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OZET

Bu calismada, terapdtik ve ¢esitli tibbi alanlarda yayilma faktorii olarak kullanilan, glikoteknolojik
uygulamalar ve suni tohumlamada 6nemli derecede etkili sigir testis hyaliironidazi (BTH: bovine
testicular hyaluronidase) {izerine yem ve giibre sanayisinde sik¢a kullanilan bazi kimyasallarin in vitro
etkileri arastirllmistir. BTH, amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi ve afinite jeli (Sepharose-4B-L-
tirozin-m-anisidin) kullanilarak saflagtirilmustir. Saflastirilan BTH enzimi lizerine Fe,SO,, C,oHNy,
K,SiFs, CH,N,, CH,N,O ve Indol-Biitirik Asitin inhibisyon etkileri belirlenmistir. Bu kimyasallar i¢in
ICsq degerleri sirasiyla 7.097, 5.775, 6.854, 5.317,4.617, 4.265 %102 mM olarak bulunmus ve arastirma
sonucunda, 1Cs, degeri 4.265x102 mM ile indol-biitirik asit (IBA) en giiglii inhibisyon etkisi gosteren
yapi oldugu tespit edilmistir.

In vitro effects of some forage industry chemicals on hyaluronidase

ABSTRACT

This study investigates in vitro effects of some chemicals, used as a spreading factor on therapeutic and
various medical fields and applied frequently in forage and fertilizer industry on bovine testicular
hyaluronidase (BTH) which is substantially effective in glucotechnological applications and delivery of
artificial insemination. BTH was purified through ammonium sulfate precipitation method and affinity
gel (Sepharose-4B-L- tyrosine -m-anisidine). The inhibiton effects of Fe,SO,4, C,HsN4, KySiFs, CHoNo,
CH4N,0 and indole-butyric acid were determined on purified BTH. 1Cs, values of these chemicals were
found as 7.097, 5.775, 6.854, 5.317, 4.617, 4.265 x102 mM respectively and at the end of research,
indole-butyric acid (IBA) was found as the strongest inhibitory effect compound by the value of 1Cs
with 4.265x10 mM.
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1. Giris bulunmaktadir. Farkli  dokulardan izole edilmis
hyaliironidazlarin, molekiiler kiitlesi, substrat
“Hyaliironidaz” terimi; Karl Meyer ve arkadaslari  spesifikligi, optimum pH’s1t ve substrat bozunum

tarafindan 1940 yilinda, s6z konusu enzimin hyaliironik
asiti (HA) parcalamasindan dolayr bu ifadeyle
tamtilmigtir (Gladys ve ark., 1940). Hyaliironidazlar ¢ok
sayida dokularda ve organizmalarda tespit edilmistir.
Ornegin bunlar bazi bakteriler (bakteriyofaj-bakteriyel
hyaliironidaz), patojenik fungi (Candida,
Streptomisisler) ve omurgasiz hayvanlardir (kabuklular,
bocekler). Omurgalilardaki hyaliironidazlar; kertenkele
ve yilan zehrinde, testislerde, karaciger, bobrek ve
lenfatik  sistem gibi g¢esitli somatik dokularda

mekanizmalar1 farklidir (Sluis, 1987; Kreil, 1995; Frost
ve ark., 1996; Csoka ve ark., 1997).

Memeli testis ekstraktlarin hyaliironidaz aktivitesi
icerdigi uzun zamandir bilinmektedir (Grais ve Glick,
1948). Memeli testis ekstraklarindan ve diger dokulardan
elde edilen hyaliironidazlar, bir “yayilma faktori”
olarak gorev gorebilirler. Nitekim, hyaliironidazlarin
anti-viral asilar, boyalar ve toksinlerin enjeksiyonunun
diflizyonunu kolaylastirict madde oldugu 1928 yilinda
Duran-Reynals tarafindan gosterildigi bildirilmektedir
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(Hoechstetter 2005). Biiyiikbas ve kiigiikbas testis
hyaliironidaz preparatlar1 yillardir terapotik ve gesitli
tibbi  alanlarda  bir yayilma  faktdrii  olarak
uygulanmaktadir (Baumgartner ve Moritz, 1988). 1997
yilinda ana ¢06ziinebilir hyaliironidazin boga testis
ekstraktlarinda bulundugu tespit edilmis ve membrana
bagli PH-20 enziminin bir parcasi oldugu anlasilmistir
(Meyer ve ark., 1997).

PH-20 proteini; hyaliironidaz aktivitesi sayesinde
kumulus ooforusun (gelisen graaf folikiiliinde yumurtay1
cevreleyerek folikiil bosluguna dogru c¢ikinti yapan
granulos  hiicreleri ~ kiimesi)  hyallironik  asit
komponentinin depolimerizasyonuyla penetrasyonu ve
sperm-zona pellusida etkilesimi gibi bir¢ok fonksiyona
sahiptir (Cherr ve ark., 2001).

Literatiirde sigir testis hyaliironidazini  (Bovine
testicular hyaluronidase, BTH) farkli oranlarda inhibe
eden cesitli kimyasallara dair bir¢ok veri bulunmaktadir
(Botzki ve ark., 2004; Hertel ve ark., 2006; Kakizaki ve
ark., 2010; Kaya, 2013; Kaya ve ark., 2014). Ote yandan
yapilan literatiir taramasinda; hayvan besiciliginde,
gerek yem sanayinde kullanilan katki maddelerinde,
gerekse yem bitkileri tariminda kullanilan giibrelerin
yapisinda bulunan ve bu ¢aligmada da incelenen bazi
kimyasallara yonelik veriler yer almaktadir (Jackson ve
ark., 1927; Saadullah ve ark., 1981; Rushing ve ark.,
1985; Pant ve ark.,, 1996; Boling ve ark., 1998;
Mahmood ve ark., 2011; Kleigrewe ve ark., 2012; Dai ve
ark., 2013; Luo ve ark., 2015; Wang ve ark., 2015;
Kazemi-Bonchenari ve ark., 2016). Ancak c¢alismamizda
kullanilan  kimyasallarla ilgili olarak sigir testis
hyliironidaz1 iizerine rapor edilmis herhangi bir
inhibisyon ¢aligmasinin olmayist, bu ¢alismanin 6nemi
daha da arttirmaktadir.

Bu c¢alismada; yem ve gilibre sanayinde siklikla
kullanilan bazi kimyasallarin, suni tohumlamada etkin
bir rol oynayan sigir testis hyaliironidaz tizerine in vitro
etkileri aragstirilarak, s6z konusu kimyasallarin her biri
icin inhibisyon sabitlerinden biri olan 1Csy degerlerinin
tespiti amaglanmigtir

2. Materyal ve Yontem
2.1. Arastirmada kullanilan kimyasallar

Bu calisma icin kullanilan; Sepharose 4-B, m-
anisidin, L-tirozin, Hyaliironik asit, tris (hidroksimetil)
aminometan HCI (Tris-HCI), Fe,(SO,), CoH4N,4, K, SiFg,
CH,N,, CH4N, ve indol-biitirik asit (IBA) Sigma
Chemical Comp.’den; Sodyum hidroksit, Trihidroksi
metil aminometan (Tris), sodyum sitrat dihidrat, sitrik
asit, soydum kloriir, sodyum siilfat, sodyum perklorat,
sodyum asetat, hidroklorik asit, asetik asit, siilfiirik asit,
fosforik asit, sodyum azotiir, sodyum nitrat, sodyum
tiyosiyanat ve sodyum siyaniir Merck A.G’den; metanol,
etanol, amonyum persiilfat ve dekstroz Riel de Haen
A.G’den temin edilmistir.

400

2.2. Testis orneginin hazirlanmast

Testis numuneleri, mezbahaneden kesim sonrasi taze
almarak  kiiciik  parcalara  ayrilip  ekstraksiyon
tamponunda (8,20 g (0,1 mol) CH3;COONa ve 8,77 g
(0,15 mol) NaCl 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1M HCl
ile pH’s1 5.4’e getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye
tamamlandi) homojenize edilmistir. Homojenize edilen
testis 6rnegi 15000 rpm’de +4 °C’de 60 dakika santrifiij
edilmigtir. Santrifiij sonrasi sivi kisim (supernetant)
alinarak ayni giin deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.

2.3. Enzimin aktivite tayini

Hyaliironidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik
olarak tayin edildi. Aktivite dl¢limii i¢in 0,05 mL enzim
cozeltisi almip daha onceden hazirlanmig olan 1 mL
tampon (200 mM sodyum format (HCOONa) pH 3.71) +
substrat (12,3 mM hyaliironik asit ¢ozeltisi) ¢ozeltisine
gabuk bir sekilde eklendikten sonra 232 nm’de (Suzuki
ve ark., 2001; Kakizaki ve ark., 2010; Fallis, 2013; Guo
ve ark., 2014) 1 dakikadaki 37 °C’de absorbansta
meydana gelen degisme okundu. Bu sekilde hyaliironik
asitin N-asetilglukozamine (NAG) enzimatik doniigim
hizt tespit edilmistir. Ayni islem enzim olmadan
tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak
belirlenmis ve 1 {inite hyaliironidaz dakikada meydana
gelen NAG’in pmol’ii olarak tayin edilmistir (Suzuki ve
ark., 2001; Fallis 2013).

2.4. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Aragtirmamizda BTH enzimini sigir testisinden
saflagtirmak icin afinite kromatografisi teknigini
uygulamadan 6nce on saflastirma islemi yapilmistir. Bu
amagla % 40-60 amonyum siilfat ¢Oktiirme islemi
uygulanmigtir (Kaya ve ark., 2014).

2.5. Afinite jelinin sentezi
2.5.1. Sepharose 4B 'nin aktiflestirilmesi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak
dekante edildi. Esit hacimde distile su ile birlestirildi.
Karistirllmakta olan jel siispansiyonuna 4 g CNBr’in
hepsi  birden katildi. pH metre kullanilarak
siispansiyonun pH’s1 4 M NaOH ile hemen 11°e ¢ikarildi
ve tepkime bu pH’da muhafaza edildi. Tepkimeye pH
degismeyene kadar devam edildi (10-15 dakika). Cok
miktarda buz siispansiyona katild1 ve karigim bir buhner
hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL sogutulmus 0,1
M Na,HCO; tamponu (pH 10,00) ile yikand: (Sekil 1).

2.5.2. L-tirozinin baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matriks {zerine, 20
mL’sinde 15 mg tirozin igeren 0,1 M NaHCOj;
tamponunun (pH 10,00) soguk ¢ozeltisi ilave edilerek 90
dk karistirildi. Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4 °C’de
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bekletildi. Bu siirenin bitiminde yikama suyu 280 nm’de
absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi.
Boylece tepkimeye girmeyen tirozin = tamamen
uzaklastirilmis oldu. Yikama 100 mL 0.2 M NaHCO;

l

- QOH

+ CNBr

(20°C, pH=11.0)

tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye
sepharose-4B ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alindi (Sekil
2).
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Sekil 2. L-Tirozinin baglanmasi

2.5.3. m-Anisidin bilesiginin baglanmasi

25 mg m-anisidin 0 °C civarinda 10 mL 1M HCI
icerisinde ¢oziildii. 75 mg NaNO, ihtiva eden 0 °C’deki
5 mL ¢ozelti, m-anisidin ¢dzeltisine damla damla katildi.
10 dakika tepkimeden sonra diazolanmis bulunan m-
anisidin, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna
ilave edildi. pH: 9,5’a ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat
oda sicakliginda karigtirildi. Daha sonra 1 L saf su ve
ardindan 200 mL 0,01M Na,HPO, (pH: 6,0) tamponu ile
yikand1 ve ayni tamponda muhafaza edildi (Sekil 3).

2.5. BTH 'nin afinite jeliyle saflagtirilmasi

Onceki  ¢aligmamizda  grubumuz  tarafindan
sentezlenen afinite jeli (Sepharose-4B-L-tirozin-m-
anisidin) i¢in 0.025 M Na,HPO, ve 0.5 M NaCl, 50 mM
m-anisidin igeren pH:4.0 eliisyon tamponu kullanilarak
BTH enzimi saflagtirilmistir (Kaya ve ark., 2014).

2.6. BTH aktivitesinin hesaplanmasi

BTH aktivitesi; 232 nm’de, hyaliironik asit
substratinin 12.3 mM sabit derigimi kullanilarak agagida
verilen Esitlik 1’e gore hesaplanmistir (Hoechstetter,
2005).

viumol I min™] = AA / (Atxex]) (1)

Esitlikte; v, enzim aktivitesini; AA, absorbanstaki
artist; At, birim zamani; e,3= 4550 | mol™® cm™; 1, 1in
yolunu (1 cm) ifade etmektedir.

2.7. Inhibisyona sebep olan secilmis kimyasallarin ics
degerlerinin belirlenmesi

Yem ve giibre sanayinde siklikla kullanilan farkli
kimyasallarin ICsy degerlerini bulmak igin, optimum
sartlarda hyaliironik asit substratinin 12.3 mM sabit
derisiminde  calisilmistir. Ilk  olarak, secilen
kimyasallarin  olmadigi ortamda enzim aktivitesi
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Sekil 3. m-anisidin bilesiginin baglanmasi

bulunmustur. Bu deger %100 enzim aktivitesi olarak
kullanilmistir.  Se¢ilmis olan kimyasallarin  degisik
derisimlerine karsilik gelen absorbanslar 232 nm’de kore
kars1 okunmus ve elde edilen absorbans degerlerinden %
enzim aktiviteleri hesaplanmistir. % Enzim aktivitesi-
[Inhibitdr] grafiklerinden yararlanarak her bir secilen
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kimyasal i¢in ICsy degerleri regresyon analizi ile tespit
edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Caligmada inhibitor olarak incelenen kimyasallara ait
elde edilen regresyon egrileri Sekil 4-10°da verilmistir.
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Sekil 5. BTH enzimi tizerine % aktivite-[ C,H4N4] grafigi
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Sekil 6. BTH enzimi tizerine % aktivite-[ K,SiFg] grafigi
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Sekil 9. BTH enzimi iizerine % aktivite-[Indol-biitirik asit] grafigi
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% Aktivite (U)

+ Fe2504
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Sekil 10. BTH enzimi iizerine Fe,SO; C,H4Ni, K,SiFs, CH,N, CHiN,O ve Indol-Biitirik Asitin % aktivite-

[Inhibitor] grafigi

Regresyon egrilerinden yararlanilarak belirlenen 1Cs
degerleri ise Cizelge 1°de sunulmustur. Buna gore
4.265x10% mM ICs, degeriyle indol-biitirik asit (IBA) en
giiglii inhibitér ve 7.097x10% mM 1Cs, degeriyle de
Fe,SO, en zayif inhibitdr etkisi gosteren yapi oldugu
tespit edilmistir. Diger bilesiklerin CyH4N4,  K,SiF,
CH,N, ve CH4N,O’nun da ¢aligilan derisimlerde BTH’1
belirli 6lciide inhibe ettikleri gozlemlenmistir (Cizelge
1).

Cizelge 1. Calismada kullanilan segilmis kimyasallar ve

ICsq degerleri
Bilesigin Ismi ICs0 (x10° mM)
Fe,SO, 7.097
CoH4Ny 5.775
K,SiFg 6.854
CH1N, 5.317
CH4N,0 4.617
Indol-Biitirik Asit 4.265

BTH enziminin daha ekonomik ve hizli bir sekilde
saflagtirilmast gereklidir. Ciinkii enzimin genis substrat
spesifikligine sahip olmasi, preperatif organik kimya
acisindan 6nemlidir. BTH enzimine, son yillarda birgok
klinik ¢alismalarda olduk¢a yogun bir ilgi duyuldugu
bilinmektedir. Ayrica BTH’m, kanser ¢aligmalarinda,
endiistriyel alanda ve bu c¢alismanin en Onemli
hedeflerinden olan suni tohumlamada Oneminin de
olmasi1 daha pratik saflagtirma metotlarinin gerekliligini
ortaya koymaktadir (Laemmli, 1970). Bu nedenle,
saflastirma teknigi olarak uygulamasi oldukga kolay olan
amonyum siilfat ¢oktirme islemi ve  Onceki
caligmamizda grubumuz tarafindan sentezlenen afinite
jeli  (Sepharose-4B-L-tirozin-m-anisidin)  kullanilarak
BTH enzimi saflagtirilmistir (Kaya ve ark., 2014).

BTH bir¢ok dokuda yaygin olarak bulunmasina
ragmen memeli testislerinde olduk¢a bol bulunmasi,
kolay ulasilabilirligi, taze olarak calisilma avantajlari

gibi nedenlerden dolay1 enzim kaynagi olarak sigir testisi
tercih edilmistir.

Aragtirmada, enzim kaynagi olarak kullanilan testis
ornekleri sigirlardan temin edilmistir. S6z konusu
enzimin suni tohumlamada son derece etkili oldugu
(Alexander, 1977; Grenier ve ark., 1993; Jin ve ark.,
2011; Tong ve ark., 2012) bilindiginden ve sigirlarin
beslenmesinde en 6nemli kaba yem kaynaklarindan olan
yem bitkileri tariminda uygulanan giibreleme islemi goz
oniinde bulundurularak, yem ve giibre sanayinde siklikla
kullanilan kimyasallarin bu ¢aligmada son derece 6nemli
unsurlar oldugu diistiiniilmiistiir.

Literatirde BTH enzimi aym kaynaktan farkli
yontemlerle saflagtirmis  ve enzimin inhibisyon
mekanizmasina 151k tutmak amaciyla degisik yapilarin
inhibisyon etkileri arastirilmistir. Bu ¢aligmada ise sigir
testisinden saflastirilan BTH enzimi {izerine Fe,SOy,
C,H4N4, K,SiFg, CH;N,, CH4N,O ve indol-Biitirik
Asitin in vitro etkileri incelenmistir. Ayrica BTH’in
fizyolojik fonksiyonlara sahip 6nemli bir enzim oldugu
da distiniiliirse s6z konusu se¢ilmis kimyasal yapilarin
enzim iizerinde nasil etkili oldugunun saptanmasinin
onemli oldugu diisiincesindeyiz.  Literatiirde rapor
edilmis ¢esitli ¢aligmalarda (Guthrie, 1969; Tanyildiz1 ve
Bozkurt, 2003; Kaya ve ark., 2014) semenlerden elde
edilen hyaliironidazlarin motilite (hareketliligi) ve
bakteriyolojik ataklara karsi etkisinin aragtirtlmasina dair
bilgilere ulasilmasina ragmen BTH enzimi iizerindeki
etkilerin hakkinda literatiirde herhangi bir bilgiye
rastlanmamig olmasi ¢aligmanin énemini ve orjinalligini
daha da arttirmaktadir. Bu inhibitorlerin, saf enzim
iizerinde c¢aligilmasi, sonuglarin giivenirliligi acisindan
onemli oldugu diisliniilmektedir. Ciinkii saf olmayan
herhangi bir biyolojik sivida uygulanan bilesiklerin,
istenilen enzimle etkilesmesi diger non-spesifik
proteinler tarafindan engellenebilir.

Sonug olarak; saflastinlan BTH enzimi iizerine
FEQSO4, C2H4N4, KzSiFG, CH2N2, CH4N20 Ve Il’ldOl'
Biitirik Asitin inhibisyon etkileri belirlenmis ve 1Csq
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degeri 4.265x102 mM ile indol-biitirik asit (IBA) en
giiclii inhibisyon etkisi gdsteren yapt oldugu tespit
edilmistir.
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