
Literatüre  göre  hipoksik  aktivite,  lipid  peroksidasyonunun  
yoğunlaşması  ve  bunun  sonucunda  hücre  serbest  radikal  hasarı  
sonucu  mito  kondride  (MC)  oksidatif  fosforilasyonun  kesilmesi  ile  
ilişkilidir  [1].

Bu  nedenle,  PHA'ların  serebral  ve  hepatik  MC'de  oksidatif  
fosforilasyon  üzerindeki  etkisi,  hipoksik  koşullar  altında  incelendi  ve  
PHA'ların  antihipoksik  aktivitesinin  olası  mekanizmalarını  bulmak  
için  dihidroquercetin  (DHQ)  [14]  ile  karşılaştırıldı.  DHQ,  akut  
beyin  iskemisi  [15]  ve  miyokard  enfarktüsü  [16]  sırasında  serebro-
koruyucu  ve  hemo-reolojik  özellikler  sergiledi.

Hümik  asitler  (HA'lar),  Tomsk  Oblast'taki  Klyukvennoe  yatağının  
ova  odunsu-çimenli  turbasından  NaOH  solüsyonu  (0.1  N)  ile  ısıtma  
olmaksızın  ekstrakte  edildi  ve  ekstrakttan  HCl  solüsyonu  (%10)  ile  
çökeltildi,  su  ile  durulandı.

H20 ,  turnusol  için  nötr  olana  kadar  saflaştırıldı  ve  oda  
sıcaklığında  kurutuldu.  Çalışılan  PHA'lar,  preslenmiş  KBr  
peletleri  (1  :100  oranı  sırasıyla)  500  –  4000  cm–1  aralığında.  
Ters  titrasyonlar  (toplam  fenolik  ve  karboksilik  gruplar  için  barit  
yöntemiyle  ve  toplam  karboksilik  gruplar  için  Ca-asetat  yöntemiyle  
belirlenen  asidik  fonksiyonel  grupların  içerikleri  [18];  fonksiyonel  
grupların  toplam  içerikleri  arasındaki  farktan  bulunan  fenolik  
hidroksillerin  içeriği  ve  karboksilik  grupların  içeriği),  element  analizi  
(Model  1106  CHN-analyzer,  Carle  Erba  Strumentazione,  It  aly  üzerinde  
yanma  ile  belirlenir;  oksijen  içeriği,  farka  göre),  UV  spektroskopisi  
(Uvikon  943  spektrofotometre,  İtalya,  190  –  700  nm  in  HA'ların  sulu  
solüsyonlarını  (%0,001)  kullanan  1  cm  kuvars  küvetler,  boyut  
dışlama  kromatografisi  (Supelco  Progel-TSK  GMPXL  kolonu  üzerinde  
HPLC,  300  7,8  mm,  Japonya;  sorbent  13  m,  11.000  teorik  plaka;  mobil  
faz  H2O ,  1  mL/dak;  Agilent  1100  kromatografi,  Almanya,  vakumlu  gaz  
giderici,  dört  kanallı  gradyan  pompası  ve  sütun  termo  statlı).

Turba  hümik  asitleri  (PHA'lar),  belirgin  antioksidan  [2  –  5]  ve  şelatlama  
özellikleri  [6  –  9]  sergiler  ve  hipoksik  koşullar  altında  MC  
membranlarına  zarar  veren  Ca2+  dahil  metal  iyonları  ile  kompleksler  
oluşturma  yeteneğine  sahiptir  [10  –  13].
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Serebral  ve  hepatik  mitokondride  oksidatif  fosforilasyonun  PHA'ları  tarafından  gözlenen  normalleşmesi,  
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SONUÇLAR  VE  TARTIŞMA

1  10–4  M  konsantrasyon  (V4p,  V3 ,

Elde  edilen  PHA'lar,  kokusuz  koyu  kahverengi  bir  kristal  tozdu.  
PHA'ların  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  
grupların  içeriği  2.86  mg  eq/g  idi;  fenolik  hidroksiller,  3.22  mg  
eq/g.  PHA'ların  UV  absorpsiyon  spektrumu,  kısa  dalga  boyu  
tarafında  keskin  bir  şekilde  artan  ve  245  2  nm  ve  294  2  nm'de  iki  
absorpsiyon  maksimumuna  sahip  olan  220  –  800  nm  aralığında  
sürekli  absorpsiyon  ile  düzgün  bir  eğriydi.  465  nm'de  (E465)  
sönme  katsayıları  0,020  ±  0,002  idi;  650  nm'de  (E650),  0,0041  
0,0004.  Renklilik  katsayısı  (E465/E650)  4,88  ±  0,05  idi.  PHA'ların  

temel  bileşimi  (%  kütle)  C  47.0,  H  5.5,  N  3.8  ve  O  43.5  idi.  PHA'ların  
moleküler  ağırlık  (MW)  dağılımı  karakteristik  bir  spektruma  
sahipti.  PHA'lar  MW  1.000  –  1.200  kDa  idi.

MC'nin  fonksiyonel  durumu,  H20'da  çözünmüş  oksijeni  
ölçmek  için  sensörlü  bir  Ekspert-001-401  analiz  cihazında  
(Ekoniks-Eks  pert,  Moskova)  polarografi  kullanılarak  beyin  ve  
karaciğer  homojenatlarının  solunum  aktivitesinden  
değerlendirildi  [21].  ADP'nin  fosforilasyon  döngüsünden  önce,  
sırasında  ve  sonrasında  MC  oksijen  talebinin  oranı,

Hiperkapnili  normobarik  hipoksi  [20],  farelerin  agonal  solunum  
ve  jeneralize  konvülsiyonların  başlangıcından  önce  20  –  
22°C'de  hermetik  bir  odaya  (0,2  L)  yerleştirilmesiyle  modellendi  ve  
görsel  olarak  belirlendi  (tedavi  edilmeyen  hayvanlar  için  ortalama  
16,5  ±  1,5  dakika  idi)  ve  hareket,  nefes  alma  ve  konvülsiyonların  

bozulmuş  koordinasyonu  ile  ilişkilendirildi).  Hayvanlar,  hipoksiye  
16.5  dakika  maruz  kaldıktan  sonra  hemen  servikal  dislokasyonla  
öldürüldü.

Farklılıkların  istatistiksel  önemi,  %5  anlamlılık  düzeyinde  
(p  <  0.05)  Wilcoxon-Mann-Whitney  kriteri  kullanılarak  tahmin  
edildi.

Üçüncü  grup,  hipoksiden  önce  eşit  hacimlerde  damıtılmış  
H20  alan  kontrollerden  oluşuyordu .  Dördüncü  grup,  tedavi  
edilmemiş  kontrol  farelerini  içermiştir.

NAD'a  bağlı  substratların  (NAD-DS)  endojen  süksinik  asit  
tarafından  oksidasyonu  sırasında  MC  enerji  üretiminin  
katkısını  bulmak  için  hidrojenaz  (SDH)  inhibitörü  malonat  (2  ·  
10–3  M)  ve  aminotransferaz  inhibitörü  aminooksiasetat  (5  ·  10–4  
M)  kullanıldı.  (ESA).  Solunum  stimülasyonu  (RS  =  V3 /V4p),  

solunum  kontrolü  (RC  =  V3 /V4o)  ve  oksidatif  fosforilasyon  
bağlantısı  (ADP/O)  katsayıları  hesaplandı.
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Deneylerde,  her  biri  altı  hayvandan  oluşan  dört  çalışma  
grubuna  ayrılan  24  olgun  laboratuvar  erkek  faresi  (18  –  22  g)  [19]  
kullanıldı.  Birinci  grup,  modellemeden  önce  100  mg/kg  sulu  
çözelti  (%3  kütle)  dozunda  5  gün  boyunca  günde  bir  kez  hipoksi  
PHA'ları  ip  alan  fareleri  içermiştir.  İkinci  grup,  serebro-koruyucu  
ve  hemo-reolojik  özelliklere  sahip  bir  polifenol  (flavonoid)  [14]  olan  
referans  antioksidan  ilaç  DHQ'yu  (Lavitol,  ZAO  Ametis,  
Blagoveshchensk,  TU  9325-001-  70692152-07,  12  Nisan  2007)  aldı.  
akut  beyin  iskemisi  [15]  ve  miyokard  enfarktüsü  [16]  için.  DHQ,  100  
mg/kg'lık  bir  dozda  bir  EtOH  çözeltisi  (%10)  olarak  5  gün  boyunca  
günde  bir  kez  önceden  ip  olarak  enjekte  edildi.  Son  PHA  ve  DHQ  
enjeksiyonları,  hipoksiyi  indüklemeden  2  saat  önce  yapıldı.

Doğal  Humik  Asitlerin  Etkisi

DENEYSEL  BİYOLOJİK  BÖLÜM

PHA  alan  fare  grubunda  16.5  dakika  boyunca  hipoksiye  maruz  
kaldıktan  sonra  agonal  solunum  ve  jeneralize  konvülsiyon  
belirtileri  görülmedi.  HA'lar,  tüm  metabolik  durumlarda  serebral  

ve  hepatik  MC  tarafından  endojen  substratların  (V4p,  V3 ,  V4o)  
kullanım  oranlarını  azaltmaya  yardımcı  olurken,  oksidatif  
fosforilasyonun  bağlantısını  arttırırken  (artan  ADP/O  
katsayısı)  (Şekil  1b  ve  1e) .  Hipoksik  hayvanların  serebral  ve  
hepatik  MC'lerinde  PHA'ların  etkisiyle  tüm  substrat  tiplerinin  
oksidasyon  etkinliği  (tüm  metabolik  durumlarda  azalan  MC  
solunum  oranları)  ve  oksidatif  fosforilasyon  (artan  katsayılar  RS  
ve  RC).  Metabolik  solunum  kontrolü  sağlandı.  NAD-DS'nin  hepatik  
MC  tarafından  oksidasyonu  sırasında  PHA'ların  RS  ve  RC  
katsayılarını  arttırması  dikkat  çekicidir.

İnhibitör  analizi,  miyokardiyumdaki  NAD-DS'nin  SDH  bloker  
malonata  ve  aminotransferazların  aminooksiasetata  oksidasyonu  
sırasında  serebral  MC  solunumunun  duyarlılığının,  
seçilen  hipoksi  modeli  için  azaldığını  gösterdi  (Şekil  1b ).  Bu,  
ESA  oluşumu  ve  oksidasyonunun  gelişen  inhibisyonunu  
yansıtmaktadır  [22,  23].  Fare  serebral  MC'nin  aksine,  NAD-DS  
oksidasyonu  sırasındaki  hepatik  MC,  inhibitör  malonattaki  
SDH'ye  artan  duyarlılık  ile  karakterize  edildi.  Bu,  ESA'nın  esas  
olarak  onlar  tarafından  oksitlendiğini  gösterdi.  Bu  sonuçlar,  
serebral  hücrelere  kıyasla  hepatik  hücrelerin  oksijen  eksikliğine  
duyarlılığının  azalmasına  ilişkin  literatürle  iyi  bir  uyum  
içindedir  [24].

Deneysel  koşullarımız  altındaki  hipoksi,  endojen  
substratların  oksidasyonu  sırasında  farelerde  serebral  ve  
hepatik  MC  tarafından  oksijen  absorpsiyon  oranını  arttırdı  
ve  oksidatif  fosforilasyonun  etkinliğini  azalttı  (düşük  RS,  RC  ve  
ADP/O)  (Şekil  1a ).  Benzer  bir  eğilim,  serebral  ve  hepatik  MC  
tarafından  eksojen  substratların,  yani  süksinat  ve  NAD-DS'nin  
kullanımı  sırasında  da  gözlemlendi.  NAD-DS'nin  onlar  
tarafından  oksidasyonu  sırasında  organel  solunumunun  
metabolik  kontrolü  azalmıştır.  Fosforilasyona  (V3 )  kıyasla  

kontrollü  substrat  oksidasyonunun  (V4p  ve  V4o)  önemli  ölçüde  
artan  oranları  ve  oksidatif  fosforilasyon  etkinliğinin,  yani  ADP/O  
katsayısının  önemli  ölçüde  azalması  bunun  göstergesiydi.  
Bu  değişiklik  grubu,  hipoksi  etkisi  altındaki  farelerde  serebral  ve  
hepatik  MC'deki  oksidatif  fosforilasyonun  bağlantısının  
kesildiğini  gösterebilir.

ve  V4o)  ve  
fosforilasyon  süresi  hesaplandı.  Substratlar  flavin  bağımlı  
süksinat  ( 110–3  M)  ve  NAD  bağımlı  malat  ve  glutamat  ( her  biri  
310–3  M)  idi.  süksinat  de
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ve  ayrıca  kontrollü  oksidasyon  V4o  ve  V4p  oranlarının  önemli  

ölçüde  azaltılmasına  yardımcı  oldu .  Bu,  organel  solunum  
aktivite  aralığını  genişletti  (V3  –  V4 ).  PHA'ları  alan  
hayvanların  MC'sindeki  ADP/O  katsayıları,  tedavi  edilmemiş  
hayvanların  aynı  parametresine  kıyasla  tüm  substrat  tiplerinin  
oksidasyonu  sırasında  normalleşti  (Şekil  1b  ve  1e).  Bu,  hipoksi  
sırasında  oksidatif  fosforilasyonun  bağlantısının  
kesilmesine  dair  işaretlerin,  PHA'ların  etkisiyle  kaybolduğunu  
gösterdi.

MV  Belousov  ve  ark.

[25].  Özünde  bu,  PHA'ların  bu  koşullar  altındaki  koruyucu  
etkisini  yansıtıyordu.  Farelerin  hepatik  MC'sindeki  HA'lar,  
yüksek  düzeyde  ESA  oksidasyonu  ve  oluşumu  ve  dirençli  bir  enerji  
üretim  durumu  sürdürdü.

PHA'ların  aksine,  önceden  DHQ  ile  tedavi  edilen  fare  
grubundaki  hayvanların  %16,7'sinde  16,5  dakikalık  hipoksiden  
sonra  konvülsiyonlar  gözlendi.  DHQ,  ekzojen  substratların  fare  
ce  rebral  MC'si  tarafından  oksidasyon  sırasında  ADP/O  
katsayısının  artmasına  yardımcı  oldu.  DHQ,  ekzojen  
substratların  (süksinat  veya  malat  ve  glutamat  karışımı)  fare  
serebral  MC'si  tarafından  oksidasyon  sırasında  MC  fosforile  
edici  solunum  oranının  artmasını  ve  ko

NAD'ye  bağlı  oksidasyonun  inhibitör  analizi,  önceden  
PHA'lar  ile  tedavi  edilmiş  farelerin  serebral  MC'sinde  ESA  
oluşumunun  ve  oksidasyonun  arttığını  göstermiştir  (Şekil  1b ).
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Şekil  1.  Turba  hümik  asitleri  ve  dihidroquercetin'in,  hiperkapnili  normobarik  hipoksi  ile  fare  serebral  (a,  b,  c)  ve  hepatik  (d,  e,  f )  mito  kondrinin  
oksidatif  fosforilasyonu  üzerindeki  etkileri.  Not:  a)  Apsis  boyunca  gruplar:  kontrol  (1 ),  hipoksi  (2 ),  hipoksi  +  HC  (3 ),  hipoksi  +  DHQ  (4).  Beyaz  
çubuklar,  endojen  substratların  oksidasyonu  ile  çalışılan  göstergelerin  değeri;  koyu  çubuklar,  süksinat;  taranmış  çubuklar,  malat-glutamat  
karışımları;  siyah  çubuklar,  malat,  glutamat  ve  malonat;  dikey  çizgili  çubuklar,  malat,  glutamat  ve  aminooksiasetat.  b )
Ordinat  boyunca,  karolar  sağ  ölçekteki  değerleri  gösterir  (RS,  RC,  ADP/O);  çubuklar,  sol  skaladaki  değerler  (ng-atom  O2/dk  mg  protein).  c)  
PHA'ların  DHQ  ve  kontrolden  yalnızca  istatistiksel  olarak  anlamlı  (p  <  0.05)  farklılıkları  verilmiştir.
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Malonat  kullanılarak  NAD'ye  bağlı  solunumun  inhibitör  
analizi,  hipoksik  hayvanların  (V4p  ve  V4o)  serebral  MC  

tarafından  kontrollü  solunum  oranlarının  azaldığını,  
buna  karşılık  ADP/O  katsayısının  arttığını  buldu  
(Şekil  1,  a-c).  İnhibitör  aminooksiasetat  kullanımı,  hepatik  
MC'nin  tüm  metabolik  durumlardaki  solunum  aktivitesinin  
azaldığını,  buna  karşın  RS  ve  RC  katsayılarının  
değişmediğini  gösterdi  (Şekil  1,  d-f).  Bu  nedenle  DHQ,  bu  
patolojiye  en  duyarlı  olan  MC'de  hipoksi  sırasında  
substratların  NAD'ye  bağlı  oksidasyon  döngüsünün  bozulmasını  önledi  [26].

Hipoksik  hayvanların  hepatik  MC'sindeki  oksidatif  
fosforilasyon  etkinliği,  endojen  substratların  onlar  tarafından  
oksidasyonu  sırasında  DHQ'nun  etkisiyle  artmıştır.  Süksinat  
oksidasyonu  sırasında  DHQ,  ADP  fosforilasyon  döngüsünden  
önce,  sırasında  ve  sonrasında  hepatik  MC  solunum  
hızlarındaki  artışları  ve  oksidatif  fosforilasyonun  
bağlantısının  kesilmesini  (RS,  RC  ve  ADP/O  artışları)  
önledi.  Tüm  metabolik  durumlardaki  solunum  hızları,  DHQ  
verilen  hipoksik  farelerin  hepatik  MC  tarafından  malat  ve  
glutamat  karışımının  oksidasyonu  sırasında  azaldı.  
Artan  RS,  RC  ve  ADP/O  katsayıları  da  oksidatif  fosforilasyon  
bağlantısının  arttığını  ve  organel  yapılarının  
korunduğunu  öne  sürdü  [27].  DHQ  alan  farelerin  hepatik  MC'si  
tarafından  NAD'ye  bağlı  solunumun  inhibitör  analizi,  
organellerin  aminooksiasetata  duyarlılığının  önemli  
ölçüde  arttığını  ortaya  koydu  (Şekil  1e ).  Bu,  hipoksi  
sırasında  hücrede  hızlı  ATP  oluşum  mekanizmalarının,  
yani  ESA  üretiminin,  ilacın  etkisi  altında  devam  ettiğini  
göstermiştir  [25,  27].

Doğal  Humik  Asitlerin  Etkisi

Ayrıca,  DHQ  tarafından  korunan  fare  grubunda  endojen  
ve  NAD-DS  kullanımı  sırasında  hepatik  MC  solunum  
oranları,  PHA'lar  tarafından  korunan  hipoksik  hayvanlarda  
gözlemlenenden  daha  yüksekti  (Şekil  1).  Bu,  seçilen  hipoksi  
modeli  için  karaciğerde  nispeten  daha  düşük  DHQ  antihipoksik  
aktiviteye  işaret  edebilir.

ilaç  tarafından  korunmayan  hipoksik  hayvanlarda  düşmeye  
karşı  azaltılmış  verimli  RS,  RC  ve  ADP/O  (Şekil  1,  ac).  Bu,  DHQ  
alan  hayvanların  serebral  MC'lerinde  oksidatif  fosforilasyonun  
etkinliğinin  arttığını  gösterdi.
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Böylece  PHA'lar,  hiperkapni  modelli  normobarik  hipoksi  için  
fare  beyninde  ve  karaciğerinde  süksinat  ve  NAD'ye  bağlı  enerji  
üretim  süreçlerinin  aktivitelerini  normalleştirdi.  Oksidatif  
fosforilasyonun  kesilmesini  engellediler.  PHA'ların  antihipoksik  
aktivitesi,  beyindeki  referans  DHQ'nunkiyle  karşılaştırılabilir  
ve  karaciğerde  onu  aştı.
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