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Ozet: Sigir testis hyaliironidaz1 (Bovine Testicular Hyaluronidase, BTH) endiistriyel alanda, kanser galismalarinda ve birgok
hayvan uygulamalarinda olduk¢a 6nemli bir enzimdir. Bu ¢aligmada, Romanov irki koyunlarin amniyon sivilart BTH enzimi
i¢in alternatif yeni bir substrat kaynagi olarak kullanilip kullanilamayacagi arastirilmistir. Arastirma sonucunda, ticari olarak
satin alian hyaliironik asit (HA) ile tespit edilen BTH aktivitesi 9.187 U mL"! bulunurken, 35 farkli amniyotik keseden
alinan sivilar kullanilarak BTH aktivitesi 1.604-18.659 U mL™' araliginda bulunmustur. Romanov 1rki koyunlarm amniyon
stvisinin HA igeriginden dolayr BTH enzimi i¢in bir substrat kaynagi olup olmadigina dair rapor edilen herhangi bir bilgiye
rastlanmamugtir. Calisma sonunda ticari HA substrat olarak kullanildiginda hesaplanan BTH aktivitesi ile amniyon sivilart
kullanilarak elde edilen BTH aktiviteleri olduk¢a yakin oldugundan, Romanov irki koyunlarin amniyon sivilarinin yeni bir
HA kaynagi olabilecegi diistiniilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Romanov koyunu, hyaliironidaz, hyaliironik asit, amniyon sivisi, 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"! with
commercially available hyaluronic acid (HA), while the BTH activity of 35 different amniotic fluids was found between
1.604-18.659 U mL"'. 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.

Keywords: Romanov sheep, hyaluronidase, hyaluronic acid, amniotic fluid, substrate

*: Bu galismanin bir boliimii 20-22 Eyliil 2017 tarihleri arasinda diizenlenen, KROMATOGRAFI'17 adli kongrede sozlii sunum olarak sunulmus ve zet
bildiri olarak yaymlanmustir.
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1. Giris

Dogrusal polisakkarit bir makromolekiil olan ve
suda iyi ¢Oziiniirlige sahip hyaliironik asit (HA),
tekrarlanan D-glukuronik asit ve N-asetil-D-
glukozamin birimlerinden olusur. Hiicre dis1
matriksin ana bileseni olan HA; hiicre adezyonunu,
goc ve hizli doku cogalmasini etkileyen bir faktor
olmasmmin yan1 sira (Pogrel ve ark, 1996;
Kobayashi ve ark, 1999; Bot ve ark, 2008)
rejenerasyon ve timor  hiicrelerinin - birkag
biyolojik 6zelligi ile de yakindan iliskilidir (Pogrel
ve ark., 1996; Kobayashi ve ark., 1999; Song ve
ark.,, 2014). Ayrica HA hiicre farklilasmasini
artiran,  antienflamatuvar ~ 6zelligi  olan  bir
polisakkarit olup, osteoblastik kemik olusumunu
artiricl etkiye sahiptir (Sasaki ve Watanabe, 1995;
Karacal ve ark, 2005; Aydin ve ark., 2011;
Ozgenel ve ark., 2004).

Serviks  uteri, biiyikk olgiide kollagen,
proteoglikan ve HA ihtiva eden fibréz bir dokudan
olusur. Hamilelik ilerledikce bu bilesenlerde
gozlemlenen degisim, hyaliironik asitte bir artig
olusturmaktadir (Osmers ve ark., 1993). Serviksin
olgunlagsmasi, dogum  esnasinda  serviksin
yumusaylp gevsemesi ve nemli (kaygan) hale
gelmesi ile karakterizedir (Lopez Bernal ve ark.,
1993). Bu degisiklikler dogum olaylarindan daha
once hizli ve seri bir sekilde gerceklesen
olgunlagma stireglerini yansitir (Kobayashi ve ark.,
1999).

Amniyon sivisi, mukoid tarzda, hayvan tiiriine
gore degisen miktarda olup, fetiise ait
nazofarengeal sekresyonlarin  yanisira, anne
karnindan sivilarin difiizyon yolu ile kesenin igine
dolarak olugmaktadir. Bu sivi, fetlisiin anneye
yapismasint  engellemekte,  yavruyu  fiziki
darbelerden korumakta ve gebeligin erken
doneminde fetiise enerji kaynagi olusturmaktadir.
Semacan ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir
calismada ise, dogum sirasinda dogum kanalinin
kayganlagtirilmasinda ~ 6nemli  rol  oynadigi
gosterilmektedir.

Yapilan birgok c¢alismayla; amniyon sivisi,
insiilin benzeri biiyiime faktorleri (Insulin-like
growth factor I-I1, IGF), epidermal biiyime faktorii
(Epidermal growth factor, EGF), fibroblast
bliyiime faktorii (Fibroblast Growth Factor, FGF),
fibronektin  ve laminin  gibi  ekstraseliiler
makromolekiillerden zengin bir sivi  oldugu
goriilmiistir. Bu biiylime faktorleri, hiicre
bolinmesinde ve yeni kan  damarlarinin
olusumunda olduk¢a 6nemli role sahip olduklar
yine bu c¢aligmalarla tespit edilmistir (Kumar ve
Cotran, 1944; Merimee ve ark., 1984; Sasaki ve
Watanabe, 1995; Karacal ve ark., 2005; Aydin ve
ark., 2011). Bu faktdrlerin yan1 sira amniyon s1vist,

HA ve HA aktive edici faktor (HASA)
icermektedir (Merimee ve ark., 1984; Einhorn,
1995; Karacal ve ark., 2005; Aydin ve ark., 2011).

Hyaltironidaz (HAase), hyaliironik asitin
N-asetil-d-glukozamin baglarini parcalayarak doku
gecirgenligini arttirmasiyla, HA pargalayict bir
enzim olarak rol oynar (Wang ve ark., 2015).
Cheng ve ark. (2014) ve Huang ve ark. (2015)
tarafindan rapor edilen bir ¢alismada, bazi kanser
hastalarinda kesinlik kazanmis kanser tiirleriyle
anlamli iligkisi oldugu i¢in, HAase yeni bir timor
isaretleyici tiir olarak kabul edilmistir. HAase
tespiti icin ¢ogunlukla tiirbidimetrik, viskometrik,
kolorimetrik (Nossier ve ark., 2014), floresan
algilama (Fudala ve ark., 2011) gibi cihazsal ve
kimyasal destekli analiz iceren cesitli yontemler
mevcuttur. Ancak HAase aktivitelerine yonelik
stratejiler arasinda, klasik yontemler (Ornegin;
tirbidimetrik, viskozimetrik ve kolorimetrik
yontemler) genellikle duyarlilik ve secicilikten
yoksundur. Bu sebeplerden dolayi, HAase
aktivitesini belirlemek i¢in kolay ve dogru
stratejilerin  gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar
halen devam etmektedir (Yang ve ark., 2017).

BTH,  hyalironik asidi  p-1,4-glikozidik
bagimdan pargalayabilen bir endo-
glikanohidrolazdir (EC 3.2.1.35) (Takagaki ve
ark., 1994). Hyaliironik asidin BTH tarafindan
par¢alanma mekanizmasi olduk¢a karmasiktir.
BTH ayni zamanda substratin parcalanma ve
uzama tepkimelerini sirastyla  hidroliz  ve
transglikozilasyon tepkimeleriyle katalizler. Cilinkii
oligosakkaritler her iki tepkime i¢in sirali
substratlar olarak hareket edebilir ve tepkime
urilinlerini, nasil {iretildiklerini 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 c¢alismada; Romanov 1wkt koyunlarin
dogumu esnasinda, igeriginde HA oldugu uzun
zamandan beri bilinen amniyotik keseden amniyon
stvist alinmistir. Romanov amniyon sivisinin, BTH
icin alternatif bir substrat kaynag1 olarak kullanilip
kullanilamayacagi arastirilmigtir. BTH i¢in ticari
HA ve amniyon sivilarmin her biri substrat olarak
ayrt ayrt kullanilmis ve elde edilen BTH
aktiviteleri kargilastirilmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

Bu c¢alisma i¢in kullanilan hyaliironik asit
(HA), Sigma Chemical Company’den; sodyum
hidroksit, soydum kloriir, sodyum asetat,
hidroklorik asit, sodyum format Merck’ten temin
edilmistir. Amniyon sivilar1 Siirt Universitesi Kegi
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Arastirma Merkezi’'nden, testis numuneleri ise
Siirt ve yoresindeki mezbahanelerden taze olarak
almmustir. Ticari amaglar i¢in kesilen bu sigirlarin
atil  durumdaki  testis  Ornekleri  deneysel
calismalarda enzim kaynagi olarak kullanilmustir.

2.2. Yontem
2.2.1. Testis 6rneklerinin hazirlanmasi

Testisler kiigiik pargalara ayrilip ekstraksiyon
tamponunda homojenize edilmistir. Homojenize
edilen testis 6rnegi 15000 rpm, +4 °C’de 60 dakika
santrifiij edildikten sonra sivi kisim alinarak ayni
giin deneysel calismalarda kullanilmistir (Kaya ve
ark., 2015).

2.2.2. Enzim aktivite tayini

BTH aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin
edilmistir. Aktivite Ol¢limii i¢in 0.05 mL enzim
¢Ozeltisi alinmis ve daha 6nceden hazirlanmis olan
ImL tampon (200 mM sodyum format pH 3.71) +
substrat (12.3 mM HA ¢0zeltisi) ¢ozeltisine ¢cabuk
bir sekilde eklenmistir. Sonra 37 °C, 232 nm’de
(Greiling, 1957; Suzuki ve ark., 2001; Kakizaki ve
ark., 2010; Lee, 2011; Guo ve ark., 2014) 1 dakika
icinde absorbansta meydana gelen degisim
okunmustur. Bu sekilde hyaliironik asidin N-
asetilglukozamine (NAG) enzimatik doniisim hizi
tespit edilmigtir. Aynmi islem enzim olmadan
tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak
belirlenmis ve 1 {inite hyaliironidaz, dakikada
meydana gelen N-asetilglukozaminin pmol’i
olarak tayin edilmistir (Greiling, 1957; Suzuki ve
ark., 2001; Lee, 2011).

2.2.3. BTH aktivitesinin hesaplanmasi

BTH aktivitesi; 232 nm’de, HA substratinin
12.3 mM sabit derisimi kullanilarak asagida

verilen  Esitlik 1’e  gore  hesaplanmistir
(Hoechstetter, 2005).
v[umol I'! min"'] = AA / (Atxex]) (1)
Esitlikte; v, enzim  aktivitesini;  AA,

absorbanstaki artisi; At, birim zamani; e23= 4550
I mol'! cm™! sabitini ifade etmektedir.

2.2.4. Amniyon sivilarinin alinmasi

Dogumu  baslayan  koyunlarin  yaninda
aligmalarmi saglamak i¢in bekleyip, amniyon
kesesi ile ¢ikan yavrularin keselerin biitiinligiinii
bozmadan tek kullanimlik 20 cc’lik enjektorler ile
amniyosentez  yapilmistir. Dogum  esnasinda
yirtilan  amniyon keselerinden enjektér ucu
takilmadan amniyonik siv1 aspire edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Bu c¢alismada 35 farkli amniyotik keseden alinan
stvilara ve ticari olarak temin edilen HA’ya kars1
BTH aktiviteleri dagilimi Sekil 1°de verilmistir.
Arastirma sonucunda, ticari olarak satin alinan HA
ile tespit edilen BTH aktivitesi 9.187 U mL"!
bulunurken, 35 farkli amniyotik keseden alinan
stvilar kullanilarak BTH aktivitesi 1.604-18.659 U
mL"! araliginda bulunmustur (Tablo 1 ve 2).

BTH birgok dokuda yaygin olarak bulunmasina
ragmen memeli testislerinde olduk¢a bol
bulunmasi, kolay ulasilabilirligi, taze olarak
calisilma avantajlar1 gibi nedenlerden dolay:1 enzim
kaynag olarak sig1r testisi tercih edilmistir.

BTH enziminin genis substrat spesifikligine
sahip olmasi, preperatif organik kimya agisindan
onemlidir. BTH, son yillarda bircok klinik
calismalarda olduk¢a yogun bir ilgi duyuldugu
bilinmektedir. Ayrica sigir testis hyaliironidazinin,
kanser ¢aligmalarinda, endiistriyel alanda, suni
tohumlamada 6nemli bir enzim olmasi (Laemmli,
1970; Alexander, 1977; Grenier ve Michaud,
1993; Jin ve ark., 2011; Tong ve ark., 2012)
nedeniyle, yeni substrat kaynaklarinin tespiti
bliyilk 6nem arz etmektedir. Giiniimiizde ticari
olarak kabul goren en iyi HA kaynaklar;
Streptococcus equi, Streptococcus zooepidemicus,
sigir vitroz humoér sivisi, horoz taragi ve insan
gobek kordonu olarak bilinmektedir (Anonymous,
2017). Bu sebeple, ulasilabilirligi kolay, daha
ucuz, daha pratik ve ozellikle atil durumdaki
biyolojik materyallerden olan amniyotik sivinin

BTH igin yeni bir substrat kaynagi olup
olamayacagi yapilan bu calismayla
degerlendirilmistir.

Ticari HA ile BTH aktivitesi 9.187 U mL"!
olarak bulunmusken, koyun amniyotik sivilarina
ait BTH aktivite ortalamasi ise 9.006 U mL!
olarak bulunmustur (Tablo 1). Bu degerlerin
birbirlerine yakinligi goriilmiis ve Romanov irki
koyunlarin amniyon stvilariin potansiyel yeni bir
BTH substrat kaynagi olabilecegi diistiniilmiistiir.

Calismanin devam ettigi donemde, dogum
yapan hayvanlarin arasinda ti¢liz dogum yapan bir
koyununun yavrularindan ikisinin 6lii olarak
dogdugu goriilmiis ve bu yavrulara ait amniyotik
keseden alinan sivilarla BTH  aktiviteleri
olciilmiistiir. Olii dogan yavrulara ait keseden
alman siv1 ile BTH aktiviteleri 1.604 ve 1.956 U
mL!, saglkli dogan yavrunun kesesinden alinan
siviyla BTH aktivitesi ise 8.791 U mL-' olarak
hesaplanmistir. 1.604 ve 1.956 U mL"! degerleri 35
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farkli  amniyon  sivisimin  substrat  olarak
kullanildiginda  hesaplanan BTH  aktiviteleri
arasinda en diisiik iki deger oldugu saptanmistir
(Tablo 1 ve 2). Bu iki degerin dislanmastyla geriye
kalan 33 BTH aktivite degerlerinin ortalamasi ise

9.444 U mL"! olarak bulunmustur (Tablo 3). 9.444
U mL"! degerinin ise ticari HA kullanilarak dlgiilen
9.187 U mL"’lik BTH aktivitesinden daha yiiksek
bir deger oldugu gorilmiis ve Onem arz ettigi
diigiinilmiistir.

Tablo 1. Farkli substrat kaynaklari ile BTH aktiviteleri (U mL™")

Substrat BTH enzim  Substrat BTH enzim Substrat BTH enzim Substrat  BTH enzim
kodu aktivitesi kodu aktivitesi kodu aktivitesi kodu 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-117 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-: Farkli hayvanlardan alinan amniyotik stvi drnekleri, A-9* ve A-10" : Ugiiz dogumda 6lii dogan yavrulara ait amniyotik stvi drnekleri,

A-11": Ugiiz dogumda saghkli dogan yavruya ait amniyotik sivi 6rnegi

Tablo 2. Substrat olarak amniyotik sivilarin kullanilmasiyla elde edilen BTH aktivite (U mL™") araliklar1 ve

adedi
BTH aktivite (U mL") aralig1 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!
Koyun amniyotik sivilarina ait BTH aktivite ortalamasi 9.006
Koyun amniyotik sivilarina ait en yiiksek ve en diisitk BTH aktivitelerinin ortalamasi 10.132
Koyun amniyotik sivilarina ait en yiiksek iki BTH aktivitesi ve en diisiik iki BTH aktivitelerinin ortalamas1 ~ 9.434
Koyun amniyotik sivilarina ait en yiiksek tic BTH aktivitesi ve en diigiik iic BTH aktivitelerinin ortalamas: ~ 9.185
Ticari olarak temin edilen HA ile BTH aktivitesi 9.187
Olii doganlarin amniyotik sivis1 hari¢ BTH aktivite ortalamasi 9.444

4. Sonuclar

Literatiirde HA kaynaklarinin arastirilmasina dair
bilgilere ulasilmasina ragmen, Romanov 1rki
koyunlarin amniyon sivisinin HA igeriginden
dolayt BTH enzimi i¢in yeni bir substrat kaynagi
olup olmadigina dair rapor edilen herhangi bir
bilgiye rastlanmamistir. Yapilan bu c¢aligmanin
yorumlanmasiyla, ticari HA kaynag1 substrat
olarak kullanildiginda hesaplanan BTH aktivitesi
ile amniyon sivilart kullanilarak elde edilen BTH
aktiviteleri oldukca yakin oldugu goériilmistiir. Bu
goriis dogrultusunda, Romanov irki koyunlarin
amniyon sivilarinin  yeni bir HA kaynagi
olabilecegi diistiniilmiistiir.
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