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Giriþ

Nikotin piridin ve pirolidin halkasýndan oluþan ve
tütün bitkisinin yapraklarýndan izole edilen alkaloid
bir bileþiktir (1). Sigara dumanýnýn major toksik
bileþeni olup, periferik ve santral sinir sisteminde
reaktif oksijen türlerinin üretimini uyararak oksidatif
stresin oluþumuna yol açtýðý kabul edilmektedir (2-
4). Nikotinin mitokondrial solunum zincirini kýrarak
süperoksit anyonunu ve hidrojen peroksit oluþumunu
arttýrdýðý rapor edilmiþtir (1). Ek olarak nikotinin
sitokrom P450� nin monooksijenazlarýnca yön
lendirilen metabolizmasý oksijene ihtiyaç duyar.
Yüksek doz nikotin ve enantiomerlerin hücre içi

metabolizmasý esnasýnda sitokrom P450 enzimlerinin
aktivitesi artarak serbest radikal oluþumuna neden
olabilir (5).
Ýlginç olarak  oksidan etkilerinin tersine Parkinson
ve Alzheimer hastalýðýnda nikotinin saðladýðý yararýn
antioksidan mekanizmalar üzerinden olabileceði
düþünülmüþtür. Sigaradaki nikotinin Parkinson
hastalýðýna karþý koruyucu bir etkisi vardýr (6,7).
Ratlarda yapýlan çok sayýda çalýþmada nikotin
uygulamasýnýn öðrenme ve bellek proçesleri üzerine
yararlý etkilerine iþaret edilmiþtir. Genç ve yaþlý
ratlarda nikotin tedavisinin kognitif fonksiyonlarý
düzelttiði görülmüþtür (1,8).
Nikotinin iki yönlü olarak oksidatif stresi uyarýcý
veya engelleyici etkilerinin olmasý ve tedavi amacýyla
nörodejeneratif hastalýklarda kullanýlmasý bu

Özet

Sigara içimi modern ülkelerde önlenebilir ölüm nedenlerinden biridir. Nikotin sigara dumanýnýn major
toksik bileþeni olup, sigara içenlerde kardiyovasküler hastalýklar ve akciðer kanserinin geliþiminde önemli
bir rol oynar. Bu çalýþmada genç ve yaþlý subkronik nikotin uygulamasýnýn genç ve yaþlý ratlarda antioksidan
enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyonu üzerine olan etkilerini araþtýrmayý planladýk. Bu amaçla genç
nikotin, genç kontrol, yaþlý nikotin, yaþlý kontrol grubu olmak üzere 4 grup oluþturduk. Her grup 10 erkek
Sprague Dawley rattan oluþuyordu. Nikotin ratlara 0.45 mg/kg olacak þekilde, günde iki kez 18 gün boyunca
cilt altýna enjekte edildi. Kontrol grubuna da eþ zamanlý olarak serum fizyolojik enjeksiyonu yapýldý. Deney
sonunda kan örnekleri alýnarak antioksidan enzim aktiviteleri ve malondialdehit düzeyleri ölçüldü. Subkronik
nikotin uygulamasýnýn antioksidan enzim aktivitelerinde ve malondialdehit düzeylerinde önemli bir
deðiþikliðe yol açmadýðý görüldü.

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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Süperoksid Dismutaz (SOD) aktivitesi Woolliams
ve arkadaþlarýnýn metoduna göre ölçüldü (11).
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi Paglia ve
Valentina�nýn yöntemine göre ölçüldü (12). SOD ve
GSH-Px aktiviteleri U/g Hb cinsinden ifade edildi.
Hidrojen peroksidin katalaz (CAT) tarafýndan
parçalanmasý temeline dayalý UV spektrofotometrik
yöntem ile katalaz aktiviteleri tayin edildi (13). CAT
aktivitesi k/g Hb olarak verildi.

Ýstatistiksel Analiz

Ýstatistiksel deðerlendirmeler � SPSS 11.0 for
Windows� paket  programý  kul laný larak
gerçekleþtirildi. Genel olarak gruplar arasýnda anlamlý
bir fark olup olmadýðýný belirlemek için Kruskal-
Wallis varyans analiz testi kullanýldý.

Sonuçlar

Tablo 1 de tüm gruplara ait ortalama ± SEM deðerleri
gösterilmiþtir.
Gruplar arasýnda yapýlan karþýlaþtýrmalarda eritrosit
SOD, GSH-Px ve CAT enzim aktiviteleri ve MDA
düzeyleri açýsýndan anlamlý bir fark bulunamamýþtýr
(p>0.05)

Tartýþma

Reaktif oksijen türlerinin neden olduðu ve
organizmada patolojik olaylarý tetikleyen oksidan
strese katkýda bulunan önemli bir faktörün sigara
içimi olduðu vurgulanmaktadýr. Sigara dumaný birçok
oksidan ve prooksidan madde içerir, bu maddeler
aracýlýðýyla in vivo oksidatif stresi arttýrabilir (14).
Nikotinin de sigara dumanýnýn major toksik bileþeni
olup reaktif oksijen türlerinin oluþumuna yol açarak
oksidatif strese yol açtýðý bildirilmiþtir (3).
Husain ve arkadaþlarý yaptýklarý çalýþmada kronik
nikotin uygulamasýnýn karaciðerde SOD aktivitesinde
artýþa, böbrek ve testiste ise bu enzimin aktivitesinde
azalmaya yol açtýðýný göstermiþlerdir (15).
Karaciðerdeki SOD aktivitesindeki artýþ, nikotin
metabolizmasýnýn sonucunda oluþan reaktif oksijen
metabolitlerinin artýþýna baðlý olabilir. Katalazýn
hepatik aktivitesinde azalma, böbrek, akciðer ve testis
dokularýnda ise katalaz aktivitesinde artýþ  saptanmýþtýr.
Bu azalmadan enzim proteininin oksidatif
inaktivasyonu sorumlu tutulmuþtur (15). MDA
düzeylerinde ise karaciðerde önemli bir yükselme
görülmüþtür. GSH-Px aktivitesi doku düzeyinde
önemli bir deðiþikliðe neden olmamýþtýr.  Nikotin
karaciðerde metaboliti olan kotinine dönüþmekte ve
serbest radikallerin üretimine yol açarak dokulardaki
oksidatif hasarý baþlatmaktadýr (15).

çalýþmanýn çýkýþ noktasý olmuþtur. Bu çalýþma ile
subkronik nikotin tedavisinin genç ve yaþlý ratlarda
lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim düzeylerine
olan etkisini araþtýrmayý amaçladýk.

Gereç ve Yöntem

Deney Gruplarý

Bu çalýþmada ortalama aðýrlýklarý 250�300 gr olan
Spraque Dawley cinsi toplam 40 adet erkek rat
kullanýldý. Ratlar 3�6 aylýk ve 12�24 aylýk, genç ve
yaþlý grup oluþturmak üzere iki grup halindeydi.
Ratlar standart ýþýk (12 saat gün ýþýðý / 12 saat karanlýk)
ve ýsý (25 ° C) da yem ile suyun kýsýtlanmadýðý
koþullarda beslendiler. Ratlar genç kontrol grubu
(n=10), genç nikotin grubu (n=10), yaþlý kontrol
grubu (n=10) ve yaþlý nikotin grubu (n=10) olmak
üzere toplam 4 gruba ayrýlarak özel olarak hazýrlanmýþ
kafeslerde beþerli gruplar halinde tutuldular. Deney
süresince ratlarda nikotine baðlý herhangi bir yan etki
görülmedi. Deney esnasýnda genç nikotin grubundan
4 tane, genç kontrol grubundan 2 tane, yaþlý nikotin
grubundan 2 tane ve yaþlý kontrol grubundan 1 tane
rat öldü.

Nikotin enjeksiyonu

Ratlara uygulanacak yeteri kadar (-)-nikotin hidrojen
tartarat tuzu (Sigma, Almanya) her gün tartýlýp, serum
fizyolojik içinde çözülüp, fosfat tamponu kullanýlarak
pH�ý 7.4 e ayarlandý. Nikotin  ratlara 0.45 mg/kg
olacak þekilde, günde iki kez (08:30 ve 17:30), 18
gün boyunca cilt altýna enjekte edildi. Kontrol grubuna
da eþ zamanlý olarak serum fizyolojik enjeksiyonu
yapýldý.
Son enjeksiyondan 15 saat sonra eter anestezisi altýnda
ratlar dekapite edildi. Laporotomi ile renal venden
EDTA� lý tüplere 1.5-2 cc miktarýnda kan örneði
alýndý. Kan örneklerinden hemolizat hazýrlandý.
Heparinli  tüpe  alýnmýþ  kandan  0.5 ml, 3000
devir/dk�da  10  dk. santrifüj  edildi ve  plazmasý
aspire  edildi. Eritrositler  3 ml %0.9 NaCl ile  3000
devir/dk /10 dk santrifüj  edilerek  3  defa  yýkandý.
Yýkanmýþ  eritrositler  2 mL  soðuk  distile  suyla
hemoliz  edildi. Hemoglobin konsantrasyonu
siyanomethemoglobin metoduyla hemolizattan tayin
edildi (9).
Lipid peroksidasyon ürünlerinden olan malondialdehid
 (MDA) ölçümü için Draper ve Hadley�in çift ýsýtma
yöntemi kullanýldý. (10). Metodun prensibi MDA-
TBA (Tiobarbitürik asit) kompleksinin 532 nm de
verdikleri absorbansýn ölçülmesi esasýna dayanýr.
Sonuçlar nmol/g Hb olarak verildi.
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Birçok çalýþmada rat serum ve dokularýnda nikotinin
lipid peroksidasyon ürünlerinde artýþa neden olduðu
gösterilmiþtir (16-18). Bu durumun SOD ve CAT
gibi antioksidan enzim aktivitelerindeki azalma ile
iliþkili olabileceði  gösterilmiþtir. Bu enzimlerin
aktivitelerindeki azalma süperoksit ve peroksit
radikallerinin birikimine neden olarak hidroksil
radikalinin üretimi sonucunda lipid peroksidasyonu
baþlatmaktadýr (17).
Bizim çalýþmamýzda subkronik nikotininin antioksidan
enzim aktivitelerinde ve MDA düzeylerinde önemli
bir deðiþime yol açmadýðý bulunmuþtur.   Bu sonucum
nikotinin uygulama dozu ve süresi ile iliþkili
olabileceði düþünülmüþtür.
Newhouse ve arkadaþlarýnýn yaptýklarý bir çalýþmada
elde ettikleri sonuçlarla þöyle bir hipotez kurmuþlardýr;
düþük konsantrasyonda nikotin serbest radikal
oluþumunu engelleyerek  veya zincir kýrýcý etkiyle
lipid peroksidasyonunu engelleyerek antioksidan gibi
davranmaktadýr (19).  Dolayýsýyla nikotinin oksidan,
antioksidan veya bu açýdan hiçbir etkisinin olmadýðýný
gösteren çeþitli çalýþmalar vardýr (6).
Nikotinin oksidatif stres ve nöral koruma üzerine
olan etkileri  uygulanan doz ve mekanizma açýsýndan
farklýlýk göstermektedir. Genel olarak yüksek doz
nikotin nörotoksisite ve oksidatif stresi stimüle eder.
 Ancak düþük konsantrasyonda nikotin antioksidan
özellik göstermekte ve nöral koruyucu etki açýsýndan
çok önemli bir rol oynamaktadýr (1). Düþük
konsantrasyonda nikotinin oksidatif stresi engellemesi,
lipid peroksidasyonunu uyaran hidrojen peroksitin
nikotin tarafýndan inhibisyonuyla açýklanmýþtýr (20-
22).  Ancak insan hücre kültürlerinde ve sigara
içiminin saðladýðý nikotin konsantrasyonuyla daha
detaylý çalýþmalar yapýlmalýdýr. Cevap nikotin
konsantrasyonuna ve dokuya özgü olabilir. Bizim
çalýþmamýzýn sonuçlarý uyguladýðýmýz nikotin
dozunun oksidatif hasara yol açmadýðýný göstermiþtir.
Nikotinin oksidatif stres, apoptosis ve hücre
proliferasyonu gibi belirli alanlardaki tartýþmalý
etkilerini açýklamaya yönelik araþtýrmalar devam
etmektedir. Nikotinin uyardýðý oksidatif stresin
genellikle yüksek konsantrasyonlarda gerçekleþtiði,

düþük konsantrasyonlarda ise oksidatif stresi inhibe
ettiði yönündedir. Farklý deneysel yöntemlerle
nikotinin biyolojik etkilerini açýklamaya yönelik daha
ileri düzeyde çalýþmalara ihtiyaç vardýr.
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