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MELATONIN VE C VITAMINININ KRONIK ALKOLIK SICANLARIN
SEREBELLUM DOKUSUNDAKI HASAR VE eNOS iIMMUNREAKTIVITESI
UZERINE ETKILERI*

Effects of Melatonin and Vitamin C on Damage and Expression of Endothelial
NOS in Cerebellum of Chronic Alcoholic Rats

Mehmet Fatih SONMEZ?, Derya AKKUS?

Ozet : Bu calismada etanoliin serebellumda olusturdugu
hasar ve eNOS ekspresyonu (zerine melatonin ve C
vitamininin koruyucu etkilerinin belirlenmesi
amaclandi.

Calismada 24 adet 200-250 gr agirhginda Wistar cinsi
ergin erkek sican kullanildi. Sicanlar rasgele olarak
dort gruba ayrildi. Birinci grup kontrol (n: 6); ikinci
grup deney slresince (28 giin) alkol iceren sivi diyet
alan (n: 6); Gcunct grup deney boyunca alkol igeren sivi
diyet ile birlikte 40mg/kg/gtin intraperitoneal C vitamini
alan (n: 6); dordunct grup deney siresince alkol iceren
sivi diyet ile birlikte 4mg/kg/giin intraperitoneal
melatonin (n: 6) alan siganlardan olusturuldu.

Deney siresince sadece alkol alan gruptaki sicanlarin
serebellum dokularinda gangliyoner tabakada purkinje
hiicrelerinde dejenerasyon ve hiicre sayilarinda azalma
gozlendi. Melatonin ve C vitamini uygulanan gruplarda
purkinje hiicrelerindeki dejenerasyon oraninin azaldigi
ayirt edildi. Kontrol grubu sicanlarda, endotelyal nitrik
oksit sentaz immunoreaktivitesi igin yapilan boyamada
molekiler ve graniler tabakalarda (++) boyanma,
purkinje hiicrelerinde ise (+++) boyanma go6zlendi.
Alkol alan grupta dejenere olan purkinje hicrelerinde
endotelyal  nitrik oksit sentaz immunoreaktivitesi
gozlenmedi. Melatonin ve C vitamini uygulanan
gruplarda ise (+++) boyanma mevcuttu.

Sonu¢ olarak kronik alkol tiketimi serebellum
dokusunda hasara yol agmakta. Bu hasar melatonin ve
C vitamini ile kismen diizelmektedir.

Anahtar kelimeler: Kronik alkol tuketimi, 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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Cesitli icecekler icinde tiketilen etanol Diinya Sag-
lik Orgiitii tarafindan hem fizyolojik hem de psiko-
lojik bagimhlik yapan maddeler arasinda sayilmak-
tadir. Alkol igecek olarak tiiketildigi zaman hemen
hemen tim organlari etkilemesine ragmen, merkezi
sinir sistemi Uzerine etkileri ¢ok ciddidir. Merkezi
sinir sistemindeki baslangic etkileri disinhibisyon,
ofori ve uyku halidir. Doz arttik¢a inkoordinasyon,
konflizyon, koma ve 6lime neden olabilmektedir
(2). Yapilan galismalarda alkol tiiketiminin beyinde
noron Olimund  tetikledigi  gosterilmistir  (2).
Serebellum alkole en ¢ok duyarl olan beyin alanla-
rindan biridir. Serebellar kortekste bulunan Purkinje
noronlar alkoliin serebellumdaki baslica etki alani-
dir. Kronik alkol tiiketiminin purkinje hticrelerinde-
ki dentrit uzantilarini azalttigi bilinmektedir. Elekt-
ron mikroskobik calismalarda purkinje
dentritlerinde dejeneratif cisimciklerde artis tespit
edilmistir. Son calismalarda alkolle iliskili motor
bozulmanin serebellar grantler tabakadaki tonik
inhibisyondaki artistan kaynaklandigi bildirimistir

Q).

Nitrik Oksit (NO) nérotransmisyon, immun diizen-
lenme, renal ve vaskiler hemostazis, hicre
adhezyonu, proliferasyonu ve apoptozis gibi gok
degisik fonksiyonlara katilan bir haberci molekdil-
dir (4). NO L-argininden NO sentaz (NOS) aktivi-
tesiyle olusturulmaktadir. NOS’un endotelyal NOS
(eNOS), ndronal NOS (nNOS) ve indiklenebilir
NOS (iNOS) olmak Uzere U¢ izoformu bulunmakta-
dir.

Pineal bezden salgilanan bir hormon olan melatoni-
nin, endokrin ritmin diizenlenmesi, antigonadal etki,
degisik immun fonksiyonlarin néroendokrin diizen-
lenmesi gibi aktivitelerinin yaninda, antioksidan
oOzellige de sahip oldugu bildirilmistir (5-8) Yapilan
calismalar sonunda melatoninin yiksek sekilde re-
aktif olan OH radikalini detoksifiye etmede cok
etkili oldugu kanitlanmistir (9, 10). C vitamini
(askorbik asit) suda ¢oziinen 6énemli vitaminlerden-
dir (11). Fizyolojik fonksiyonunu biyuk 06lclde
oksido-rediiksiyon yoluyla gosterir (12). C vitamini
serbest oksijen radikallerinin etkisini 6nemli derece-
de azaltan ve diyet yoluyla alinan bir antioksidandir
(13, 14).
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Bu calismada alkoliin serebellum dokusundaki
muhtemel oksidatif hasar yapici etkisi Uzerine anti-
oksidan olarak melatonin ve C vitamininin etkileri
ve bu slreg icinde eNOS’un bir roluniin olup olma-
digini arastiriimasi amagclandi.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde yapildi.
Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari Etik kuru-
lundan onay alindi. Calismada 24 adet 200-250 gr
agirhginda Wistar cinsi ergin erkek sigan kullanil-
di. Siganlar 28 gunliik deney siiresince 21 °C oda
Isisinda ve 12 saat aydinlik (7:00-19:00) ve 12 saat
karanlik (19:00-7:00) do6ngusinin uygulandig
ortamda celik kafeslerde beslendi. Sicanlar her bir
grupta alti sican olacak sekilde rasgele olarak dort
gruba ayrildi. Birinci grup (kontrol) alkolslz sivi
diyet ile beslenen sicanlar; ikinci grup deney sure-
since alkol iceren sivi diyet alan; dcuncl grup de-
ney boyunca alkol iceren sivi diyet ile birlikte gin-
[0k 40mg/kg intraperitoneal C (Redokson, Bayer)
vitamini uygulanan; dérdincti grup deney siresin-
ce alkol iceren sivi diyet ile birlikte glinlik 4mg/kg
intraperitoneal melatonin (Merck, kat. no:814537)
uygulanan sicanlardan olusturuldu.

Kronik alkol tuketimi icin deneklerin her biri ayri
kafese yerlestirildi. Modifiye sivi diyet literatiirde
belirtildigi gibi hazirlandi (15). Calismanin baslan-
gicinda bitiin deneklere alismalari i¢in bir hafta
boyunca alkol icermeyen sivi diyet verildi. Bir haf-
ta sonunda deney gruplarina ¢ gin %2.4 alkol
iceren sivi diyet verildi. Daha sonra izleyen glnler-
de alkol konsantrasyonu énce dért giin boyunca %
4.8, sonraki 21 gun boyunca ise %7.2 olacak sekil-
de ayarlandi. Kontrol grubu alkol icermeyen
izokalorik sivi diyet ile beslendi. Sivi diyet giinluk
olarak taze hazirlandi ve her giin ayni saatte
(10:00) deneklere verildi. Sicanlarin vicut agirhik-
lar1 her gun 6lculdil ve aldiklarr alkol miktari giin-
[0k olarak kaydedildi. Denekler akollii veya alkol-
stiz sivi diyet disinda baska bir madde ile beslen-
medi.

Saglik Bilimleri Dergisi (Journal of Health Sciences) 18(2) 62-71, 2009 63



Melatonin ve C vitamininin kronik alkolik siganlarin serebellum dokusundaki hasar ve eNOS immunreaktivitesi .....

Deneyin sonunda siganlar intraperitoneal ketamin
(100mg/kg) anestezisi altinda dekapite edildi.
Dekapitasyondan sonra serebellum dokulari hizlica
cikarildi. Klasik yontemlere gore dokular %10’luk
nétral formalin icinde 24 saat fikse edildi (16). Tes-
pit edilen dokular musluk suyunda yikandiktan son-
ra dereceli akol serilerinden gecirilerek dehidrate
edildi. Ksilol ile seffaflastirilan dokular parafine
gomuldu. Parafin bloklardan alinan 5-6 mm kalinli-
ginda kesitler Hematoksilen-Eozin ve Masson’un
Ucli boyasi ile boyandi ve Olympus BX-51
fotomikroskopla incelenerek fotograflar elde edildi.

eNOS ekspresyonu streptavidin-biotin peroksidaz
yontemiyle (17) tavsan poliklonal antikoru kullani-
larak serebellum dokularinda immunohistokimyasal
olarak saptandi. Parafin kesitler dncelikle ksilol ile
deparafinize edildi. Deparafinize edilen kesitler
dereceli alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edil-
dikten sonra 20 dak. antijen geri kazanimi i¢in 2N
HCI ile muamele edildi. Metanol icinde %3’lik
H,0O,ile 10 dak. boyunca endojen peroksidaz aktivi-
tes inhibe edildi. Daha sonra 3X5 dak. fosfat tam-
ponuyla yikanan dokular oda isisinda nemli ortam-
da 20 dak. fosfat tamponu icinde hazirlanmis %
1.5’lik normal keci serumu ile inkube edildi. Kesit-
ler daha sonra 4 °C de bir gece boyunca eNOS
(sc.654 Santa Cruz Biotechnology, USA) (fosfat
tamponunda hazirlanmis %21.5 normal Kkegi seru-
munda sulandiriimis 2pg/ml eNOS) primer antikor
ile muamele edildi. Negatif kontrol kesitlerine
primer antikor yerine fosfat tamponu uygulandi.
Kesitler daha sonra fosfat tamponuyla yikandiktan
sonra oda 1sisinda nemli ortamda 30 dak. boyunca
biotinli tavsana karsi keci 1gG sekonder antikoru ile
inkube edildi. Fosfat tamponu ile yikanan dokular

strepavidin-horseradish-peroksidaz ile 30 dak mua-
mele edildikten sonra Aminoetil Karbazol (AEC)
(kirmizi) substrat kit ile 5 dak. boyandi. Son olarak
hematoksilen ile zit boyama yapilan dokular dsitile
su ile yikandiktan sonra kapatma sollisyonuyla ka-
patildi.

immunohistokimyasal boyama  yogunlugu iki
histolog tarafindan bagimsiz olarak degerlendirildi.
eNOS boyanma dereces boyanma yoksa (-), az
boyanma (+), orta boyanma (++) ve gticlt boyanma
(+++) olacak sekilde skorlandi (17).

BULGULAR

Gunluk alkol tiketimi 13.4 + 2.19 g/kg olarak belir-
lendi. Calismamizda 151k mikroskobik incelemeler-
de kontrol grubuna ait serebellum dokulari normal
olarak gozlendi (Sekil 1). Deney siresince sadece
alkol alan gruptaki sicanlarin serebellum dokularin-
da gangliyoner tabakada purkinje hiicrel erinde deje-
nerasyon ve hicre sayilarinda azalma gozlendi
(Sekil 2). Bazi alanlarda purkinje hicrelerinin
graniler tabaka ile i¢ ice gegtigi tespit edildi (Sekil
3). Melatonin ve C vitamini uygulanan gruplarda
purkinje hicrelerindeki dejenerasyon oraninin azal-
digr ayirt edildi (Sekil 4, Sekil5). Kontrol grubu
sicanlarda eNOS immunoreaktivitesi igin yapilan
boyamada molekiler ve graniler tabakalarda (++)
boyanma, purkinje hiicrelerinde ise (+++) boyanma
gozlendi (Sekil 6). Alkol alan grupta dejenere olan
purkinje hicrelerinde eNOS immunoreaktivitesi
gozlenmedi (Sekil 7). Melatonin ve C vitamini uy-
gulanan gruplarda ise (+++) boyanma mevcuttu.
Negatif kontrol kesitlerinde pozitif boyanma goéz-
lenmedi (Sekil 8).
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Sekil 1. Sivi diyet ile beslenen kontrol grubu siganlarda serebellum korteksi
ve medulla tabakalarinin normal gériinimi. H&E. (Olgek Cubugu: 50 pm)

S0 uin

Sekil 2. Alkol iceren sivi diyet alan ikinci grup si¢anlarda serebellum korteksin-
deki purkinje hucrelerindeki dejenerasyon (ok) ve sayica azalmanin gériniimd.
H&E. (Olgek Cubugu: 50 um)
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Sekil 3. Alkol iceren sivi diyet alan ikinci grup si¢anlarda serebellum
korteksindeki graniler ve gangliyoner tabakalardaki dizensizlik
gorinimu. H&E.

Sekil 4. Alkol iceren sivi diyet alan ve intraperitoneal olarak 4mg/kg/giin
melatonin alan sicanlarda serebellum korteksindeki normale yakin gori-
niim. H&E. (Olgek Cubugu: 50 pum)
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Sekil 5. Alkol iceren sivi diyet alan ve intraperitoneal olarak 40mg/kg/
gin C vitamini alan sicanlarda serebellum korteksindeki normale yakin
goriniim. Masson’un Uc¢lu boyasi. (Olgek Cubugu: 50 pm)

S6nmez MF, Akkus D

Sekil 6. Sivi diyet ile beslenen kontrol grubu sicanlarda serebellumda
purkinje hiicrelerindeki (+++) eNOS, molekiler ve grantler tabakalarda
(++) eNOS boyanmasi. Immunohistokimya. (Olgek Cubugu: 20 pm)
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Sekil 7. Alkol iceren sivi diyet alan ikinci grup siganlarda, eNOS
immunoreaktivites  gozlenmeyen  dejenere  purkinje  hUcreleri.
immunohistokimya. (Olgek Cubugu: 20 um)
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Sekil 8. Negatif kontrol. (Olgek Cubugu: 50 pm)
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TARTISMA

Kronik alkol tiketiminin insanda degisik beyin
bolgelerinde ndrodejeneratif etkileri bulunmakta-
dir. Ozellikle hafizadan sorumlu beyin bélimii
olan hipokampus ve iliskili oldugu bdélimlerde
norodejeneratif etki ile hafiza kayiplarina yol ac-
maktadir (1). Gebelik sirasinda alkol tiketimi do-
gum oncesi ve sonrasi blyume geriligi, merkezi
sinir sistemi fonksiyon bozuklugu ve tipik fasiyal
dismorfizm ile karakterize fetal akol sendromuna
yol agcmaktadir (18). Alkol gebeler tarafindan kul-
lanildiginda néroterotojen etkilere neden olur. Al-
kollin bu etkilerinin yani sira serebellumda da yan
etkileri oldugu yillardir bilinmektedir. Alkol’in
serebellumdaki en 6nemli etki alani purkinje hiicre-
leridir (19).

Kronik alkoll tiketiminin purkinje hiicreleri tzeri-
ne toksik etkisi oldugu yapilan calismalar ile ortaya
konmustur (20-22). Serebellar purkinje htcreleri
molekiler tabakadaki sepet ve yildiz hiicrelerinden
inhibitér GABA’erjik uyarilarini almaktadir. Alkol
kullanimi yildiz ve sepet hiicreleri ile purkinje hc-
releri arasindaki sinaptik etkilesimi bozmaktadir.
Bu etki akoal intoksikasyonundaki serebellar fonk-
siyon bozulmasindan kismen sorumlu olabilir (20).
Bu elektrofizyolojik etkilerinin yani sira uzun siire-
li akol tiketimi purkinje hicrelerinde dendritik
gerileme, total sinaps sayisinda azalma, duiz
endoplazmik retikulum ve dendritlerde genisleme
gibi morfolojik bozukluklara neden olmaktadir
(21). Yine gebelik sirasinda alkol kullanimi sonucu
purkinje hiicre goglinde ve sayisinda azalmalar
olmaktadir (22). Bu calismada kronik alkol tlketi-
mi sonucu 6zellikle purkinje hiicre sayilarinda
azalma ve bazi alanlarda purkinje hiicrelerinin or-
ganizasyonunda dizensizlik gézlenmesi yukarida
verilen literattr (21,22) bilgileri ile uyumludur.

Yapilan ¢alismalarda 6zellikle gelisim déneminde
alkol alinmasi ile sinir sisteminin degisik bolgele-
rinde ndron kaybi meydana geldigi bildirilmektedir
(23-25). Alkol degisik mekanizmalar ile beyin geli-
simini etkilemektedir. Son zamanlardaki calisma-
larda alkoltiin norotoksisitesinde oksidatif stres me-
kanizmalari calisiimistir (26,27). Serbest radikaller
yadareaktif oksijen UrUnleri oksidatif stres boyun-
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ca uretilirler ve sonunda hiicre 6limiine giden hiic-
resel makro molekiilleri hasara ugratirlar. Alkoliin
metabolizmasi  sonucunda esas Urlin olarak
asetaldehit olusmaktadir. Asetaldehit okside oldu-
gu zaman serbest sliperoksit redikallerinin dretimi-
ne neden olmaktadir. Monte ve Wands (28) yap-
tiklari calismada alkole maruz kalmanin serebellar
noronlarda oksidatif stresi artirdigini gostermisler-
dir. Baska bir calismada da neonatal alkol tiketimi
sonucu serebellar malondialdehit ve glutatyon sevi-
yelerinde artis saptanmistir (29). Shirpoor ve arka-
daslari (30) yaptiklari calismada alkoliin olusturdu-
gu hasari bir antioksidan olan vitamin E’nin azaltti-
gini gostermislerdir. Bu ¢alismada da alkoliin olus-
turdugu hasardan korunmak igin antioksidan olarak
melatonin ve C vitamini ayri ayri uyguladiginda,
hem melatonin hem de C vitamini uygulamasinin
purkinje hiicre sayilarindaki azalmayi engelledigi
gozlendi. Edwars ve arkadaslarinin (31) melatonin
uygulamasinin purkinje hiicre sayisindaki azalmayi
diizeltmedigi yoniindeki bulgulari bu calismada
sunulan bulgular ile uyumsuzdur. Bu sonug bizim
calismamiz ile celismektedir. Ancak, Edwars ve
arkadaslarinin (31) calismasinda alkol neonatal
donemde verilmistir. Dolayisiyla bulgular arasin-
daki farkliligin alkole maruz kalinan dénemin fark-
I olmasindan ve uygulanan melatonin dozundaki
farkhihklardan kaynaklandigi dustntlmistar.

Merkezi sinir sisteminde Uretilen NO’nun pek ¢ok
etkisi bulunmaktadir. Bunlar arasinda kan akiminin
kontroli, ©grenme ve hafiza, noérotransmiter
salinimi ve gen ekspresyonu sayilabilir. Merkezi
sinir sistemi hticreleri ti¢ NOS izoformunu da eks-
prese etmektedir (32). Noronlar 6zelliklede
serebellumda nNOS eksprese ederler (33). Yapilan
calismalarda serebellumdaki degisik hucrelerin her
lic NOS izoformunu da eksprese ettigi gosterilmis-
tir (34,35). Bu calismada kontrol grubu sicanlarda
serebellumdaki tiim tabakalarda eNOS ekspresyo-
nu izlendi. Ozellikle purkinje hiicrelerinde yogun
boyanma  mevcuttu. Bu c¢ahisma  alkolun
serebellumda olusturdugu hasarda, eNOS’un roli-
niin olup olmadigi ile ilgili yapilan ilk calismadir.
Alkol uygulanan siganlarin serebellum dokularinda
Ozellikle dejenere olan purkinje hiicrelerinde eNOS
boyanmasinda azalma veya kaybolma izlendi. An-
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tioksidan olarak melatonin ve C vitamini verilen

gruplarinda ise serebellumda eNOS
immunoreaktivitesi (+++) olarak belirlendi.
Sonu¢  olarak  kronik  akol  tiketiminin

serebellumda yapisal hasara yol actigi, eNOS’un
bu hasara aracilik edebilecegi ve antioksidan 6zel-
likleri olan melatonin ve C vitamininin eNOS Uze-
rinden bu hasara karsi koruyucu ydnde etkili olabi-
lecegi distnldi.
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