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Subkronik nikotin uygulamasmnin, ratlarda
lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitelerine etkisi
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Ozet

Sigara icimi modern tiilkelerde onlenebilir 6liim nedenlerinden biridir. Nikotin sigara dumaninin major
toksik bileseni olup, sigara igenlerde kardiyovaskiiler hastaliklar ve akciger kanserinin gelisiminde 6nemli
bir rol oynar. Bu calismada geng ve yasli subkronik nikotin uygulamasinin geng ve yash ratlarda antioksidan
enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyonu {izerine olan etkilerini arastirmay1 planladik. Bu amagcla geng
nikotin, geng kontrol, yasl nikotin, yash kontrol grubu olmak tizere 4 grup olusturduk. Her grup 10 erkek
Sprague Dawley rattan olusuyordu. Nikotin ratlara 0.45 mg/kg olacak sekilde, giinde iki kez 18 giin boyunca
cilt altina enjekte edildi. Kontrol grubuna da es zamanl: olarak serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Deney
sonunda kan ¢rnekleri almarak antioksidan enzim aktiviteleri ve malondialdehit diizeyleri 6lctildii. Subkronik
nikotin uygulamasinin antioksidan enzim aktivitelerinde ve malondialdehit diizeylerinde 6nemli bir
degisiklige yol agmadig1 goriildii.

Anahtar kelimeler: Nikotin, antioksidan enzimler, malondialdehid, oksidatif stres

Abstract

The effects of subchronic nicotine administration on level of the lipid peroxidation and antioxidant enzymes
activities in rats.

Smoking is one of the causes of death which can be prevented in modern countries. Nicotine, a major toxic
component of cigarette smoke, plays an important role in the development of cardiovascular disease and
lung cancer in smokers. In this study we have undertaken to examine the effects of subchronic nicotine
administration on the antioxidant enzyme activities and malondialdehyde levels in young and old rats. For
this purpose we arranged 4 groups as; young nicotine, aged nicotine, young control and aged control. Each
group includes 10 male Sprague dawley rats. Rats were injected subcutaneously with 0.45 mg/kg daily
nicotine for 18 days. Control groups were injected normal saline at same time. At the end of experiment,
malondialdehyde and antioxidant enzyme activities were assayed in erythrocyte samples. It was observed
that subchronic nicotine administration was not lead to a significant change.
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Girig metabolizmasi esnasinda sitokrom P450 enzimlerinin
aktivitesi artarak serbest radikal olusumuna neden
olabilir (5).

Ilging olarak oksidan etkilerinin tersine Parkinson
ve Alzheimer hastaliginda nikotinin sagladig1 yararin
antioksidan mekanizmalar iizerinden olabilecegi
distiniilmistiir. Sigaradaki nikotinin Parkinson
hastaligina kars1 koruyucu bir etkisi vardir (6,7).
Ratlarda yapilan ¢ok sayida calismada nikotin
uygulamasinin 6grenme ve bellek progesleri iizerine

Nikotin piridin ve pirolidin halkasindan olusan ve
tiitlin bitkisinin yapraklarindan izole edilen alkaloid
bir bilesiktir (1). Sigara dumaninin major toksik
bileseni olup, periferik ve santral sinir sisteminde
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini uyararak oksidatif
stresin olusumuna yol actig1 kabul edilmektedir (2-
4). Nikotinin mitokondrial solunum zincirini kirarak
stiperoksit anyonunu ve hidrojen peroksit olusumunu
arttirdigi rapor edilmistir (1). Ek olarak nikotinin

sitokrom P450’ nin monooksijenazlarinca yon
lendirilen metabolizmas1 oksijene ihtiya¢ duyar.
Yiiksek doz nikotin ve enantiomerlerin hiicre igi
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yararl etkilerine isaret edilmistir. Geng ve yash
ratlarda nikotin tedavisinin kognitif fonksiyonlar
diizelttigi gortiilmustiir (1,8).

Nikotinin iki yonlii olarak oksidatif stresi uyarici
veya engelleyici etkilerinin olmasi ve tedavi amaciyla
norodejeneratif hastaliklarda kullanilmasi bu
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calismanin ¢ikis noktasi olmustur. Bu caligsma ile
subkronik nikotin tedavisinin geng ve yasli ratlarda
lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim diizeylerine
olan etkisini arastirmay1 amagladik.

Gereg ve Yontem
Deney Gruplari

Bu ¢alismada ortalama agirliklar1 250-300 gr olan
Spraque Dawley cinsi toplam 40 adet erkek rat
kullanildi. Ratlar 3—6 aylik ve 12-24 aylik, geng ve
yasli grup olusturmak iizere iki grup halindeydi.
Ratlar standart 151k (12 saat giin 15181/ 12 saat karanlik)
ve 181 (25 ° C) da yem ile suyun kisitlanmadigi
kosullarda beslendiler. Ratlar geng¢ kontrol grubu
(n=10), geng nikotin grubu (n=10), yasl kontrol
grubu (n=10) ve yasl nikotin grubu (n=10) olmak
iizere toplam 4 gruba ayrilarak 6zel olarak hazirlanmig
kafeslerde beserli gruplar halinde tutuldular. Deney
siiresince ratlarda nikotine bagli herhangi bir yan etki
goriilmedi. Deney esnasinda geng nikotin grubundan
4 tane, geng kontrol grubundan 2 tane, yasli nikotin
grubundan 2 tane ve yasli kontrol grubundan 1 tane
rat 6ldii.

Nikotin enjeksiyonu

Ratlara uygulanacak yeteri kadar (-)-nikotin hidrojen
tartarat tuzu (Sigma, Almanya) her giin tartilip, serum
fizyolojik i¢inde ¢dziiliip, fosfat tamponu kullanilarak
pH’1 7.4 e ayarlandi. Nikotin ratlara 0.45 mg/kg
olacak sekilde, giinde iki kez (08:30 ve 17:30), 18
glin boyunca cilt altina enjekte edildi. Kontrol grubuna
da es zamanli olarak serum fizyolojik enjeksiyonu
yapild.

Son enjeksiyondan 15 saat sonra eter anestezisi altinda
ratlar dekapite edildi. Laporotomi ile renal venden
EDTA’ hi tiiplere 1.5-2 cc miktarinda kan 6rnegi
alindi. Kan Orneklerinden hemolizat hazirlandi.
Heparinli tiipe alinmis kandan 0.5 ml, 3000
devir/dk’da 10 dk. santrifiij edildi ve plazmasi
aspire edildi. Eritrositler 3 ml %0.9 NaCl ile 3000
devir/dk /10 dk santrifiij edilerek 3 defa yikandi.
Yikanmig eritrositler 2 mL soguk distile suyla
hemoliz edildi. Hemoglobin konsantrasyonu
siyanomethemoglobin metoduyla hemolizattan tayin
edildi (9).

Lipid peroksidasyon {iriinlerinden olan malondialdehid
(MDA) 6l¢timii i¢in Draper ve Hadley’in ¢ift 1sitma
yontemi kullanildi. (10). Metodun prensibi MDA-
TBA (Tiobarbitiirik asit) kompleksinin 532 nm de
verdikleri absorbansin 6l¢iilmesi esasina dayanir.
Sonuglar nmol/g Hb olarak verildi.

Stiperoksid Dismutaz (SOD) aktivitesi Woolliams
ve arkadaslarinin metoduna gdre dlgiildi (11).
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi Paglia ve
Valentina’nin yontemine gore 6l¢iildii (12). SOD ve
GSH-Px aktiviteleri U/g Hb cinsinden ifade edildi.
Hidrojen peroksidin katalaz (CAT) tarafindan
pargalanmasi temeline dayali UV spektrofotometrik
yontem ile katalaz aktiviteleri tayin edildi (13). CAT
aktivitesi k/g Hb olarak verildi.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler “ SPSS 11.0 for
Windows” paket programi kullanilarak
gerceklestirildi. Genel olarak gruplar arasinda anlamli
bir fark olup olmadigini belirlemek i¢in Kruskal-
Wallis varyans analiz testi kullanildi.

Sonuglar

Tablo 1 de tiim gruplara ait ortalama = SEM degerleri
gosterilmisgtir.

Gruplar arasinda yapilan kargilastirmalarda eritrosit
SOD, GSH-Px ve CAT enzim aktiviteleri ve MDA
diizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunamamistir
(p>0.05)

Tartigma

Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu ve
organizmada patolojik olaylari tetikleyen oksidan
strese katkida bulunan 6nemli bir faktoriin sigara
icimi oldugu vurgulanmaktadir. Sigara dumani birgok
oksidan ve prooksidan madde icerir, bu maddeler
araciligiyla in vivo oksidatif stresi arttirabilir (14).
Nikotinin de sigara dumaninin major toksik bileseni
olup reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol agarak
oksidatif strese yol actigi bildirilmistir (3).
Husain ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢calismada kronik
nikotin uygulamasinin karacigerde SOD aktivitesinde
artisa, bobrek ve testiste ise bu enzimin aktivitesinde
azalmaya yol actigini gostermislerdir (15).
Karacigerdeki SOD aktivitesindeki artis, nikotin
metabolizmasinin sonucunda olusan reaktif oksijen
metabolitlerinin artisina bagh olabilir. Katalazin
hepatik aktivitesinde azalma, bobrek, akciger ve testis
dokularinda ise katalaz aktivitesinde artis saptanmustir.
Bu azalmadan enzim proteininin oksidatif
inaktivasyonu sorumlu tutulmustur (15). MDA
diizeylerinde ise karacigerde dnemli bir yiikselme
goriilmiistiir. GSH-Px aktivitesi doku diizeyinde
onemli bir degisiklige neden olmamistir. Nikotin
karacigerde metaboliti olan kotinine doniismekte ve
serbest radikallerin iiretimine yol agarak dokulardaki
oksidatif hasar1 baslatmaktadir (15).
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Tablo 1. Tiim gruplarda eritrosit SOD, CAT, GSH-Px ve MDA diizeylerinin ortalamalar1 ve SEM degerleri

Gruplar SOD (U/gHb)  GSH-Px (U/gHb) CAT (k/g Hb) MDA (nmol/g Hb)
GN (n=6)  2738.70 + 149.47 463.17+52.43  183.41+9.49 508.92 + 15.74
GK (n=8)  2254.95+81.86 397.26+32.05  22678+27.84  541.35+45.74
YN (n=8)  2336.37+239.67 488.66+56.64  218.60+31.66  583.31+67.08
YK (n=9)  2502.01+278.30 458.33+44.71  206.02+21.01  519.23 +38.26

GN: Geng nikotin, GK: Geng kontrol, YN: Yasli nikotin, YK: Yasli kontrol

Birgok calismada rat serum ve dokularinda nikotinin
lipid peroksidasyon tiriinlerinde artisa neden oldugu
gosterilmistir (16-18). Bu durumun SOD ve CAT
gibi antioksidan enzim aktivitelerindeki azalma ile
iliskili olabilecegi gosterilmistir. Bu enzimlerin
aktivitelerindeki azalma siiperoksit ve peroksit
radikallerinin birikimine neden olarak hidroksil
radikalinin tiretimi sonucunda lipid peroksidasyonu
baslatmaktadir (17).

Bizim ¢alismamizda subkronik nikotininin antioksidan
enzim aktivitelerinde ve MDA diizeylerinde dnemli
bir degisime yol agmadig1 bulunmustur. Bu sonucum
nikotinin uygulama dozu ve siiresi ile iliskili
olabilecegi diistiniilmiistiir.

Newhouse ve arkadaglarmin yaptiklari bir ¢alismada
elde ettikleri sonuglarla s6yle bir hipotez kurmuslardir;
diisiik konsantrasyonda nikotin serbest radikal
olusumunu engelleyerek veya zincir kirici etkiyle
lipid peroksidasyonunu engelleyerek antioksidan gibi
davranmaktadir (19). Dolayistyla nikotinin oksidan,
antioksidan veya bu agidan higbir etkisinin olmadigini
gosteren gesitli calismalar vardir (6).

Nikotinin oksidatif stres ve ndral koruma iizerine
olan etkileri uygulanan doz ve mekanizma agisindan
farklilik gostermektedir. Genel olarak yiiksek doz
nikotin norotoksisite ve oksidatif stresi stimiile eder.
Ancak diisiik konsantrasyonda nikotin antioksidan
ozellik gostermekte ve noral koruyucu etki agisindan
¢ok onemli bir rol oynamaktadir (1). Diisiik
konsantrasyonda nikotinin oksidatif stresi engellemesi,
lipid peroksidasyonunu uyaran hidrojen peroksitin
nikotin tarafindan inhibisyonuyla agiklanmistir (20-
22). Ancak insan hiicre kiiltiirlerinde ve sigara
igiminin sagladigi nikotin konsantrasyonuyla daha
detayli calismalar yapilmalidir. Cevap nikotin
konsantrasyonuna ve dokuya 6zgii olabilir. Bizim
calismamizin sonuglar1 uyguladigimiz nikotin
dozunun oksidatif hasara yol agmadigini gostermistir.
Nikotinin oksidatif stres, apoptosis ve hiicre
proliferasyonu gibi belirli alanlardaki tartigsmali
etkilerini agiklamaya yonelik arastirmalar devam
etmektedir. Nikotinin uyardig1 oksidatif stresin
genellikle yiiksek konsantrasyonlarda gergeklestigi,

diisiik konsantrasyonlarda ise oksidatif stresi inhibe
ettigi yoniindedir. Farkli deneysel yontemlerle
nikotinin biyolojik etkilerini agiklamaya yonelik daha
ileri diizeyde caligmalara ihtiyag vardhir.
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