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Effect of Melatonin and Vitamin C on Damage and Expression of 

Endothelial NOS in Testes of Chronic Alcoholic Rats
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Özet: Bu çalışmada alkolün testiste 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 
alan sıçanlardan (n:6) oluşturuldu. Deney süresince 
alkol içeren sıvı diyet alan gruptaki sıçanların testis 
dokularında ödem, damarlarda dilatasyon ve konjesyon 
tespit edildi. Bazı seminifer tübüllerde atrofi, 
spermatogenetik seriye ait hücrelerde lümen içine 
dökülme, dejenerasyon ve seminifer tübül epitelinde 
vakuolizasyon gözlendi. Melatonin ve C vitamini 
uygulanan gruplarda ise nispeten bazı bulgularda 
düzelme gözlenmesine rağmen hasar devam etmekteydi. 
eNOS immunoreaktivitesi yapılan boyamada intertisyel 
Leydig hücrelerinde (++), bazı spermatogenetik seriye 
ait hücrelerde (+) ve tunika albugineada (+) boyanma 
ayırt edildi. Dejenere olan hücrelerde eNOS 
immunureaktivitesinde artış saptandı. Melatonin ve C 
vitamini uygulanan gruplarda boyanmada değişiklik 
saptanmadı. Sonuç olarak kronik alkol tüketiminin 
testiste dokusunda hasara yol açtığı, ancak bu hasarın 
melatonin ve C vitamini verilmesi ile kısmen düzeldiği 
belirlenmiştir.
Anahtar kelimeler: Kronik alkol tüketimi, testis, eNOS, 
melatonin, C vitamini

Summary: The aim of this study was to determine the 
alterations in testes 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 received 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 testicular edema and dilatation 
and congestion of vessels in the ethanol-fed group. In 
some seminiferous tubules we observed atrophy, 
desquamation of seminiferous epithelium into the 
tubular lumen, epithelial degeneration and 
vacuolization. In melatonin and vitamin C treated 
groups, there was a partial recovery but the damage 
remained in a great extent. eNOS immunoreactivity was 
(++) in Leydig cells, (+) in some spermatogenic 
cells and (+) in tunica albuginea. eNOS 
immunoreactivity was increased in degenerated cells. In 
melatonin and vitamin C treated groups, no significant 
change in eNOS immunoreactivity was observed. 
Present results indicated that chronic alcohol 
consumption caused damage to testicles and especially 
melatonin and vitamin C administration produced in 
some degree provided protection against alcohol-
induced damage.
Keywords: Chronic alcohol consumption, testes, eNOS, 
melatonin, vitamin C
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Alkol tüketiminin erkek genital sistem aktiviteleri-
ni olumsuz yönde etkilediği hem insan, hem de 
laboratuar hayvanları ile yapılan çalışmalarla orta-
ya konmuştur. Alkol bir testiküler toksindir ve er-
keklerde düşük sperm miktarı ve bozulmuş sperm 
hareketi ile döllenme anormalliğine neden olmak-
tadır (1). Çok sayıdaki epidemiyolojik çalışmada 
aşırı alkol tüketiminin testosteron üretiminde bo-
zulmaya ve testis atrofisine neden olduğu bildiril-
mektedir (2). Alkol bu etkilerinin bir kısmını 
hipotalamus-hipofiz-gonadal (HPG) aksını etkile-
yerek yapmaktadır (2-3). Alkolün veriliş şekline 
bağlı olarak plazma luteinleştirici hormon (LH) 
seviyesinin değişiklik gösterdiği, akut alkol uygu-
laması sonucu plazma LH seviyesinde hızlı bir 
düşüş gözlenmesine rağmen uzun süreli alkol uy-
gulaması ile plazma LH seviyesinin normal sınırla-
ra geldiği belirtilmektedir (4). Alkolün testis üzeri-
ne direkt olan etkisi metaboliti olan asetaldehite 
dönüşmesi sonucunda olmaktadır. Karaciğer doku-
sunda olduğu gibi testis dokusunda da alkol reaktif 
oksijen ürünlerinin (ROS) oluşumuna neden ol-
maktadır. Bunun sonucunda ise lipid 
peroksidasyonu artar ve protein ve DNA’da 
oksidatif hasar meydana gelir (5).

Nitrik oksit (NO) vazodilatasyon, nörotransmiter 
ve immun cevap gibi değişik biyolojik fonksiyon-
lara katılan oldukça reaktif bir gaz molekülüdür. 
NO sentaz (NOS) argininden NO sentezini sağla-
yan enzimdir. NOS’un endotelyal NOS (eNOS), 
nöronal NOS (nNOS) ve indüklenebilir NOS 
(iNOS) olmak üzere üç izoformu bulunmaktadır. 
NOS izoformları hipotalamus, hipofiz ve gonadal 
organlarda tanımlanmıştır (6-8). NO’nun HPG 
aksının regülasyonunda önemli rol aldığı bilinmek-
tedir (9).

Melatonin pineal bezden salgılanan ve antioksidan 
özellikleri iyi bilinen bir hormondur. Değişik yol-
larla toksik olan oksijen ve nitrojen radikallerini 
yıkar ve antioksidatif enzimleri uyarır (10-11). 
Daha önceki çalışmalarda melatoninin testiste oluş-
turulan iskemi-reperfüzyon hasarını iyileştirdiği 
bildirilmektedir (12-14). C vitamini suda çözünen 

vitaminlerden biridir. Vitamin C çok hızlı elektron 
transferiyle ROS’u temizler ve böylelikle lipit 
peroksidasyonunu inhibe eder ve sitotoksik serbest 
radikalleri ortadan kaldırır (15).

Daha önceki çalışmalarda bildirildiği üzere alkol 
oksidatif bir maddedir ve lipit peroksidasyonunu 
artırmaktadır. Biz bu çalışmada alkolün oksidatif 
hasarı üzerine antioksidan olarak melatonin ve C 
vitamininin etkilerini ve bu süreç içinde eNOS’un 
bir rolünün olup olmadığını araştırmayı amaçladık. 

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/gün intraperitoneal C (Redokson, 
Bayer) vitamini uygulanan; dördüncü grup deney 
süresince alkol içeren sıvı diyet ile birlikte günlük 
4mg/kg/gün intraperitoneal melatonin (Merck, kat. 
no:814537) uygulanan sıçanlardan oluşturuldu.

Kronik alkol tüketimi için deneklerin her biri ayrı 
kafeslere yerleştirildi. Modifiye sıvı diyet literatür-
de belirtildiği gibi hazırlandı (16). Çalışmanın baş-
langıcında 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 
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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.

Deneyin sonunda sıçanlar intraperitoneal ketamin 
(100mg/kg) anestezisi altında dekapite edildi. 
Dekapitasyondan sonra testis dokuları hızlıca çıka-
rıldı. Klasik yöntemlere göre dokular %10’luk 
nötral formalin içinde 24 saat fikse edildi. Tespit 
edilen dokular musluk suyunda yıkandıktan sonra 
dereceli alkol serilerinden geçirilerek dehidrate 
edildi. Ksilol ile şeffaflaştırılan dokular parafine 
gömüldü. Parafin bloklardan alınan 5–6 mm kalın-
lığında kesitler Hematoksilen-Eozin ve Masson’un 
üçlü boyası ile boyandı ve Olympus BX–51 
fotomikroskopla incelenerek fotoğraflar elde edil-
di.

eNOS ekspresyonu streptavidin-biotin peroksidaz 
yöntemiyle (17) tavşan poliklonal antikoru kullanı-
larak testis dokularında immunohistokimyasal ola-
rak saptandı. Parafin kesitler öncelikle ksilol ile 
deparafinize edildi. Deparafinize edilen kesitler 
dereceli alkol serilerinden geçirilerek rehidrate 
edildikten sonra 20 dak. antijen geri kazanımı için 
2N HCl ile muamele edildi. Metanol içinde %3’lük 
H2O2 ile 10 dak. boyunca endojen peroksidaz akti-
vitesi inhibe edildi. Daha sonra 3X5 dak. fosfat 
tamponuyla yıkanan dokular oda ısısında nemli 
ortamda 20 dak. fosfat tamponu içinde hazırlanmış 
%1.5’lik normal keçi serumu ile inkube edildi. 
Kesitler 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 doku-
lar strepavidin-horseradish-peroksidaz ile 30 dak 
muamele 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 solüsyo-
nuyla kapatıldı.

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. Sıçanların vücut ağırlıkları açısından gruplar 
arasında istatistiksel olarak fark bulunmadı. Çalış-
mamızda ışık mikroskobik incelemelerde kontrol 
grubuna ait testis dokuları normal olarak gözlendi 
(Şekil 1). Deney süresince sadece alkol alan grupta-
ki sıçanların testis dokularında ödem, damarlarda 
dilatasyon ve konjesyon tespit edildi (Şekil 2). Bazı 
seminifer tübüllerde atrofi (Şekil 3), 
spermatogenetik seriye ait hücrelerde lümen içine 
dökülme (Şekil 4), dejenerasyon ve seminifer tübül 
epitelinde vakuolizasyon (Şekil 5) gözlendi. Mela-
tonin ve C vitamini uygulanan gruplarda ise nispe-
ten bazı bulgularda düzelme gözlenmesine rağmen 
hasar devam etmekteydi. eNOS immunoreaktivitesi 
yapılan boyamada intertisyel Leydig hücrelerinde 
(++) (Şekil 6), bazı spermatogenetik seriye ait hüc-
relerde (+) ve tunika albugineada (+) boyanma ayırt 
edildi. Alkol alan grupta eNOS immunureaktivitesi 
kontrol grubuna benzerlik göstermekteydi ancak 
dejenere olan hücrelerde boyanmada artış saptandı 
(Şekil 7). Melatonin ve C vitamini uygulanan grup-
larda boyanmada değişiklik saptanmadı. Negatif 
kontrol kesitlerinde primer antikor yerine PBS kul-
lanıldı ve boyanma gözlenmedi (Şekil 8).
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Şekil 1. Sıvı diyet ile beslenen kontrol grubu sıçanlarda testis dokusunda 
seminifer tübül yapıları normal olarak gözlenmekte. H&E. (Ölçek Çubu-
ğu: 50 mm)

Şekil 2. Alkol içeren sıvı diyet alan ikinci grup sıçanların testis dokusun-
da seminifer tübüller arasında ödem ve kan damarlarında dilatasyon ve 
konjesyon ayırt edilmekte. H&E. (Ölçek Çubuğu: 50 mm)
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Şekil 3. Alkol içeren sıvı diyet alan ikinci grup sıçanların testis dokusun-
da normal tübüllerin arasında atrofiye ve dejenere olmuş seminifer 
tübüller (yıldız). Masson’un üçlü boyası. (Ölçek Çubuğu: 50 mm)

Şekil 4. Alkol içeren sıvı diyet alan ikinci grup sıçanların testis dokusun-
da seminifer tübül epitelinde lümene dökülmeler (yıldız). Masson’un 
üçlü boyası. (Ölçek Çubuğu: 50 mm)
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Şekil 5. Alkol içeren sıvı diyet alan ikinci grup sıçanların testis doku-
sunda seminifer tübül epitel hücreleri arasında vakuolizasyon (ok) ve 
tübül epitel düzeninin kaybolduğu (yıldız) ayırt edilmekte. Masson’un 
üçlü boyası. (Ölçek Çubuğu: 50 mm)

Şekil 6. Sıvı diyet ile beslenen kontrol grubu sıçanlarda özellikle 
intertisyel Leydig hücrelerinde (++) eNOS boyanması (ok) ayırt edil-
mekte. İmmunohistokimya. (Ölçek Çubuğu: 10 mm).
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Şekil 7. Alkol içeren sıvı diyet alan ikinci grup sıçanların testis doku-
sunda atrofik ve dejenere olmuş seminifer tübül epitelinde artmış olan 
eNOS boyanması. İmmunohistokimya. (Ölçek Çubuğu: 50 mm)

Şekil 8. Negatif kontrol. (Ölçek Çubuğu: 100 mm)
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TARTIŞMA

Alkol birçok toplulukta yaygın olarak kullanılan 
bir maddedir. Fazla miktarda alkol tüketiminin 
başta karaciğer olmak üzere gastrointestinal sistem, 
sinir sistemi ve kardiyovasküler sistemde hasara 
neden olduğu bilinmektedir (18). Birçok çalışmada 
alkolün erkek genital sistem üzerine toksik etkili 
olduğu gösterilmiştir. Akut ve kronik alkol tüketi-
minin hipotalamusta LHRH ve hipofizde LH sevi-
yesini azalttığı ve aynı zamanda testisten testoste-
ron salgılanmasını baskıladığı bilinmektedir (19). 
Kronik alkol tüketiminin insanlarda ve deney hay-
vanlarında seksüel disfonksiyona neden olduğu ve 
sperm üretimini bozduğu bilinmesine karşın altta 
yatan mekanizma tam olarak açıklığa kavuşturul-
mamıştır. Birkaç muhtemel mekanizma savunul-
maktadır. Bunlardan biri opioidlerdir. Testiküler 
opioidlerden olan beta-endorfin seviyesi akut ve 
kronik alkol tüketimi sonucunda artmaktadır ve bu 
testis hasarı ile ilişkili olabilir. Artan beta-endorfin 
testosteron sentezlenmesini ve salgılanmasını bas-
kılamaktadır (20).

Alkolün testiste oluşturduğu hasarın bir diğer sebe-
bi oksidasyon mekanizmasıdır. Oksidan ve antiok-
sidanlar arasındaki denge bozulduğu zaman 
oksidatif stres oluşmaktadır. Kalp, karaciğer ve 
sinir sisteminde alkolle oluşturulan hasarın artmış 
oksidatif stres ile ilişkili olduğu çok iyi bilinmekte-
dir (21). Emanuele ve arkadaşları (22) yaptıkları 
çalışmada alkolün oksidatif mekanizmayla testiste 
hasar oluşturduğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada 
alkol verilen sıçanların testis dokularında ödem, 
damarlarda dilatasyon ve konjesyon tespit edildi. 
Bazı seminifer tübüllerde atrofi, spermatogenetik 
seriye ait hücrelerde lümen içine dökülme, dejene-
rasyon ve seminifer tübül epitelinde vakuolizasyon 
gözlendi. Martinez ve arkadaşları (23) alkol verilen 
deneklerin testis dokusunda seminifer tübüllerin 
çapında düzensizlik, germinal epitel hücreleri ara-
sında boşluklar, seminifer tübüller arasında 
dilatasyon ve seminifer tübül lümenine ölü hücrele-
rin döküldüğünü tespit etmişlerdir.Yine bu çalış-
mada elektron mikroskobik incelemelerde özellikle 
Sertoli hücreleri ve spermatogoniyumların sitoplaz-

malarında lipit damlacıkları, epitelin bazal ve 
apikal yüzeyleri arasında açılma tespit edilmiş, 
ancak Leydig hücreleri kontrole yakın olarak izlen-
miş. Gavaler ve arkadaşları (24) yaptıkları çalışma-
da etanol uygulanan sıçanların Leydig hücrelerinin 
daha küçük olduğu, daha az sitoplazma, daha bü-
yük mitokondri ve daha az düz endoplazmik 
retikulum içerdiğini gözlemişlerdir. Yapılan bir 
başka çalışmada etanol uygulaması testiste hücre 
proliferasyonunu azaltmakta ve apoptozisi artırarak 
erkek genital sistem aktivitesini baskılamaktadır 
(25). Bamac ve arkadaşları (26) da etanolün testis 
dokusunda apoptozisi indüklediğini göstermişler-
dir.

Serbest radikal üretimi ve lipit peroksidasyonu 
alkolün testiste oluşturduğu hasardan sorumlu olan 
mekanizmalardır. Antioksidanların azalması ve 
testis atrofisi arasında direkt bir korelasyon bulun-
maktadır. Kronik alkol tüketiminde vitamin C, 
selenyum, glutatyon ve vitamin E gibi endojen 
antioksidanların baskılandığı bildirilmektedir (27). 
Melatonin antioksidan özellikleri olan, pineal bez-
den salgılanan bir hormondur (28-30). Melatoninin 
erkek üreme sistemi üzerine olan etkileri değişik 
hayvan deneylerinde incelenmiştir. Melatonin özel-
likle üreme sistemindeki reseptörlerine bağlandığı 
zaman steroid hormon sentezini tetiklemektedir 
(31,32). Melatonin Leydig hücrelerinde testosteron 
üretimini direkt olarak etkilemektedir (33-35). Al-
kol, sıçanlarda ve insanlarda melatonin üretimini 
baskılamaktadır (36). Kurcer ve arkadaşları (37) 
melatonin uygulamasının testiste iskemi-
reperfüzyon ile oluşturulan histopatolojik bozuk-
lukları düzelttiğini gözlemlemişlerdir. Bu çalışma-
da melatonin verilen sıçanların testis dokusunda 
alkol alan gruba göre germinal epiteldeki dökülme-
de ve atrofik seminifer tübüllerde azalma gözlendi. 
Alkol grubunda görülen ödem ve damarlarda 
dilatasyon, melatonin uygulanan sıçanlarda gözlen-
medi. Koruyucu amaçlı uygulanan melatonin kıs-
men düzelme sağladı. Bu bulgular literatürdeki 
bulgular ile uyumludur (33-37). Vitamin C suda 
çözünen antioksidan özellikleri bulunan bir vita-
mindir. Vitamin C uygulamasının kurşun ile testis-
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te oluşturulan oksidatif hasarı ve sonucunda sperm 
motilitesindeki azalmayı düzelttiği bildirilmektedir 
(38). Başka bir çalışmada C vitamini uygulaması-
nın kadmiyum ile oluşturulan hasara karşı koruyu-
cu olduğu bildirilmiştir (39). Bu çalışmada alkol ile 
birlikte koruyucu amaçlı verilen C vitamini bazı 
hasarların oluşumunu engellediği belirlendi. Alkol 
grubunda oluşan ödem ve seminifer tübüllerinde 
hücre dökülmesi C vitamini uygulaması ile azal-
mıştı.

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) ile L-
argininden sentezlenen kısa ömürlü biyolojik bir 
mediyatördür. NOS enzim ailesinin bugüne kadar 
endotelyal NOS (eNOS), nöronal NOS (nNOS) ve 
indüklenebilen NOS (iNOS) olmak üzere üç alt tipi 
tanımlanmıştır. Alkolün testiste oluşturduğu pato-
lojiye aracılık eden mekanizmalardan biri de NO 
dir. NOS hem hipofizin gonodotrop hücrelerinde 
hem de testisin leydig ve sertoli hücrelerinde, da-
mar endotelinde ve immun sistem hücrelerinde 
bulunmaktadır (40,41).  Bizim yaptığımız bu çalış-
mada eNOS immunreaktivitesini Leydig hücreleri 
başta olmak üzere bazı spermatogenetik hücrelerde 
ve damar endotelinde gözlemledik. Alkol uygulan-
ması ile bu hücrelerdeki eNOS boyanmasında bir 
değişiklik olmadı ancak dejenere olan seminifer 
tübüllerde eNOS boyanmasında bir artış tespit edil-
di. Bu artış NO’in alkolün oluşturduğu testis hasa-
rına aracılık edebileceğini düşündürmektedir. Me-
latonin ve C vitamini uygulamasının eNOS 
immunreaktivitesinde önemli bir değişiklik yapma-
dığı tespit edildi. 

Sonuç olarak kronik alkol tüketimi testis dokusun-
da hasara yol açmaktadır. Antioksidan özellikleri 
olan melatonin ve C vitamini bu hasar kısmen azal-
maktadır. eNOS immunohistokimyasal olarak ko-
laylıkla testis dokusunda tanımlanabilmektedir. 
Alkol tüketimi özellikle dejenere olan tübüllerde 
eNOS immunoreaktivitesini artırmaktadır. eNOS 
alkolün oluşturduğu testis hasarına aracılık edebi-
lir. Bu konuda daha detaylı çalışmalar ihtiyaç var-
dır. 
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