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Özet: Sığır testis hyalüronidazı (Bovine Testicular Hyaluronidase, BTH) endüstriyel alanda, kanser çalışmalarında ve birçok 
hayvan uygulamalarında oldukça önemli bir enzimdir. Bu çalışmada, Romanov ırkı koyunların amniyon sıvıları BTH enzimi 
için alternatif yeni bir substrat kaynağı olarak kullanılıp kullanılamayacağı araştırılmıştır. Araştırma sonucunda, ticari olarak 
satın alınan hyalüronik asit (HA) ile tespit edilen BTH aktivitesi 9.187 U mL-1 bulunurken, 35 farklı amniyotik keseden 
alınan sıvılar kullanılarak BTH aktivitesi 1.604-18.659 U mL-1 aralığında bulunmuştur. Romanov ırkı koyunların amniyon 
sıvısının HA içeriğinden dolayı BTH enzimi için bir substrat kaynağı olup olmadığına dair rapor edilen herhangi bir bilgiye 
rastlanmamıştır. Çalışma sonunda ticari HA substrat olarak kullanıldığında hesaplanan BTH aktivitesi ile amniyon sıvıları 
kullanılarak elde edilen BTH aktiviteleri oldukça yakın olduğundan, Romanov ırkı koyunların amniyon sıvılarının yeni bir 
HA kaynağı olabileceği düşünülmüştür.

Anahtar Kelimeler: Romanov koyunu, hyalüronidaz, hyalüronik asit, amniyon sıvısı, substrat

Investigation of Hyaluronidase Activity with Amniotic Fluid on 
Romanov Sheep

Abstract: Bovine testicular hyaluronidase (BTH) is a very important enzyme in industrial field, cancer studies and in many 
animal applications. In this study, it was investigated whether amniotic fluid of Romanov sheep could be used as an 
alternative new substrate source for BTH enzyme. As a result of the study, the BTH activity was found as 9.187 U mL-1 with 
commercially available hyaluronic acid (HA), while the BTH activity of 35 different amniotic fluids was found between 
1.604-18.659 U mL-1. No information was reported on whether the amniotic fluids of the Romanov breed sheep were a 
source of substrate for the BTH enzyme due to the HA content. It was thought that amniotic fluid of the Romanov breed 
sheep could be a new HA source, as the BTH activity calculated using the commercial HA and the BTH activities obtained 
using amniotic fluid were very close.
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1. Giriş
Doğrusal polisakkarit bir makromolekül olan ve 
suda iyi çözünürlüğe sahip hyalüronik asit (HA), 
tekrarlanan D-glukuronik asit ve N-asetil-D-
glukozamin birimlerinden oluşur. Hücre dışı 
matriksin ana bileşeni olan HA; hücre adezyonunu, 
göç ve hızlı doku çoğalmasını etkileyen bir faktör 
olmasının yanı sıra (Pogrel ve ark., 1996; 
Kobayashi ve ark., 1999; Bot ve ark., 2008)
rejenerasyon ve tümör hücrelerinin birkaç 
biyolojik özelliği ile de yakından ilişkilidir (Pogrel 
ve ark., 1996; Kobayashi ve ark., 1999; Song ve 
ark., 2014). Ayrıca HA hücre farklılaşmasını 
artıran, antienflamatuvar özelliği olan bir 
polisakkarit olup, osteoblastik kemik oluşumunu 
artırıcı etkiye sahiptir (Sasaki ve Watanabe, 1995; 
Karacal ve ark., 2005; Aydın ve ark., 2011; 
Özgenel ve ark., 2004).

Serviks uteri, büyük ölçüde kollagen, 
proteoglikan ve HA ihtiva eden fibröz bir dokudan
oluşur. Hamilelik ilerledikçe bu bileşenlerde 
gözlemlenen değişim, hyalüronik asitte bir artış 
oluşturmaktadır (Osmers ve ark., 1993). Serviksin 
olgunlaşması, doğum esnasında serviksin 
yumuşayıp gevşemesi ve nemli (kaygan) hale 
gelmesi ile karakterizedir (Lopez Bernal ve ark.,
1993). Bu değişiklikler doğum olaylarından daha 
önce hızlı ve seri bir şekilde gerçekleşen 
olgunlaşma süreçlerini yansıtır (Kobayashi ve ark.,
1999).

Amniyon sıvısı, mukoid tarzda, hayvan türüne 
göre değişen miktarda olup, fetüse ait 
nazofarengeal sekresyonların yanısıra, anne 
karnından sıvıların difüzyon yolu ile kesenin içine 
dolarak oluşmaktadır. Bu sıvı, fetüsün anneye 
yapışmasını engellemekte, yavruyu fiziki 
darbelerden korumakta ve gebeliğin erken 
döneminde fetüse enerji kaynağı oluşturmaktadır. 
Semacan ve ark. (2015) tarafından yapılan bir 
çalışmada ise, doğum sırasında doğum kanalının 
kayganlaştırılmasında önemli rol oynadığı 
gösterilmektedir.

Yapılan birçok çalışmayla; amniyon sıvısı, 
insülin benzeri büyüme faktörleri (Insulin-like 
growth factor I-II, IGF), epidermal büyüme faktörü 
(Epidermal growth factor, EGF), fibroblast 
büyüme faktörü (Fibroblast Growth Factor, FGF), 
fibronektin ve laminin gibi ekstraselüler 
makromoleküllerden zengin bir sıvı olduğu 
görülmüştür. Bu büyüme faktörleri, hücre 
bölünmesinde ve yeni kan damarlarının 
oluşumunda oldukça önemli role sahip oldukları 
yine bu çalışmalarla tespit edilmiştir (Kumar ve 
Cotran, 1944; Merimee ve ark., 1984; Sasaki ve 
Watanabe, 1995; Karacal ve ark., 2005; Aydın ve 
ark., 2011). Bu faktörlerin yanı sıra amniyon sıvısı, 

HA ve HA aktive edici faktör (HASA) 
içermektedir (Merimee ve ark., 1984; Einhorn, 
1995; Karacal ve ark., 2005; Aydın ve ark., 2011).

Hyalüronidaz (HAase), hyalüronik asitin
N-asetil-d-glukozamin bağlarını parçalayarak doku 
geçirgenliğini arttırmasıyla, HA parçalayıcı bir 
enzim olarak rol oynar (Wang ve ark., 2015).
Cheng ve ark. (2014) ve Huang ve ark. (2015) 
tarafından rapor edilen bir çalışmada, bazı kanser 
hastalarında kesinlik kazanmış kanser türleriyle 
anlamlı ilişkisi olduğu için, HAase yeni bir tümör 
işaretleyici türü olarak kabul edilmiştir. HAase 
tespiti için çoğunlukla türbidimetrik, viskometrik, 
kolorimetrik (Nossier ve ark., 2014), floresan 
algılama (Fudala ve ark., 2011) gibi cihazsal ve 
kimyasal destekli analiz içeren çeşitli yöntemler 
mevcuttur. Ancak HAase aktivitelerine yönelik 
stratejiler arasında, klasik yöntemler (Örneğin; 
türbidimetrik, viskozimetrik ve kolorimetrik 
yöntemler) genellikle duyarlılık ve seçicilikten 
yoksundur. Bu sebeplerden dolayı, HAase 
aktivitesini belirlemek için kolay ve doğru 
stratejilerin geliştirilmesine yönelik çalışmalar 
halen devam etmektedir (Yang ve ark., 2017).

BTH, hyalüronik asidi β-1,4-glikozidik 
bağından parçalayabilen bir endo-
glikanohidrolazdır (EC 3.2.1.35) (Takagaki ve 
ark., 1994). Hyalüronik asidin BTH tarafından 
parçalanma mekanizması oldukça karmaşıktır.  
BTH aynı zamanda substratın parçalanma ve 
uzama tepkimelerini sırasıyla hidroliz ve 
transglikozilasyon tepkimeleriyle katalizler. Çünkü 
oligosakkaritler her iki tepkime için sıralı 
substratlar olarak hareket edebilir ve tepkime 
ürünlerini, nasıl üretildiklerini tespit etmek zordur. 
(Gorham ve ark., 1975; Highsmith ve ark., 1975; 
Takagaki ve ark., 1994; Nakatani, 2002; Hofinger 
ve ark., 2007; Deschrevel ve ark., 2008).

Bu çalışmada; Romanov ırkı koyunların 
doğumu esnasında, içeriğinde HA olduğu uzun 
zamandan beri bilinen amniyotik keseden amniyon 
sıvısı alınmıştır. Romanov amniyon sıvısının, BTH 
için alternatif bir substrat kaynağı olarak kullanılıp 
kullanılamayacağı araştırılmıştır. BTH için ticari 
HA ve amniyon sıvılarının her biri substrat olarak 
ayrı ayrı kullanılmış ve elde edilen BTH 
aktiviteleri karşılaştırılmıştır.

2. Materyal ve Yöntem
2.1. Materyal

Bu çalışma için kullanılan hyalüronik asit 
(HA), Sigma Chemical Company’den; sodyum 
hidroksit, soydum klorür, sodyum asetat, 
hidroklorik asit, sodyum format Merck’ten temin 
edilmiştir. Amniyon sıvıları Siirt Üniversitesi Keçi 
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Araştırma Merkezi’nden, testis numuneleri ise
Siirt ve yöresindeki mezbahanelerden taze olarak 
alınmıştır. Ticari amaçlar için kesilen bu sığırların 
atıl durumdaki testis örnekleri deneysel 
çalışmalarda enzim kaynağı olarak kullanılmıştır.

2.2. Yöntem
2.2.1. Testis örneklerinin hazırlanması

Testisler küçük parçalara ayrılıp ekstraksiyon 
tamponunda homojenize edilmiştir. Homojenize 
edilen testis örneği 15000 rpm, +4 °C’de 60 dakika 
santrifüj edildikten sonra sıvı kısım alınarak aynı
gün deneysel çalışmalarda kullanılmıştır (Kaya ve 
ark., 2015).

2.2.2. Enzim aktivite tayini
BTH aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin

edilmiştir. Aktivite ölçümü için 0.05 mL enzim 
çözeltisi alınmış ve daha önceden hazırlanmış olan 
1mL tampon (200 mM sodyum format pH 3.71) + 
substrat (12.3 mM HA çözeltisi) çözeltisine çabuk 
bir şekilde eklenmiştir. Sonra 37 oC, 232 nm’de
(Greiling, 1957; Suzuki ve ark., 2001; Kakizaki ve 
ark., 2010; Lee, 2011; Guo ve ark., 2014) 1 dakika
içinde absorbansta meydana gelen değişim
okunmuştur. Bu şekilde hyalüronik asidin N-
asetilglukozamine (NAG) enzimatik dönüşüm hızı 
tespit edilmiştir. Aynı işlem enzim olmadan 
tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak 
belirlenmiş ve 1 ünite hyalüronidaz, dakikada 
meydana gelen N-asetilglukozaminin µmol’ü 
olarak tayin edilmiştir (Greiling, 1957; Suzuki ve 
ark., 2001; Lee, 2011).

2.2.3. BTH aktivitesinin hesaplanması
BTH aktivitesi; 232 nm’de, HA substratının 

12.3 mM sabit derişimi kullanılarak aşağıda 
verilen Eşitlik 1’e göre hesaplanmıştır
(Hoechstetter, 2005).

v[µmol l-1 min-1] = ∆A / (∆t×ɛ×l)                  (1)

Eşitlikte; v, enzim aktivitesini; ∆A, 
absorbanstaki artışı; ∆t, birim zamanı; ɛ232= 4550 
l mol-1 cm-1 sabitini ifade etmektedir.

2.2.4. Amniyon sıvılarının alınması
Doğumu başlayan koyunların yanında 

alışmalarını sağlamak için bekleyip, amniyon 
kesesi ile çıkan yavruların keselerin bütünlüğünü 
bozmadan tek kullanımlık 20 cc’lik enjektörler ile 
amniyosentez yapılmıştır. Doğum esnasında 
yırtılan amniyon keselerinden enjektör ucu 
takılmadan amniyonik sıvı aspire edilmiştir.

3. Bulgular ve Tartışma
Bu çalışmada 35 farklı amniyotik keseden alınan 
sıvılara ve ticari olarak temin edilen HA’ya karşı 
BTH aktiviteleri dağılımı Şekil 1’de verilmiştir. 
Araştırma sonucunda, ticari olarak satın alınan HA 
ile tespit edilen BTH aktivitesi 9.187 U mL-1

bulunurken, 35 farklı amniyotik keseden alınan 
sıvılar kullanılarak BTH aktivitesi 1.604-18.659 U
mL-1 aralığında bulunmuştur (Tablo 1 ve 2).

BTH birçok dokuda yaygın olarak bulunmasına 
rağmen memeli testislerinde oldukça bol 
bulunması, kolay ulaşılabilirliği, taze olarak 
çalışılma avantajları gibi nedenlerden dolayı enzim 
kaynağı olarak sığır testisi tercih edilmiştir.

BTH enziminin geniş substrat spesifikliğine 
sahip olması, preperatif organik kimya açısından 
önemlidir. BTH, son yıllarda birçok klinik 
çalışmalarda oldukça yoğun bir ilgi duyulduğu 
bilinmektedir. Ayrıca sığır testis hyalüronidazının,
kanser çalışmalarında, endüstriyel alanda, suni 
tohumlamada önemli bir enzim olması (Laemmli, 
1970; Alexander, 1977; Grenier ve Michaud, 
1993; Jin ve ark., 2011; Tong ve ark., 2012)
nedeniyle, yeni substrat kaynaklarının tespiti 
büyük önem arz etmektedir. Günümüzde ticari 
olarak kabul gören en iyi HA kaynakları;
Streptococcus equi, Streptococcus zooepidemicus,
sığır vitröz humör sıvısı, horoz tarağı ve insan 
göbek kordonu olarak bilinmektedir (Anonymous, 
2017). Bu sebeple, ulaşılabilirliği kolay, daha 
ucuz, daha pratik ve özellikle atıl durumdaki 
biyolojik materyallerden olan amniyotik sıvının 
BTH için yeni bir substrat kaynağı olup 
olamayacağı yapılan bu çalışmayla 
değerlendirilmiştir.

Ticari HA ile BTH aktivitesi 9.187 U mL-1

olarak bulunmuşken, koyun amniyotik sıvılarına 
ait BTH aktivite ortalaması ise 9.006 U mL-1

olarak bulunmuştur (Tablo 1). Bu değerlerin 
birbirlerine yakınlığı görülmüş ve Romanov ırkı 
koyunların amniyon sıvılarının potansiyel yeni bir 
BTH substrat kaynağı olabileceği düşünülmüştür.

Çalışmanın devam ettiği dönemde, doğum 
yapan hayvanların arasında üçüz doğum yapan bir
koyununun yavrularından ikisinin ölü olarak 
doğduğu görülmüş ve bu yavrulara ait amniyotik 
keseden alınan sıvılarla BTH aktiviteleri 
ölçülmüştür. Ölü doğan yavrulara ait keseden 
alınan sıvı ile BTH aktiviteleri 1.604 ve 1.956 U
mL-1, sağlıklı doğan yavrunun kesesinden alınan 
sıvıyla BTH aktivitesi ise 8.791 U mL-1 olarak 
hesaplanmıştır. 1.604 ve 1.956 U mL-1 değerleri 35 
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farklı amniyon sıvısının substrat olarak 
kullanıldığında hesaplanan BTH aktiviteleri 
arasında en düşük iki değer olduğu saptanmıştır
(Tablo 1 ve 2). Bu iki değerin dışlanmasıyla geriye 
kalan 33 BTH aktivite değerlerinin ortalaması     ise 

9.444 U mL-1 olarak bulunmuştur (Tablo 3). 9.444 
U mL-1 değerinin ise ticari HA kullanılarak ölçülen 
9.187 U mL-1’lik BTH aktivitesinden daha yüksek 
bir değer olduğu görülmüş ve önem arz ettiği
düşünülmüştür. 

Tablo 1. Farklı substrat kaynakları ile BTH aktiviteleri (U mL-1)
Substrat 
kodu

BTH enzim 
aktivitesi

Substrat 
kodu

BTH enzim 
aktivitesi

Substrat 
kodu

BTH enzim 
aktivitesi

Substrat 
kodu

BTH enzim 
aktivitesi

Ticari HA 9.187 A-9* 1.956 A-18 13.220 A-27 9.495
A-1 6.615 A-10* 1.604 A-19 9.857 A-28 4.879
A-2 10.462 A-11* 8.791 A-20 13.319 A-29 7.297
A-3 18.659 A-12 10.769 A-21 13.549 A-30 7.275
A-4 4.352 A-13 8.440 A-22 11.967 A-31 8.154
A-5 15.516 A-14 13.846 A-23 4.791 A-32 9.857
A-6 3.527 A-15 9.725 A-24 8.308 A-33 9.385
A-7 4.989 A-16 9.956 A-25 7.055 A-34 8.769
A-8 13.099 A-17 8.505 A-26 7.198 A-35 10.022

A-: Farklı hayvanlardan alınan amniyotik sıvı örnekleri, A-9* ve A-10* : Üçüz doğumda ölü doğan yavrulara ait amniyotik sıvı örnekleri,                     
A-11*: Üçüz doğumda sağlıklı doğan yavruya ait amniyotik sıvı örneği

Tablo 2. Substrat olarak amniyotik sıvıların kullanılmasıyla elde edilen BTH aktivite (U mL-1) aralıkları ve 
adedi                                          
BTH aktivite (U mL-1) aralığı Adet
0.000-5.000 7
5.001-10.000 17
10.001-15.000 9
15.001-20.000 2
Toplam 35

Tablo 3. BTH aktivite verileri
        Aktivite                                                                                                                                                                 U mL-1

Koyun amniyotik sıvılarına ait BTH aktivite ortalaması 9.006
Koyun amniyotik sıvılarına ait en yüksek ve en düşük BTH aktivitelerinin ortalaması 10.132
Koyun amniyotik sıvılarına ait en yüksek iki BTH aktivitesi ve en düşük iki BTH aktivitelerinin ortalaması 9.434
Koyun amniyotik sıvılarına ait en yüksek üç BTH aktivitesi ve en düşük üç BTH aktivitelerinin ortalaması 9.185
Ticari olarak temin edilen HA ile BTH aktivitesi 9.187
Ölü doğanların amniyotik sıvısı hariç BTH aktivite ortalaması 9.444

4. Sonuçlar
Literatürde HA kaynaklarının araştırılmasına dair 
bilgilere ulaşılmasına rağmen, Romanov ırkı 
koyunların amniyon sıvısının HA içeriğinden 
dolayı BTH enzimi için yeni bir substrat kaynağı 
olup olmadığına dair rapor edilen herhangi bir 
bilgiye rastlanmamıştır. Yapılan bu çalışmanın 
yorumlanmasıyla, ticari HA kaynağı substrat 
olarak kullanıldığında hesaplanan BTH aktivitesi 
ile amniyon sıvıları kullanılarak elde edilen BTH 
aktiviteleri oldukça yakın olduğu görülmüştür. Bu 
görüş doğrultusunda, Romanov ırkı koyunların 
amniyon sıvılarının yeni bir HA kaynağı 
olabileceği düşünülmüştür.
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Üniversitesi, Bilimsel Araştırma Projeleri 
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