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Turba humik asitleri (PHA'lar), siiksinat ve NAD'ye bag li enerji Uretim sureglerinin aktivitelerini normallestirmek
ve fare serebral ve hepatik mitokondride oksidatif fosforilasyonun bag lanti si ni n kesilmesini 6 nlemek igin
hiperkapni ile deneysel normobarik hipoksi alti nda bulundu. PHA'lari n antihipoksik aktivitesi, fare beynindeki

referans antihipoksan dihidrokuersetin ile karsi lasti i labilirdi ve karacig erde bunu asti .
Serebral ve hepatik mitokondride oksidatif fosforilasyonun PHA'lar1  tarafi ndan gézlenen normallesmesi,
muhtemelen hipoksik kosullar alti nda hucre ve organellerin serbest radikal hasari ni dnleyen koruyucu

O zellikleriyle iliskiliydi.

Anahtar Kelimeler: turba himik asitleri, hipoksi, antihipoksik aktivite, oksidatif fosforilasyon.

Literature gore hipoksik aktivite, lipid peroksidasyonunun
yog unlagsmasi ve bunun sonucunda hicre serbest radikal hasari
sonucu mito kondride (MC) oksidatif fosforilasyonun kesilmesi ile
iliskilidir [1].

Turba himik asitleri (PHA'lar), belirgin antioksidan [2 - 5] ve selatlama

O zellikleri [6 - 9] sergiler ve hipoksik kosullar alti nda MC

membranlari na zarar veren Ca2+ dahil metal iyonlari ile kompleksler
olusturma yeteneg ine sahiptir [10 - 13].

Bu nedenle, PHA'lar1 n serebral ve hepatik MC'de oksidatif
fosforilasyon Uzerindeki etkisi, hipoksik kosullar alti nda incelendi ve
PHA'lar1 n antihipoksik aktivitesinin olasi mekanizmalari ni bulmak
icin dihidroquercetin (DHQ) [14] ile karsi lasti 1 Idi . DHQ, akut
beyin iskemisi [15] ve miyokard enfarktlst [16] si rasi nda serebro-
koruyucu ve hemo-reolojik 6 zellikler sergiledi.

DENEYSEL Ki MYASAL BA.UM

Humik asitler (HA'lar), Tomsk Oblast'taki Klyukvennoe yatag 1 ni n
ova odunsu-gimenli turbasi ndan NaOH solisyonu (0.1 N)ile1 si tma
olmaksi zi n ekstrakte edildi ve ekstrakttan HCl soltisyonu (%10) ile
¢Okeltildi, su ile durulandi .

! Sibirya Devlet Ti p Universitesi, Tomsk, 634050 Rusya.
Tomsk Ulusal Arasti rma Politeknik Universitesi, Tomsk, 634050 Rusya.

H20, turnusol i¢in ndtr olana kadar saflasti ri Idi ve oda
si cakll g1 ndakurutuldu. Cali s1 lan PHA'lar, preslenmis KBr

peletleri (1:100 orani si rasi yla) 500 - 4000 cm-1 arali § 1 nda.
Ters titrasyonlar (toplam fenolik ve karboksilik gruplar i¢in barit

yo ntemiyle ve toplam karboksilik gruplar i¢in Ca-asetat yo ntemiyle
belirlenen asidik fonksiyonel gruplari n igerikleri [18]; fonksiyonel
gruplart ntoplam igerikleri arasi ndaki farktan bulunan fenolik
hidroksillerin icerig i ve karboksilik gruplari nigerig i), element analizi
(Model 1106 CHN-analyzer, Carle Erba Strumentazione, It aly Uzerinde
yanma ile belirlenir; oksijen igerig i, farka gére), UV spektroskopisi
(Uvikon 943 spektrofotometre, I talya, 190 - 700 nm in HA'lar1 n sulu
solisyonlari ni (%0,001) kullanan 1 cm kuvars kivetler, boyut

di slama kromatografisi (Supelco Progel-TSK GMPXL kolonu lzerinde
HPLC, 300 7,8 mm, Japonya; sorbent 13 m, 11.000 teorik plaka; mobil
faz H20, 1 mL/dak; Agilent 1100 kromatografi, Aimanya, vakumlu gaz

giderici, dort kanalli gradyan pompasi ve sltun termo statli ).
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Elde edilen PHA'lar, kokusuz koyu kahverengi bir kristal tozdu.
PHA'lari n IR spektrumu, 3500 - 3300, 3250 - 3200, 2920, 2860,
1460 - 1440, 700 - 900, 2600 - 2500, 1725 - 1700, 1625 - 1610,
1510 - 1500, 125 - 125 1225 ve 1050 - 1150 cm-1. Karboksilik
gruplart nicerig i 2.86 mg eq/qg idi; fenolik hidroksiller, 3.22 mg
eqg/g. PHA'lar1 n UV absorpsiyon spektrumu, ki sa dalga boyu
tarafi nda keskin bir sekilde artan ve 245 2 nm ve 294 2 nm'de iki
absorpsiyon maksimumuna sahip olan 220 - 800 nm arali § 1 nda
surekli absorpsiyon ile dizgiin bir eg riydi. 465 nm'de (E465)
sonme katsayr lari 0,020 + 0,002 idi; 650 nm'de (E650), 0,0041
0,0004. Renklilik katsayl si (E465/E650) 4,88 + 0,05 idi. PHA'lar1 n
temel bilesimi (% kutle) C 47.0, H 5.5, N 3.8 ve O 43.5 idi. PHA'lari n
molekulerag 1 rh k(MW)dag 1 I mi karakteristik bir spektruma
sahipti. PHA'lar MW 1.000 - 1.200 kDa idi.

DENEYSEL Bi YOLOJi K BA.UM

Deneylerde, her biri altt  hayvandan olusan dért ¢ali sma
grubuna ayri lan 24 olgun laboratuvar erkek faresi (18 - 22 g) [19]
kullanr Idi . Birinci grup, modellemeden 6 nce 100 mg/kg sulu
¢Ozelti (%3 kutle) dozunda 5 giin boyunca glinde bir kez hipoksi
PHA'lari ip alan fareleri icermistir. I kinci grup, serebro-koruyucu
ve hemo-reolojik ¢ zelliklere sahip bir polifenol (flavonoid) [14] olan
referans antioksidan ilag DHQ'yu (Lavitol, ZAO Ametis,
Blagoveshchensk, TU 9325-001- 70692152-07, 12 Nisan 2007) aldi .
akut beyin iskemisi [15] ve miyokard enfarktist [16] icin. DHQ, 100
mg/kg'll k bir dozda bir EtOH ¢ 6 zeltisi (%10) olarak 5 giin boyunca
glinde bir kez 6 nceden ip olarak enjekte edildi. Son PHA ve DHQ
enjeksiyonlari , hipoksiyi indiiklemeden 2 saat dnce yapi Idi .

Uc tincli grup, hipoksiden énce esit hacimlerde dami ti Imi s

H20 alan kontrollerden olusuyordu . D6 rdiincii grup, tedavi
edilmemis kontrol farelerini ic ermistir.

Hiperkapnili normobarik hipoksi [20], farelerin agonal solunum
ve jeneralize konvulsiyonlari n baglangi c1 ndan énce 20 -
22°C'de hermetik bir odaya (0,2 L) yerlestirilmesiyle modellendi ve
gorsel olarak belirlendi (tedavi edilmeyen hayvanlar i¢in ortalama
16,5 + 1,5 dakika idi) ve hareket, nefes alma ve konviilsiyonlari n
bozulmus koordinasyonu ile iligskilendirildi). Hayvanlar, hipoksiye
16.5 dakika maruz kaldi ktan sonra hemen servikal dislokasyonla
éldarulda.

MC'nin fonksiyonel durumu, H20'da ¢ 6 zinmus oksijeni
d8l¢mekicin sensorlu bir Ekspert-001-401 analiz cihazi nda
(Ekoniks-Eks pert, Moskova) polarografi kullani larak beyin ve
karacig er homojenatlari ni n solunum aktivitesinden

deg erlendirildi [21]. ADP'nin fosforilasyon dé ngustinden 6 nce,
si rasi ndave sonrasi nda MC oksijen talebinin orani ,

1 10-4 M konsantrasyon (V4p, V3, ve V4o) ve
fosforilasyon suresi hesaplandi . Substratlar flavin bag 1 mli

suksinat (110-3 M) ve NAD bag 1 mli malat ve glutamat ( her biri
310-3 M) idi. stksinat de
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NAD'a bag I substratlari n (NAD-DS) endojen siksinik asit
tarafi ndan oksidasyonu si rasi nda MC enerji tGretiminin

katki si ni bulmak icin hidrojenaz (SDH) inhibitd rii malonat (2 -
10-3 M) ve aminotransferaz inhibito ri aminooksiasetat (5 - 10-4
M) kullani Idi . (ESA). Solunum stimilasyonu (RS = V3 /V4p),

solunum kontroll (RC = V3 /V4o0) ve oksidatif fosforilasyon
bag lanti si (ADP/O) katsay! lari hesaplandi .

Farkli It klari nistatistiksel 6 nemi, %5 anlamli I k dizeyinde
(p < 0.05) Wilcoxon-Mann-Whitney kriteri kullani larak tahmin
edildi.

SONUC LAR VE TARTISMA

Deneysel kosullari mi z alti ndaki hipoksi, endojen
substratlari n oksidasyonu si rasi nda farelerde serebral ve
hepatik MC tarafi ndan oksijen absorpsiyon orani ni artti rdi
ve oksidatif fosforilasyonun etkinlig ini azaltti (dtsuk RS, RC ve
ADP/O) (Sekil 1a). Benzer bir eg ilim, serebral ve hepatik MC
tarafi ndan eksojen substratlari n, yani siksinat ve NAD-DS'nin
kullani mi s rasi nda da gozlemlendi. NAD-DS'nin onlar
tarafi ndan oksidasyonu si rasi nda organel solunumunun
metabolik kontroli azalmi sti r. Fosforilasyona (V3 ) ki yasla
kontrolll substrat oksidasyonunun (V4p ve V40) 6 nemli 6l lide

artan oranlari  ve oksidatif fosforilasyon etkinlig inin, yani ADP/O
katsayr st ni nénemli 6l¢Ude azalmasi bunun gostergesiydi.

Bu deg isiklik grubu, hipoksi etkisi alti ndaki farelerde serebral ve
hepatik MC'deki oksidatif fosforilasyonun bag lanti si ni n
kesildig ini gosterebilir.

I nhibitér analizi, miyokardiyumdaki NAD-DS'nin SDH bloker
malonata ve aminotransferazlari n aminooksiasetata oksidasyonu
si rasi nda serebral MC solunumunun duyarli It g1 ni n,
secilen hipoksi modelii¢in azaldi g1 ni gosterdi (Sekil 1b ). Bu,
ESA olusumu ve oksidasyonunun gelisen inhibisyonunu
yansi tmaktadi r[22, 23]. Fare serebral MC'nin aksine, NAD-DS
oksidasyonu si rasi ndaki hepatik MC, inhibitd r malonattaki
SDH'ye artan duyarli It k ile karakterize edildi. Bu, ESA'ni n esas
olarak onlar tarafi ndan oksitlendig ini g6 sterdi. Bu sonuclar,
serebral huicrelere ki yasla hepatik hicrelerin oksijen eksiklig ine
duyarli I g1 ni nazalmasi nailiskin literatirle iyi bir uyum
icindedir [24].

PHA alan fare grubunda 16.5 dakika boyunca hipoksiye maruz
kaldi ktan sonra agonal solunum ve jeneralize konvdlsiyon
belirtileri gé rilmedi. HA'lar, tim metabolik durumlarda serebral
ve hepatik MC tarafi ndan endojen substratlari n (V4p, V3, V4o0)
kullani moranlari ni azaltmayayardi mc olurken, oksidatif
fosforilasyonun bag lanti si ni artti ri rken (artan ADP/O
katsay! si ) (Sekil 1b ve 1e). Hipoksik hayvanlari n serebral ve
hepatik MC'lerinde PHA'lar1 n etkisiyle tim substrat tiplerinin
oksidasyon etkinlig i (tum metabolik durumlarda azalan MC
solunum oranlari ) ve oksidatif fosforilasyon (artan katsay! lar RS
ve RC). Metabolik solunum kontrolti sag landi . NAD-DS'nin hepatik
MC tarafi ndan oksidasyonu si rasi nda PHA'lari n RS ve RC
katsayr lari niartti rmasi dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 1. Turba himik asitleri ve dihidroquercetin'in, hiperkapnili normobarik hipoksi ile fare serebral (a, b, ¢) ve hepatik (d, e, f) mito kondrinin
oksidatif fosforilasyonu Uzerindeki etkileri. Not: a) Apsis boyunca gruplar: kontrol (1), hipoksi (2 ), hipoksi + HC (3 ), hipoksi + DHQ (4). Beyaz
¢ubuklar, endojen substratlari n oksidasyonuile cali s1 lan gdstergelerin deg eri; koyu ¢ubuklar, stksinat; taranmi s ¢ubuklar, malat-glutamat
kart si mlarn ;siyah ¢ubuklar, malat, glutamat ve malonat; dikey ¢izgili ¢ubuklar, malat, glutamat ve aminooksiasetat. b )

Ordinat boyunca, karolar sag ¢lgekteki deg erleri go sterir (RS, RC, ADP/O); ¢ubuklar, sol skaladaki deg erler (ng-atom 02/dk mg protein). c)
PHA'lari n DHQ ve kontrolden yalni zca istatistiksel olarak anlamli  (p <0.05) farkli I klari  verilmistir.

ve ayri ca kontrolll oksidasyon V4o ve V4p oranlari ni n dnemli

Olgude azalti Imasi nayardi mc  oldu . Bu, organel solunum
aktivite arali g1 ni genisletti (V3 - V4 ). PHA'lar1  alan
hayvanlari n MC'sindeki ADP/O katsay! lari , tedavi edilmemis
hayvanlari nayni parametresine ki yasla tim substrat tiplerinin
oksidasyonu si rasi nda normallesti (Sekil 1b ve 1e). Bu, hipoksi
si rasi nda oksidatif fosforilasyonun bag lanti si ni n
kesilmesine dair isaretlerin, PHA'lar1 n etkisiyle kayboldug unu
gosterdi.

NAD'ye bag Il oksidasyonun inhibitdr analizi, 6 nceden
PHA'lar ile tedavi edilmis farelerin serebral MC'sinde ESA

olusumunun ve oksidasyonun artti g 1 ni gdstermistir (Sekil 1b).

[25]. &iinde bu, PHA'lar1 n bu kosullar alti ndaki koruyucu
etkisini yansi t1 yordu. Farelerin hepatik MC'sindeki HA'lar,
yiksek diizeyde ESA oksidasyonu ve olusumu ve direncli bir enerji
Gretim durumu surdurdd.

PHA'lar1 n aksine, 6 nceden DHQ ile tedavi edilen fare
grubundaki hayvanlari n %16,7'sinde 16,5 dakikali k hipoksiden
sonra konvdlsiyonlar gézlendi. DHQ, ekzojen substratlari n fare
ce rebral MC'si tarafi ndan oksidasyon si rasi nda ADP/O
katsayl si ni nartmasi nayardi mc oldu. DHQ, ekzojen
substratlari n (suksinat veya malat ve glutamat kari s1 mi ) fare
serebral MC'si tarafi ndan oksidasyon si rasi nda MC fosforile
edici solunum orani ni nartmasi ni ve ko
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ilag tarafi ndan korunmayan hipoksik hayvanlarda diismeye
karsi azalti Imi s verimli RS, RC ve ADP/O (Sekil 1, ac). Bu, DHQ
alan hayvanlari n serebral MC'lerinde oksidatif fosforilasyonun
etkinlig ininarttt g1 ni gdsterdi.

Malonat kullani larak NAD'ye bag I solunumun inhibitor
analizi, hipoksik hayvanlari n (V4p ve V4o0) serebral MC
tarafi ndan kontrollG solunum oranlari ni nazaldi g ni ,
buna karsi I k ADP/O katsayr si ni narttt g1 ni buldu
(Sekil 1, a-c). I nhibitdr aminooksiasetat kullani mi1 hepatik
MC'nin tim metabolik durumlardaki solunum aktivitesinin
azaldi g1 ni ,bunakarsi nRSveRCkatsayr lari ni n
deg ismedig ini gosterdi (Sekil 1, d-f). Bu nedenle DHQ, bu
patolojiye en duyarli olan MC'de hipoksi si rasi nda

substratlari n NAD'ye bag It oksidasyon dé ngusinin bozulmasi ni 6n|ﬁg>i”[2|§]].’ 113-116 (1992)

Hipoksik hayvanlari n hepatik MC'sindeki oksidatif
fosforilasyon etkinlig i, endojen substratlari n onlar tarafi ndan

oksidasyonu si rasi nda DHQ'nun etkisiyle artmi st r. Stksinat

oksidasyonu si rasi nda DHQ, ADP fosforilasyon d6é nglisiinden
dnce, si rasi ndave sonrasi nda hepatik MC solunum

hi zlari ndakiarti slari  ve oksidatif fosforilasyonun

bag lanti si ni n kesilmesini (RS, RC ve ADP/O arti slari )

O nledi. Tim metabolik durumlardaki solunum hi zlari , DHQ
verilen hipoksik farelerin hepatik MC tarafi ndan malat ve
glutamatkari 1 mi ni noksidasyonu si rasi nda azald
Artan RS, RC ve ADP/O katsay! lari da oksidatif fosforilasyon
bag lanti si ni narttt §1 ni veorganelyapi lart ni n
korundug@ unu 6 ne surdud [27]. DHQ alan farelerin hepatik MC'si
tarafi ndan NAD'ye bag Il  solunumun inhibitdr analizi,
organellerin aminooksiasetata duyarli i g 1 ni nénemli
Olcude artti g1 ni ortaya koydu (Sekil 1e ). Bu, hipoksi

si rasi nda htcrede hi zli  ATP olusum mekanizmalari ni n,
yani ESA Uretiminin, ilaci n etkisi altt nda devam ettig ini

g0 stermistir [25, 27].

Ayri ca, DHQ tarafi ndan korunan fare grubunda endojen
ve NAD-DS kullani mi si rasi nda hepatik MC solunum
oranlari , PHA'lar tarafi ndan korunan hipoksik hayvanlarda
g6zlemlenenden daha yuksekti (Sekil 1). Bu, secilen hipoksi
modeli i¢in karacig erde nispeten daha disuk DHQ antihipoksik
aktiviteye isaret edebilir.

Boylece PHA'lar, hiperkapni modelli normobarik hipoksi i¢in

fare beyninde ve karacig erinde siiksinat ve NAD'ye bag i enerji

Uretim sUreclerinin aktivitelerini normallestirdi. Oksidatif
fosforilasyonun kesilmesini engellediler. PHA'lar1 n antihipoksik
aktivitesi, beyindeki referans DHQ'nunkiyle karsi lasti ri labilir
ve karacig erde onu asti

PHA'lar1 n etkisiyle g6zlenen serebral ve hepatik MC'de oksidatif

fosforilasyonun normallesmesi, muhtemelen hipoksik kosullar

altt nda hicre ve organellerin serbest radikal hasari ni dnleyen

koruyucu 6 zellikleriyle iliskiliydi.
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