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ÖZET 

Bu çalışmada, terapötik ve çeşitli tıbbi alanlarda yayılma faktörü olarak kullanılan, glikoteknolojik 

uygulamalar ve suni tohumlamada önemli derecede etkili sığır testis hyalüronidazı (BTH: bovine 

testicular hyaluronidase) üzerine yem ve gübre sanayisinde sıkça kullanılan bazı kimyasalların in vitro 

etkileri araştırılmıştır. BTH, amonyum sülfat çöktürmesi yöntemi ve afinite jeli (Sepharose-4B-L-

tirozin-m-anisidin) kullanılarak saflaştırılmıştır. Saflaştırılan BTH enzimi üzerine Fe2SO4, C2H4N4, 

K2SiF6, CH2N2, CH4N2O ve İndol-Bütirik Asitin  inhibisyon etkileri belirlenmiştir. Bu kimyasallar için 

IC50 değerleri sırasıyla 7.097, 5.775, 6.854, 5.317, 4.617, 4.265 ×10-2 mM olarak bulunmuş ve araştırma 

sonucunda, IC50 değeri 4.265×10-2 mM ile indol-bütirik asit (IBA) en güçlü inhibisyon etkisi gösteren 

yapı olduğu tespit edilmiştir. 

 

In vitro effects of some forage industry chemicals on hyaluronidase 
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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 Fe2SO4, C2H4N4, K2SiF6, CH2N2, 

CH4N2O and indole-butyric acid were determined on purified BTH. IC50 values of these chemicals were 

found as 7.097, 5.775, 6.854, 5.317, 4.617, 4.265 ×10-2 mM  respectively and at the end of research, 

indole-butyric acid (IBA) was found as the strongest inhibitory effect compound by the value of IC50 

with 4.265×10-2 mM. 
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1. Giriş  

 

“Hyalüronidaz” terimi; Karl Meyer ve arkadaşları 

tarafından 1940 yılında, söz konusu enzimin hyalüronik 

asiti (HA) parçalamasından dolayı bu ifadeyle 

tanıtılmıştır  (Gladys ve ark., 1940). Hyalüronidazlar çok 

sayıda dokularda ve organizmalarda tespit edilmiştir. 

Örneğin bunlar bazı bakteriler (bakteriyofaj-bakteriyel 

hyalüronidaz), patojenik fungi (Candida, 

Streptomisisler) ve omurgasız hayvanlardır (kabuklular, 

böcekler). Omurgalılardaki hyalüronidazlar; kertenkele 

ve yılan zehrinde, testislerde, karaciğer, böbrek ve 

lenfatik sistem gibi çeşitli somatik dokularda 

bulunmaktadır. Farklı dokulardan izole edilmiş 

hyalüronidazların, moleküler kütlesi, substrat 

spesifikliği, optimum pH’sı ve substrat bozunum 

mekanizmaları farklıdır (Sluis, 1987; Kreil, 1995; Frost 

ve ark., 1996; Csoka ve ark., 1997).  

Memeli testis ekstraktlarının hyalüronidaz aktivitesi 

içerdiği uzun zamandır bilinmektedir (Grais ve Glick, 

1948). Memeli testis ekstraklarından ve diğer dokulardan 

elde edilen hyalüronidazlar,  bir “yayılma faktörü” 

olarak görev görebilirler. Nitekim, hyalüronidazların 

anti-viral aşılar, boyalar ve toksinlerin enjeksiyonunun 

difüzyonunu kolaylaştırıcı madde olduğu 1928 yılında 

Duran-Reynals tarafından gösterildiği bildirilmektedir 
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(Hoechstetter 2005). Büyükbaş ve küçükbaş testis 

hyalüronidaz preparatları yıllardır terapötik ve çeşitli 

tıbbi alanlarda bir yayılma faktörü olarak 

uygulanmaktadır (Baumgartner ve Moritz, 1988). 1997 

yılında ana çözünebilir hyalüronidazın boğa testis 

ekstraktlarında bulunduğu tespit edilmiş ve membrana 

bağlı PH-20 enziminin bir parçası olduğu anlaşılmıştır 

(Meyer ve ark., 1997). 

PH-20 proteini; hyalüronidaz aktivitesi sayesinde 

kumulus ooforusun (gelişen graaf folikülünde yumurtayı 

çevreleyerek folikül boşluğuna doğru çıkıntı yapan 

granulos hücreleri kümesi) hyalüronik asit 

komponentinin depolimerizasyonuyla penetrasyonu ve 

sperm-zona pellusida etkileşimi gibi birçok fonksiyona 

sahiptir (Cherr ve ark., 2001). 

Literatürde sığır testis hyalüronidazını (Bovine 

testicular hyaluronidase, BTH) farklı oranlarda inhibe 

eden çeşitli kimyasallara dair birçok veri bulunmaktadır 

(Botzki ve ark., 2004; Hertel ve ark., 2006; Kakizaki ve 

ark., 2010; Kaya, 2013; Kaya ve ark., 2014). Öte yandan 

yapılan literatür taramasında; hayvan besiciliğinde, 

gerek yem sanayinde kullanılan katkı maddelerinde, 

gerekse yem bitkileri tarımında kullanılan gübrelerin 

yapısında bulunan ve bu çalışmada da incelenen bazı 

kimyasallara yönelik veriler yer almaktadır (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 çalışmamızda 

kullanılan kimyasallarla ilgili olarak sığır testis 

hylüronidazı üzerine rapor edilmiş herhangi bir 

inhibisyon çalışmasının olmayışı, bu çalışmanın önemi 

daha da arttırmaktadır. 

Bu çalışmada; yem ve gübre sanayinde sıklıkla 

kullanılan bazı kimyasalların, suni tohumlamada etkin 

bir rol oynayan sığır testis hyalüronidazı üzerine in vitro 

etkileri araştırılarak, söz konusu kimyasalların her biri 

için inhibisyon sabitlerinden biri olan IC50 değerlerinin 

tespiti amaçlanmıştır 

 

2. Materyal ve Yöntem 

 

2.1. Araştırmada kullanılan kimyasallar 

 

Bu çalışma için kullanılan; Sepharose 4-B, m-

anisidin, L-tirozin, Hyalüronik asit, tris (hidroksimetil) 

aminometan HCl (Tris-HCl), Fe2(SO4), C2H4N4, K2SiF6, 

CH2N2, CH4N2 ve indol-bütirik asit (IBA) Sigma 

Chemical Comp.’den; Sodyum hidroksit, Trihidroksi 

metil aminometan (Tris), sodyum sitrat dihidrat, sitrik 

asit, soydum klorür, sodyum sülfat, sodyum perklorat, 

sodyum asetat,  hidroklorik asit,  asetik asit, sülfürik asit, 

fosforik asit, sodyum azotür, sodyum nitrat, sodyum 

tiyosiyanat ve sodyum siyanür Merck A.G’den; metanol, 

etanol, amonyum persülfat ve dekstroz Riel de Haen 

A.G’den temin edilmiştir. 

 

2.2. Testis örneğinin hazırlanması 

 

Testis numuneleri, mezbahaneden kesim sonrası taze 

alınarak küçük parçalara ayrılıp ekstraksiyon 

tamponunda (8,20 g (0,1 mol) CH3COONa ve 8,77 g 

(0,15 mol) NaCl 950 mL distile suda çözülerek, 1M HCl 

ile pH’sı 5.4’e getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye 

tamamlandı) homojenize edilmiştir. Homojenize edilen 

testis örneği 15000 rpm’de +4 °C’de 60 dakika santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonrası sıvı kısım (supernetant) 

alınarak aynı gün deneysel çalışmalarda kullanılmıştır. 
 

2.3. Enzimin aktivite tayini 
 

Hyalüronidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik 

olarak tayin edildi. Aktivite ölçümü için 0,05 mL enzim 

çözeltisi alınıp daha önceden hazırlanmış olan 1 mL 

tampon (200 mM sodyum format (HCOONa) pH 3.71) + 

substrat (12,3 mM hyalüronik asit çözeltisi) çözeltisine 

çabuk bir şekilde eklendikten sonra 232 nm’de (Suzuki 

ve ark., 2001; Kakizaki ve ark., 2010; Fallis, 2013; Guo 

ve ark., 2014) 1 dakikadaki 37 
o
C’de absorbansta 

meydana gelen değişme okundu. Bu şekilde hyalüronik 

asitin 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 NAG’in µmol’ü olarak tayin edilmiştir (Suzuki ve 

ark., 2001; Fallis 2013). 

 

2.4. Amonyum sülfat çöktürmesi 

 

Araştırmamızda BTH enzimini sığır testisinden 

saflaştırmak için afinite kromatografisi tekniğini 

uygulamadan önce ön saflaştırma işlemi yapılmıştır. Bu 

amaçla % 40–60 amonyum sülfat çöktürme işlemi 

uygulanmıştır (Kaya ve ark., 2014). 

 

2.5. Afinite jelinin sentezi 

 

2.5.1. Sepharose 4B’nin aktifleştirilmesi 

 

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yıkanarak 

dekante edildi.  Eşit hacimde distile su ile birleştirildi. 

Karıştırılmakta olan jel süspansiyonuna 4 g CNBr’in 

hepsi birden katıldı. pH metre kullanılarak 

süspansiyonun pH’sı 4 M NaOH ile hemen 11’e çıkarıldı 

ve tepkime bu pH’da muhafaza edildi. Tepkimeye pH 

değişmeyene kadar devam edildi (10-15 dakika). Çok 

miktarda buz süspansiyona katıldı ve karışım bir buhner 

hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL soğutulmuş 0,1 

M Na2HCO3 tamponu (pH 10,00) ile yıkandı (Şekil 1). 

 

2.5.2. L-tirozinin bağlanması 

 

CNBr ile aktifleştirilmiş matriks üzerine, 20 

mL’sinde 15 mg tirozin içeren 0,1 M NaHCO3 

tamponunun (pH 10,00) soğuk çözeltisi ilave edilerek 90 

dk karıştırıldı. Bundan sonra süspansiyon 16 saat 4 
o
C’de 
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bekletildi. Bu sürenin bitiminde yıkama suyu 280 nm’de 

absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yıkandı. 

Böylece tepkimeye girmeyen tirozin tamamen 

uzaklaştırılmış oldu. Yıkama 100 mL 0.2 M NaHCO3 

tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandı. Tirozinle modifiye 

sepharose-4B aynı tamponun 40 mL’si içine alındı (Şekil 

2). 

 

 

Şekil 1. Sepharose 4B’nin aktifleştirilmesi 

 

 

Şekil 2. L-Tirozinin bağlanması 

 

2.5.3. m-Anisidin bileşiğinin bağlanması 

 

25 mg m-anisidin 0 
o
C civarında 10 mL 1M HCl 

içerisinde çözüldü. 75 mg NaNO2 ihtiva eden 0 
o
C’deki 

5 mL çözelti, m-anisidin çözeltisine damla damla katıldı.  

10 dakika tepkimeden sonra diazolanmış bulunan m-

anisidin, 40 mL Sepharose-4B-L-tirozin süspansiyonuna 

ilave edildi. pH: 9,5’a çıkarılarak sabit tutuldu ve 3 saat 

oda sıcaklığında karıştırıldı. Daha sonra 1 L saf su ve 

ardından 200 mL 0,01M Na2HPO4 (pH: 6,0) tamponu ile 

yıkandı ve aynı tamponda muhafaza edildi (Şekil 3). 

 

2.5. BTH’nin afinite jeliyle saflaştırılması 

 

Önceki çalışmamızda grubumuz tarafından 

sentezlenen afinite jeli (Sepharose-4B-L-tirozin-m-

anisidin) için 0.025 M Na2HPO4 ve 0.5 M NaCl, 50 mM 

m-anisidin içeren pH:4.0 elüsyon tamponu kullanılarak 

BTH enzimi saflaştırılmıştır (Kaya ve ark., 2014). 

 

2.6. BTH aktivitesinin hesaplanması 

 

BTH aktivitesi; 232 nm’de, hyalüronik asit 

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

; l, ışın 

yolunu (1 cm) ifade etmektedir. 

 

2.7. İnhibisyona sebep olan seçilmiş kimyasalların ıc50 

değerlerinin belirlenmesi 

 

Yem ve gübre sanayinde sıklıkla kullanılan farklı 

kimyasalların IC50 değerlerini bulmak için, optimum 

şartlarda hyalüronik asit substratının 12.3 mM sabit 

derişiminde çalışılmıştır. İlk olarak, seçilen 

kimyasalların olmadığı ortamda enzim aktivitesi 
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Şekil 3. m-anisidin bileşiğinin bağlanması 

 

bulunmuştur. Bu değer %100 enzim aktivitesi olarak 

kullanılmıştır. Seçilmiş olan kimyasalların değişik 

derişimlerine karşılık gelen absorbanslar 232 nm’de köre 

karşı okunmuş ve elde edilen absorbans değerlerinden % 

enzim aktiviteleri hesaplanmıştır. % Enzim aktivitesi-

[İnhibitör] grafiklerinden yararlanarak her bir seçilen 

kimyasal için IC50 değerleri regresyon analizi ile tespit 

edilmiştir.  
 

3. Bulgular ve Tartışma 
 

Çalışmada inhibitör olarak incelenen kimyasallara ait 

elde edilen regresyon eğrileri Şekil 4-10’da verilmiştir.  
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Şekil 4. BTH enzimi üzerine % aktivite-[Fe2SO4] grafiği 

 

Şekil 5. BTH enzimi üzerine % aktivite-[ C2H4N4] grafiği 

 
 

Şekil 6. BTH enzimi üzerine % aktivite-[ K2SiF6] grafiği 
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Şekil 7. BTH enzimi üzerine % aktivite-[ CH2N2] grafiği 

 

 

 
 

Şekil 8. BTH enzimi üzerine % aktivite-[CH4N2O] grafiği 

 

 

Şekil 9. BTH enzimi üzerine % aktivite-[İndol-bütirik asit] grafiği 
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Şekil 10. BTH enzimi üzerine Fe2SO4, C2H4N4, K2SiF6, CH2N2, CH4N2O ve İndol-Bütirik Asitin % aktivite-

[İnhibitör] grafiği 

 

Regresyon eğrilerinden yararlanılarak belirlenen IC50 

değerleri ise Çizelge 1’de sunulmuştur. Buna göre 

4.265×10
-2

 mM IC50 değeriyle indol-bütirik asit (IBA) en 

güçlü inhibitör ve 7.097×10
-2

 mM IC50 değeriyle de 

Fe2SO4 en zayıf inhibitör etkisi gösteren yapı olduğu 

tespit edilmiştir. Diğer bileşiklerin C2H4N4, K2SiF6, 

CH2N2 ve CH4N2O’nun da çalışılan derişimlerde BTH’ı 

belirli ölçüde inhibe ettikleri gözlemlenmiştir (Çizelge 

1). 

 

Çizelge 1. Çalışmada kullanılan seçilmiş kimyasallar ve 

IC50 değerleri 

Bileşiğin İsmi IC50 (×10
-2 

mM) 

Fe2SO4 7.097 

C2H4N4 5.775 

K2SiF6 6.854 

CH2N2 5.317 

CH4N2O 4.617 

İndol-Bütirik Asit 4.265 

 

BTH enziminin daha ekonomik ve hızlı bir şekilde 

saflaştırılması gereklidir. Çünkü enzimin geniş substrat 

spesifikliğine sahip olması, preperatif organik kimya 

açısından önemlidir. BTH enzimine, son yıllarda birçok 

klinik çalışmalarda oldukça yoğun bir ilgi duyulduğu 

bilinmektedir. Ayrıca BTH’ın, kanser çalışmalarında, 

endüstriyel alanda ve bu çalışmanın en önemli 

hedeflerinden olan suni tohumlamada öneminin de 

olması daha pratik saflaştırma metotlarının gerekliliğini 

ortaya koymaktadır (Laemmli, 1970). Bu nedenle, 

saflaştırma tekniği olarak uygulaması oldukça kolay olan 

amonyum sülfat çöktürme işlemi ve önceki 

çalışmamızda grubumuz tarafından sentezlenen afinite 

jeli (Sepharose-4B-L-tirozin-m-anisidin) kullanılarak 

BTH enzimi saflaştırılmıştır (Kaya ve ark., 2014). 

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.  

Araştırmada, enzim kaynağı olarak kullanılan testis 

örnekleri sığırlardan temin edilmiştir. Söz konusu 

enzimin suni tohumlamada son derece etkili olduğu 

(Alexander, 1977; Grenier ve ark., 1993; Jin ve ark., 

2011; Tong ve ark., 2012) bilindiğinden ve sığırların 

beslenmesinde en önemli kaba yem kaynaklarından olan 

yem bitkileri tarımında uygulanan gübreleme işlemi göz 

önünde bulundurularak, yem ve gübre sanayinde sıklıkla 

kullanılan kimyasalların bu çalışmada son derece önemli 

unsurlar olduğu düşünülmüştür.  

Literatürde BTH enzimi aynı kaynaktan farklı 

yöntemlerle saflaştırmış ve enzimin inhibisyon 

mekanizmasına ışık tutmak amacıyla değişik yapıların 

inhibisyon etkileri araştırılmıştır. Bu çalışmada ise sığır 

testisinden saflaştırılan BTH enzimi üzerine Fe2SO4, 

C2H4N4, K2SiF6, CH2N2, CH4N2O ve İndol-Bütirik 

Asitin in vitro etkileri incelenmiştir. Ayrıca BTH’ın 

fizyolojik fonksiyonlara sahip önemli bir enzim olduğu 

da düşünülürse söz konusu seçilmiş kimyasal yapıların 

enzim üzerinde nasıl etkili olduğunun saptanmasının 

önemli olduğu düşüncesindeyiz.  Literatürde rapor 

edilmiş çeşitli çalışmalarda (Guthrie, 1969; Tanyıldızı ve 

Bozkurt, 2003; Kaya ve ark., 2014) semenlerden elde 

edilen hyalüronidazların motilite (hareketliliği) ve 

bakteriyolojik ataklara karşı etkisinin araştırılmasına dair 

bilgilere ulaşılmasına rağmen BTH enzimi üzerindeki 

etkilerin hakkında literatürde herhangi bir bilgiye 

rastlanmamış olması çalışmanın önemini ve orjinalliğini 

daha da arttırmaktadır. Bu inhibitörlerin, saf enzim 

üzerinde çalışılması, sonuçların güvenirliliği açısından 

önemli olduğu düşünülmektedir. Çünkü saf olmayan 

herhangi bir biyolojik sıvıda uygulanan bileşiklerin, 

istenilen enzimle etkileşmesi diğer non-spesifik 

proteinler tarafından engellenebilir.  

Sonuç olarak; saflaştırılan BTH enzimi üzerine 

Fe2SO4, C2H4N4, K2SiF6, CH2N2, CH4N2O ve İndol-

Bütirik Asitin  inhibisyon etkileri belirlenmiş ve IC50 
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değeri 4.265×10
-2

 mM ile indol-bütirik asit (IBA) en 

güçlü inhibisyon etkisi gösteren yapı olduğu tespit 

edilmiştir.  
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