAKİ HASAR VE eNOS İMMUNREAKTİVİTESİ

ÜZERİNE ETKİLERİ*
Effects of Melatonin and Vitamin C on Damage and Expression of Endothelial

NOS in Cerebellum of Chronic Alcoholic Rats

Mehmet Fatih SÖNMEZ1, Derya AKKUŞ2

Özet : Bu çalışmada etanolün serebellumda oluşturduğu
hasar ve eNOS ekspresyonu üzerine melatonin ve C
vitamininin koruyucu etkilerinin belirlenmesi
amaçlandı.
Çalışmada 24 adet 200-250 gr ağırlığında Wistar cinsi
ergin erkek sıçan kullanıldı. Sıçanlar rasgele olarak
dört gruba ayrıldı. Birinci grup kontrol (n: 6); ikinci
grup deney süresince (28 gün) alkol içeren sıvı diyet
alan (n: 6); üçüncü grup deney boyunca alkol içeren sıvı
diyet ile birlikte 40mg/kg/gün intraperitoneal C vitamini
alan (n: 6); dördüncü grup deney süresince alkol içeren
sıvı diyet ile birlikte 4mg/kg/gün intraperitoneal
melatonin (n: 6) alan sıçanlardan oluşturuldu.
Deney süresince sadece alkol alan gruptaki sıçanların
serebellum dokularında gangliyoner tabakada purkinje
hücrelerinde dejenerasyon ve hücre sayılarında azalma
gözlendi. Melatonin ve C vitamini uygulanan gruplarda
purkinje hücrelerindeki dejenerasyon oranının azaldığı
ayırt edildi. Kontrol grubu sıçanlarda, endotelyal  nitrik
oksit sentaz immunoreaktivitesi için yapılan boyamada
moleküler ve granüler tabakalarda (++) boyanma,
purkinje hücrelerinde ise (+++) boyanma gözlendi.
Alkol alan grupta dejenere olan purkinje hücrelerinde
endotelyal  nitrik oksit sentaz immunoreaktivitesi
gözlenmedi. Melatonin ve C vitamini uygulanan
gruplarda ise (+++) boyanma mevcuttu.
Sonuç olarak kronik alkol tüketimi serebellum
dokusunda hasara yol açmakta. Bu hasar melatonin ve
C vitamini ile kısmen düzelmektedir.

Anahtar kelimeler: Kronik alkol tüketimi, beyincik,
eNOS, melatonin, C vitamini

Summary: The aim of this study was to determine the
alterations in cerebellum caused by alcohol
consumption and the effects of melatonin and vitamin
C on these changes, in rats.
Twenty-four adult male Wistar rats weighting 200-
250g were used in this study. Rats were divided into
four groups. The first group served as control (n:6).
The second group was the ethanol treatment for 28
days (n:6). The third group was given ethanol and
supplemented with 40 mg/kg/day vitamin C
(intraperitoneally) (n:6). The fourth group was given
ethanol and supplemented with 4 mg/kg/day
melatonin (intraperitoneally) (n:6).
Light microscopic examinations revealed Purkinje
cell degeneration and decrease in the number of
Purkinje cells in ganglionic layer of cerebellum. In
melatonin and vitamin C treated groups, degeneration
in Purkinje cells was less than the other groups. In the
control group, endothelial nitric oxide synthase
immunoreactivity was (+++) in Purkinje cells, and
(++) in granular and molecular layer. No endothelial
nitric oxide synthase activity in degenerated Purkinje
cells of alcohol group was observed. In melatonin and
vitamin C treated groups, eNOS immunoreactivity
was (+++).
Present results indicated that chronic alcohol
consumption increased lipid peroxidation and
especially melatonin and vitamin C administration
produced in some degree protection against alcohol-
induced damage in cerebellum.
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Bu çalışmada alkolün serebellum dokusundaki
muhtemel oksidatif hasar yapıcı etkisi üzerine anti-
oksidan olarak melatonin ve C vitamininin etkileri
ve bu süreç içinde eNOS’un bir rolünün olup olma-
dığını araştırılması amaçlandı.

GEREÇ VE YÖNTEM

Bu çalışma Erciyes Üniversitesi Hakan Çetinsaya
Deneysel ve Klinik Araştırma Merkezinde yapıldı.
Erciyes Üniversitesi Deney Hayvanları Etik kuru-
lundan onay alındı. Çalışmada 24 adet 200-250 gr
ağırlığında Wistar cinsi ergin erkek sıçan kullanıl-
dı. Sıçanlar 28 günlük deney süresince 21 0C oda
ısısında ve 12 saat aydınlık (7:00-19:00) ve 12 saat
karanlık (19:00-7:00) döngüsünün uygulandığı
ortamda çelik kafeslerde beslendi. Sıçanlar her bir
grupta altı sıçan olacak şekilde rasgele olarak dört
gruba ayrıldı. Birinci grup (kontrol) alkolsüz sıvı
diyet ile beslenen sıçanlar; ikinci grup deney süre-
since alkol içeren sıvı diyet alan; üçüncü grup de-
ney boyunca alkol içeren sıvı diyet ile birlikte gün-
lük 40mg/kg intraperitoneal C (Redokson, Bayer)
vitamini uygulanan; dördüncü grup deney süresin-
ce alkol içeren sıvı diyet ile birlikte günlük 4mg/kg
intraperitoneal melatonin (Merck, kat. no:814537)
uygulanan sıçanlardan oluşturuldu.

Kronik alkol tüketimi için deneklerin her biri ayrı
kafese yerleştirildi. Modifiye sıvı diyet literatürde
belirtildiği gibi hazırlandı (15). Çalışmanın başlan-
gıcında bütün deneklere alışmaları için bir hafta
boyunca alkol içermeyen sıvı diyet verildi. Bir haf-
ta sonunda deney gruplarına üç gün %2.4 alkol
içeren sıvı diyet verildi. Daha sonra izleyen günler-
de alkol konsantrasyonu önce dört gün boyunca %
4.8, sonraki 21 gün boyunca ise %7.2 olacak şekil-
de ayarlandı. Kontrol grubu alkol içermeyen
izokalorik sıvı diyet ile beslendi. Sıvı diyet günlük
olarak taze hazırlandı ve her gün aynı saatte
(10:00) deneklere verildi. Sıçanların vücut ağırlık-
ları her gün ölçüldü ve aldıkları alkol miktarı gün-
lük olarak kaydedildi. Denekler alkollü veya alkol-
süz sıvı diyet dışında başka bir madde ile beslen-
medi.

Çeşitli içecekler içinde tüketilen etanol Dünya Sağ-
lık Örgütü tarafından hem fizyolojik hem de psiko-
lojik bağımlılık yapan maddeler arasında sayılmak-
tadır. Alkol içecek olarak tüketildiği zaman hemen
hemen tüm organları etkilemesine rağmen, merkezi
sinir sistemi üzerine etkileri çok ciddidir. Merkezi
sinir sistemindeki başlangıç etkileri disinhibisyon,
öfori ve uyku halidir. Doz arttıkça inkoordinasyon,
konfüzyon, koma ve ölüme neden olabilmektedir
(1). Yapılan çalışmalarda alkol tüketiminin beyinde
nöron ölümünü tetiklediği gösterilmiştir (2).
Serebellum alkole en çok duyarlı olan beyin alanla-
rından biridir. Serebellar kortekste bulunan Purkinje
nöronları alkolün serebellumdaki başlıca etki alanı-
dır. Kronik alkol tüketiminin purkinje hücrelerinde-
ki dentrit uzantılarını azalttığı bilinmektedir. Elekt-
ron mikroskobik çalışmalarda purkinje
dentritlerinde dejeneratif cisimciklerde artış tespit
edilmiştir. Son çalışmalarda alkolle ilişkili motor
bozulmanın serebellar granüler tabakadaki tonik
inhibisyondaki artıştan kaynaklandığı bildirimiştir
(3).

Nitrik Oksit (NO) nörotransmisyon, immun düzen-
lenme, renal ve vasküler hemostazis, hücre
adhezyonu, proliferasyonu ve apoptozis gibi çok
değişik fonksiyonlara katılan bir haberci molekül-
dür (4). NO L-argininden NO sentaz (NOS) aktivi-
tesiyle oluşturulmaktadır. NOS’un endotelyal NOS
(eNOS), nöronal NOS (nNOS) ve indüklenebilir
NOS (iNOS) olmak üzere üç izoformu bulunmakta-
dır.

Pineal bezden salgılanan bir hormon olan melatoni-
nin, endokrin ritmin düzenlenmesi, antigonadal etki,
değişik immun fonksiyonların nöroendokrin düzen-
lenmesi gibi aktivitelerinin yanında, antioksidan
özelliğe de sahip olduğu bildirilmiştir (5–8) Yapılan
çalışmalar sonunda melatoninin yüksek şekilde re-
aktif olan OH radikalini detoksifiye etmede çok
etkili olduğu kanıtlanmıştır (9, 10). C vitamini
(askorbik asit) suda çözünen önemli vitaminlerden-
dir (11). Fizyolojik fonksiyonunu büyük ölçüde
oksido-redüksiyon yoluyla gösterir (12). C vitamini
serbest oksijen radikallerinin etkisini önemli derece-
de azaltan ve diyet yoluyla alınan bir antioksidandır
(13, 14).
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Deneyin sonunda sıçanlar intraperitoneal ketamin
(100mg/kg) anestezisi altında dekapite edildi.
Dekapitasyondan sonra serebellum dokuları hızlıca
çıkarıldı. Klasik yöntemlere göre dokular %10’luk
nötral formalin içinde 24 saat fikse edildi (16). Tes-
pit edilen dokular musluk suyunda yıkandıktan son-
ra dereceli alkol serilerinden geçirilerek dehidrate
edildi. Ksilol ile şeffaflaştırılan dokular parafine
gömüldü. Parafin bloklardan alınan 5–6 mm kalınlı-
ğında kesitler Hematoksilen-Eozin ve Masson’un
üçlü boyası ile boyandı ve Olympus BX–51
fotomikroskopla incelenerek fotoğraflar elde edildi.

eNOS ekspresyonu streptavidin-biotin peroksidaz
yöntemiyle (17) tavşan poliklonal antikoru kullanı-
larak serebellum dokularında immunohistokimyasal
olarak saptandı. Parafin kesitler öncelikle ksilol ile
deparafinize edildi. Deparafinize edilen kesitler
dereceli alkol serilerinden geçirilerek rehidrate edil-
dikten sonra 20 dak. antijen geri kazanımı için 2N
HCl ile muamele edildi. Metanol içinde %3’lük
H2O2 ile 10 dak. boyunca endojen peroksidaz aktivi-
tesi inhibe edildi. Daha sonra 3X5 dak. fosfat tam-
ponuyla yıkanan dokular oda ısısında nemli ortam-
da 20 dak. fosfat tamponu içinde hazırlanmış %
1.5’lik normal keçi serumu ile inkube edildi. Kesit-
ler daha sonra 4 oC de bir gece boyunca eNOS
(sc.654 Santa Cruz Biotechnology, USA) (fosfat
tamponunda hazırlanmış %1.5 normal keçi seru-
munda sulandırılmış 2µg/ml eNOS) primer antikor
ile muamele edildi. Negatif kontrol kesitlerine
primer antikor yerine fosfat tamponu uygulandı.
Kesitler daha sonra fosfat tamponuyla yıkandıktan
sonra oda ısısında nemli ortamda 30 dak. boyunca
biotinli tavşana karşı keçi IgG sekonder antikoru ile
inkube edildi. Fosfat tamponu ile yıkanan dokular

strepavidin-horseradish-peroksidaz ile 30 dak mua-
mele edildikten sonra  Aminoetil Karbazol (AEC)
(kırmızı) substrat kit ile 5 dak. boyandı. Son olarak
hematoksilen ile zıt boyama yapılan dokular dsitile
su ile yıkandıktan sonra kapatma solüsyonuyla ka-
patıldı.

İmmunohistokimyasal boyama yoğunluğu iki
histolog tarafından bağımsız olarak değerlendirildi.
eNOS boyanma derecesi boyanma yoksa (-), az
boyanma (+), orta boyanma (++) ve güçlü boyanma
(+++) olacak şekilde skorlandı (17).

BULGULAR

Günlük alkol tüketimi 13.4 ± 2.19 g/kg olarak belir-
lendi. Çalışmamızda ışık mikroskobik incelemeler-
de kontrol grubuna ait serebellum dokuları normal
olarak gözlendi (Şekil 1). Deney süresince sadece
alkol alan gruptaki sıçanların serebellum dokuların-
da gangliyoner tabakada purkinje hücrelerinde deje-
nerasyon ve hücre sayılarında azalma gözlendi
(Şekil 2). Bazı alanlarda purkinje hücrelerinin
granüler tabaka ile iç içe geçtiği tespit edildi (Şekil
3). Melatonin ve C vitamini uygulanan gruplarda
purkinje hücrelerindeki dejenerasyon oranının azal-
dığı ayırt edildi (Şekil 4, Şekil5). Kontrol grubu
sıçanlarda eNOS immunoreaktivitesi için yapılan
boyamada moleküler ve granüler tabakalarda (++)
boyanma, purkinje hücrelerinde ise (+++) boyanma
gözlendi (Şekil 6). Alkol alan grupta dejenere olan
purkinje hücrelerinde eNOS immunoreaktivitesi
gözlenmedi (Şekil 7). Melatonin ve C vitamini uy-
gulanan gruplarda ise (+++) boyanma mevcuttu.
Negatif kontrol kesitlerinde pozitif boyanma göz-
lenmedi (Şekil 8).
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Şekil 2. Alkol içeren sıvı diyet alan ikinci grup sıçanlarda serebellum korteksin-
deki purkinje hücrelerindeki dejenerasyon (ok) ve sayıca azalmanın görünümü.
H&E. (Ölçek Çubuğu: 50 µm)

Şekil 1. Sıvı diyet ile beslenen kontrol grubu sıçanlarda serebellum korteksi
ve medulla tabakalarının normal görünümü. H&E. (Ölçek Çubuğu: 50 µm)
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Şekil 3. Alkol içeren sıvı diyet alan ikinci grup sıçanlarda serebellum
korteksindeki granüler ve gangliyoner tabakalardaki düzensizlik
görünümü. H&E.

Şekil 4. Alkol içeren sıvı diyet alan ve intraperitoneal olarak 4mg/kg/gün
melatonin alan sıçanlarda  serebellum korteksindeki normale yakın görü-
nüm. H&E. (Ölçek Çubuğu: 50 µm)
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Şekil 5. Alkol içeren sıvı diyet alan ve intraperitoneal olarak 40mg/kg/
gün C vitamini alan sıçanlarda  serebellum korteksindeki normale yakın
görünüm. Masson’un üçlü boyası. (Ölçek Çubuğu: 50 µm)

Şekil 6. Sıvı diyet ile beslenen kontrol grubu sıçanlarda serebellumda
purkinje hücrelerindeki (+++) eNOS, moleküler ve granüler tabakalarda
(++) eNOS boyanması. İmmunohistokimya. (Ölçek Çubuğu: 20 µm)
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Şekil 7. Alkol içeren sıvı diyet alan ikinci grup sıçanlarda, eNOS
immunoreaktivitesi gözlenmeyen dejenere purkinje hücreleri.
İmmunohistokimya. (Ölçek Çubuğu: 20 µm)

Şekil 8. Negatif kontrol. (Ölçek Çubuğu: 50 µm)
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TARTIŞMA

Kronik alkol tüketiminin insanda değişik beyin
bölgelerinde nörodejeneratif etkileri bulunmakta-
dır. Özellikle hafızadan sorumlu beyin bölümü
olan hipokampus ve ilişkili olduğu bölümlerde
nörodejeneratif etki ile hafıza kayıplarına yol aç-
maktadır (1).  Gebelik sırasında alkol tüketimi do-
ğum öncesi ve sonrası büyüme geriliği, merkezi
sinir sistemi fonksiyon bozukluğu ve tipik fasiyal
dismorfizm ile karakterize fetal alkol sendromuna
yol açmaktadır (18). Alkol gebeler tarafından kul-
lanıldığında nöroterotojen etkilere neden olur. Al-
kolün bu etkilerinin yanı sıra serebellumda da yan
etkileri olduğu yıllardır bilinmektedir. Alkol’ün
serebellumdaki en önemli etki alanı purkinje hücre-
leridir (19).

Kronik alkoll tüketiminin purkinje hücreleri üzeri-
ne toksik etkisi olduğu yapılan çalışmalar ile ortaya
konmuştur (20-22). Serebellar purkinje hücreleri
moleküler tabakadaki sepet ve yıldız hücrelerinden
inhibitör GABA’erjik uyarılarını almaktadır. Alkol
kullanımı yıldız ve sepet hücreleri ile purkinje hüc-
releri arasındaki sinaptik etkileşimi bozmaktadır.
Bu etki alkol intoksikasyonundaki serebellar fonk-
siyon bozulmasından kısmen sorumlu olabilir (20).
Bu elektrofizyolojik etkilerinin yanı sıra uzun süre-
li alkol tüketimi purkinje hücrelerinde dendritik
gerileme, total sinaps sayısında azalma, düz
endoplazmik retikulum ve dendritlerde genişleme
gibi morfolojik bozukluklara neden olmaktadır
(21). Yine gebelik sırasında alkol kullanımı sonucu
purkinje hücre göçünde ve sayısında azalmalar
olmaktadır (22). Bu çalışmada kronik alkol tüketi-
mi sonucu özellikle purkinje hücre sayılarında
azalma ve bazı alanlarda purkinje hücrelerinin or-
ganizasyonunda düzensizlik gözlenmesi yukarıda
verilen literatür (21,22) bilgileri ile uyumludur.

Yapılan çalışmalarda özellikle gelişim döneminde
alkol alınması ile sinir sisteminin değişik bölgele-
rinde nöron kaybı meydana geldiği bildirilmektedir
(23-25). Alkol değişik mekanizmalar ile beyin geli-
şimini etkilemektedir. Son zamanlardaki çalışma-
larda alkolün nörotoksisitesinde oksidatif stres me-
kanizmaları çalışılmıştır (26,27). Serbest radikaller
ya da reaktif oksijen ürünleri oksidatif stres boyun-

ca üretilirler ve sonunda hücre ölümüne giden hüc-
resel makro molekülleri hasara uğratırlar. Alkolün
metabolizması sonucunda esas ürün olarak
asetaldehit oluşmaktadır. Asetaldehit okside oldu-
ğu zaman serbest süperoksit redikallerinin üretimi-
ne neden olmaktadır.  Monte ve Wands (28) yap-
tıkları çalışmada alkole maruz kalmanın serebellar
nöronlarda oksidatif stresi artırdığını göstermişler-
dir. Başka bir çalışmada da neonatal alkol tüketimi
sonucu serebellar malondialdehit ve glutatyon sevi-
yelerinde artış saptanmıştır (29). Shirpoor ve arka-
daşları (30) yaptıkları çalışmada alkolün oluşturdu-
ğu hasarı bir antioksidan olan vitamin E’nin azalttı-
ğını göstermişlerdir. Bu çalışmada da alkolün oluş-
turduğu hasardan korunmak için antioksidan olarak
melatonin ve C vitamini ayrı ayrı uyguladığında,
hem melatonin hem de C vitamini uygulamasının
purkinje hücre sayılarındaki azalmayı engellediği
gözlendi. Edwars ve arkadaşlarının (31) melatonin
uygulamasının purkinje hücre sayısındaki azalmayı
düzeltmediği yönündeki bulguları bu çalışmada
sunulan bulgular ile uyumsuzdur. Bu sonuç bizim
çalışmamız ile çelişmektedir. Ancak, Edwars ve
arkadaşlarının (31) çalışmasında alkol neonatal
dönemde verilmiştir. Dolayısıyla bulgular arasın-
daki farklılığın alkole maruz kalınan dönemin fark-
lı olmasından ve uygulanan melatonin dozundaki
farklılıklardan kaynaklandığı düşünülmüştür.

Merkezi sinir sisteminde üretilen NO’nun pek çok
etkisi bulunmaktadır. Bunlar arasında kan akımının
kontrolü, öğrenme ve hafıza, nörotransmiter
salınımı ve gen ekspresyonu sayılabilir. Merkezi
sinir sistemi hücreleri üç NOS izoformunu da eks-
prese etmektedir (32). Nöronlar özelliklede
serebellumda nNOS eksprese ederler (33).  Yapılan
çalışmalarda serebellumdaki değişik hücrelerin her
üç NOS izoformunu da eksprese ettiği gösterilmiş-
tir (34,35). Bu çalışmada kontrol grubu sıçanlarda
serebellumdaki tüm tabakalarda eNOS ekspresyo-
nu izlendi. Özellikle purkinje hücrelerinde yoğun
boyanma mevcuttu. Bu çalışma alkolün
serebellumda oluşturduğu hasarda, eNOS’un rolü-
nün olup olmadığı ile ilgili yapılan ilk çalışmadır.
Alkol uygulanan sıçanların serebellum dokularında
özellikle dejenere olan purkinje hücrelerinde eNOS
boyanmasında azalma veya kaybolma izlendi. An-
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tioksidan olarak melatonin ve C vitamini verilen
gruplarında ise serebellumda eNOS
immunoreaktivitesi (+++) olarak belirlendi.

Sonuç olarak kronik alkol tüketiminin
serebellumda yapısal hasara yol açtığı, eNOS’un
bu hasara aracılık edebileceği ve antioksidan özel-
likleri olan melatonin ve C vitamininin eNOS üze-
rinden bu hasara karşı koruyucu yönde etkili olabi-
leceği düşünüldü.
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