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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Hirudo medicinalis (TIBBT SULUK) IN KAS DOKUSUNDA HYALURON IDAZ
AKT IVITESININ ARASTIRILMASI

AYSEGUL SAHIN

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu

Su Urunleri Yettiricili gi Anabilim Dali

2006, Sayfa: 33

Bu calsmada, Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiltesi @plik Uretim ve
Arastirma tesisindeki suluk Uretim ve ygirme havuzlarinda yastirilen Tibbi suluk
Hirudo medicinalidn kas dokusunda spektrofotometrik yontemle hyahidaz miktar
ve aylara gore dgsimi aragtirildi.

Calsmada, bir yil boyunca toplam 168 adet iilti anteriér ve posteriér
bdlgelerindeki kas dokulari kullanildi. Sultklertokularinin ekstraksiyonu yapilarak
belirtilen dokularda hyaluronidaz miktari saptandi.

Calismada Hirudo medicinalis’ de en yuksek hyaluronidaz miktari Mart ayinda
ortalama 1692,69+40,65 pumol/L (1190,49 — 2270,@en),diguk hyaluronidaz miktari
ise Eylul ayinda 322,98+13,41 umol/L (207,31 — 824 plarak bulundu.

Tibbi silik Hirudo medicinaliSan kas dokusundaki hyaluronidaz miktarinin
aylara gore dalimlari arasindaki farkin istatistiksel olarak amle olmadgi (p > 0,05)
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Suluk,Hirudo medicinalis Hyaluronidaz



ABSTRACT

Master Thesis

THE INVESTIGATION OF HYALURONIDASE ACTIVITY IN MUSC LE OF
MEDICINE LEECH ( Hirudo medicinalis)

Aysegiil SAHIN

Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Aquaculture

2006, pages: 33

In this study, the level and monthly changes of linymidase were
spectrophotometrically investigated in the musclé medicine leech Hirudo
medicinalig reared in Cip Fish Reproduction Unit of Firat iesity Fisheries Faculty.
During the study, the muscle samples from bothramitand posterior parts of total 168
of leeches were dissected and then they were ¢atkator determination of
hyaluronidase levels.

While the highest hyaluronidase level was found 1&92.69+40.65umol/L
(1190.49-2270.07) in March, the lowest hyaluronedievel was found as 322.98+13.41
pmol/L (207.31-824.21) in September.

In conclusion, it was determined that the monttigrmes of hyaluronidase level
in the muscle of medicine leectHifudo medicinali$ were found statistically
insignificant (P>0.05).

Key Words: Medicine LeechHirudo medicinalis Hyaluronidase
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1. GIRIS

Hirudo medicinaliseski c&lardan beri hem parazit, hem de tipta kullanilanhtz
olarak bilinmektedir. Yerytuziinde yayan cok cgtli stliik tirt vardir. Bu suliklerin bir kismi
omurgalilarda, dger bir kismi da omurgasiz canlilarda paraziter gtistermektedir. Sultkler
sulara baimh olmakla beraber, karasal ve yari karasal farmila bulunmaktadir. Stluklerin
bir ¢cogu sularin gi kisimlarinda tg ve bitkiler Gzerinde yamlarini surdirebild gibi ¢ok
farkll alanlara da ihtiyag goOsterebilir. Bazi tirlese gollerde, havuzlarda, yavakintili
yerlerde, alg hizi yuksek akarsularda ve batakliklardgaygHalton, 1989; Smith, 2001).

Eski donemlerde oldiu gibi, giinimizde de tam kontrolll laboratuvarlestil sartlar
altinda uretilen sulikler modern tipta kullanilmeakt (Sglam, 2004).

Sulukler caitli lokal agrilarda, bébrek iltihabi, larenjit, g6z rahatseh| beyinde kan
toplanmasi, hattaismanlik ve zihin rahatsizliklari gibi hemen hemencdk hastalikta
kullanilmistir. Tibbi siltk Hirudo medicinalin serbest mikrovaskiilar doku transferlerinde
kullanimi da her gegen gun artmaktadir (Demirh&791 Eldor ve di. 1996; Rao ve Whitaker,
2003).

Gunumuz hekimfinde deri ve dier organ transplantasyonlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dokuda meydana gelgigkinlik ve hematomu gidermek amaciyla sulikler
kullaniimakta ve buyuk bir Bari s&lanmaktadir. Bunun yaninda sultklerin salggadre
antikoagulant 6zeli tasiyan hirudin de transplante edilen dokulardaki kantilarini eriterek
doku adaptasyonunu hizlandirmaktadmsanlarda dil, testis, orbita hematomlarinda ve diz
eklemi yangilarinin g@ltiminda da kullanilmaktadir (Demirhan, 1979; Bdnga, 1995;
Canpolat ve Sdam, 2004).

Suluklerin gerek kendileri, gerekse onlardan eddiden enzim ve hormonlar g#i
hastaliklarin tedavisinde aranilan ilaclar olaradini almstir. Sdlikler yapilarinda bir¢ok
enzim ve hormon ihtiva etmektedir. Bu enzimlerden dbe hyaluronidazdir. Kardiovaskuler
sahada, miyokardial dokular Uzerinde koruyucu biki egostermektedir. [Fer tibbi
uygulamalarda da genbir kullanim alanina sahiptir. Bazi virtslere vazbhabis timorlere
karsi savunmada ve yaralarin iyhaesinde dnemli bir etki gostermektedir. Besin efrikis
icinde de eti yumgatan bir madde olarak hyaluronidaz kullaniimaktg@iilkinson ve dg.,
1995; Bozkurt ve ¢j., 2003; Tanyildizi ve di, 2005).

Bu calsmayla, hyaluronidaz enziminin tibbi siliklirudo medicinaliSin kas
dokusundaki aylik dgsimi ve mevsimsel aktivitesinin spektrofotometrikngdm kullanilarak

tespit edilmesi amaclanstir.



Firat Universitesi, Su Urlnleri Fakiltesi, Su blgri Yetistiricili gi Hastaliklar
Anabilim Dali laboratuarlarindan yararlanilarak gedestirilen bu calgsma Firat Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri (FUBAP) (Proje No: 1128) tarafinddesteklenngtir.



2. LITERATUR BiLGiSi

Bu calgmada Hirudo medicinalide hyaluronidaz dizeyinin ayhk gigim ve
mevsimsel aktivitesinin agariimasi amaclangindan, bu konular hakkinda bilgi verilmesi

uygun bulunmstur.

2.1.Hirudo medicinalis (Tibbi Suliik)'in Genel Morfolojik Ozellikleri

Hirudo medicinalis34 adet segmente sahip olan bir Annelidtir. Visuttlorso-ventral
basiktir. Vicutlarinda bariz bir badlgesi ayirt edilmez. Arka uclarinda tutunma onggorevi
goren blyuk bir cekmen ilegain etrafinda kii¢ctik bir cekmen bulunttirudo medicinalin
vicudu Uzerinde kirmizi, kahverengisyere siyah renkler ile beraber benek tarzindalek
goOrilmektedir. Boylari 20 cm ye kadar sdhilmektedir (Cglar, 1973; Davies, 1991; §am,
2000; URL 1; Moore, 2001; URL 4).

Bu suluklerde Ozellamis duyu organlari olarak gozler ve segmental siralgnm
duyumsal papilleri vardir. Gozler 5 cift olup 6nrahn dorsal ylzeyi Uzerine yeghaistir.
Duyumsal papillerin siralagn her segmentin bir halkasinda ysnes olan kicik disk
olusumlandir. Bunlarin her biri terminal bir kil gahigindan kuatikal Gzerinde c¢ikint
olustururlar. Duyu hdcreleri bu sdltklerin av ve kondd&gni bulmasini ve karanlikta hareket
etmelerini s@lar. Bu duyu reseptorleri sayesinttBrudo medicinalis konakgilarda bulunan
balik pulu, doku 6zl, y@bezlerinin salgisi ve gér maddelerin salgilanmasi ile saldiriya
gecerler. Vicut salgilar tarafindan cezp edilefuldér canliya dgru hareket ederek ona
yapsir ve beslenirler. (Demirsoy, 198%en ve d§.2001; Sglam, 2004; URL 8; URL 7).

Sindirim kanallari anteriér cekmen tarafindan ¢ckammis olan &iz ile bglamaktadir.
Hirudo medicinalisin agiz bglugu icerisinde bigak gibi keskin gieri tasiyan U¢ ¢ene vardir.
Kan emecgi zaman ¢cekmenleriyle sikica tutunarak vicut yizeydilerini gecirir ve dokuda
kesik meydana getirirHirudo medicinalidn salgiladgl hirudin antikoagilant yapida olup
kanin pihtilamasini 6nledii gibi yara kabgunun olgumunu da engelleyerek i1sigdiyerde
yara olgturmaz. Ayrica bu salgl anestezik bir madde ihg##Einden yarmaglemi sirasinda
acl hissedilmez (URL 6)Hirudo medicinalisvicut &irliginin 10 kati kadar kan emebilme
yetengine sahip oldgundan bir kez beslendikten sonra bir yila kadar lkammeden
yasamlarini devam ettirebilirler. ClUnkid bu slliklerdmilen fazla kan midenin yapisinda
bulunan divertikillerde depo edilir. Bu nedenle iykan emmg siltukler normal grlinin 10
kati buyuklukte olabilir. (Cgar, 1973; Sawyer, 1986; flam, 1994; Goneng, 2000; URL 5).



Solunumlari genellikle viicut yizeyi tarafindarglaair. Epidermis gegibir kapillar
damar gina sahip olup, solunuma yardim etmektedir. Aynmmaada posteridr cekmenleriyle
uygun bir yere tutunup dalgalanma hareketi yapmaktiyle de solunumlarini gerceklemis
olurlar (Lutz ve d§., 1959; Keasner, 1967; Pennak, 1991; URL 6).

Sinir sistemi vicut yapilarina O6zejfais ileticilerdir. Sinir di@umlerinin hicre
govdeleri farkl folikuller icinde gurupfanistir. Her gangliyon alti folikil meydana getirir.
Besinci ve altinci segmentlerde genbir gangliyonik sinir, farinks ve hortumun cevrasi
kusatmstir. Bu halka beyni ifade eder. Faringeal halkafatibgeal gangliyonlari ile ilk G¢tincu
veya dordiincti segmentin gangliyonlari posterioraidalerler.iki ventral sinirseridi varsa da
segmental ganglia’nin her cifti eriyerek bgneistir. Bu merkezi sinir sisteminden fia
periferik ve sempatik sinir sistemleri de bulunnzakt ( Barnes, 1987; gkam, 2004).

Eseysiz ¢c@alamazlar. Rejenerasyon kabiliyetleri de cok azHirudinea’ nin hepsi
hermafrodittir. Klitellar bolge olarak isimlendigih 9-11. segmetler arasi bir erkek bir dg di
genital delik tairlar. Erkek genital por daimagiligenital porun 6n tarafinda bulunur. Déllenme,
spermalarin erkek cinsiyet organi (penis) aragila diger bireyin vaginasina aktariimasiyla
gerceklgir (Caglar, 1973; Geldiay ve gdi 1991; Sglam ve Sarrieyylipdu, 1998; Gonenc,
2000; URL 3).

Ilkbaharda sicakiin artsi ile suliikler uyariimakta ve yumurtlama gercakiektedir.
Dollenme gercekkgikten bir sure sonra yumurtalar, kilitellum bezl¢arafindan salgilanan
besleyici albumin ile dolu bir kesenin (kokon) igifbirakilir (Brown, 1967; Davies, 1991;
Wilkin ve Scofield, 1991)Hirudo medicinalisler bu kokonlarini birakmak Uzere, sudan
ayrilarak nemli topran icine girerler (Cglar, 1973; Elliott ve, Mann 1979; Sawyer, 1986;
Barnes, 1987; $tam, 1994; Saygi, 2002).

2. 1. 1. Hirudo medicinalisin Sistematikteki Yeri

Suluklerin sistemagi farkl bilim adamlarina goére farkkekillerde yapilmgtir. Sawyer
(1986)'a gore Tibbi sulik olarak adlandiril&tirudo medicinalign (Sekil 2.1) sistemagi
asagida verilmitir.

Alem: Animalia
Alt Alem: Metazoa
Sube: Annelida
Alt Sube: Clitellata

Sinif; Hirudinea



Alt Sinif: Hirudininae
Takim: Rhynchobdellida
Aile: Glossiphoniidae
Aile: Hirudinidae

Alt Aile: Hirudinariinae
Cins: Hirudo

Tar: Hirudo nipponia
Tar: Hirudo troctina

Tur: Hirudo medicinalis

Sekil 2. 1. 1.Hirudo medicinalidn dorsal goriungu

2. 2. Hyaluronidaz’in Tanimi ve Aktivitesi

Hyaluronidaz; bir endoenzim olup hyaluronik asindeki kisa zincirli oligosakkarit
depolimerizasyonunu katalize eder. Hyaluronik asé folikil hicrelerini bir arada tutma
Ozelligine sahiptir. Serumdaki hyaluronik asit seviyesianfeksiyonlar sirasinda ytkseidve
bu yukselin klinik olarak atgli aktivitede yararli olaga rapor edilmgtir. Hyaluronidaz,

hyaluronik asitin dengelenmesinde énemli bir gdisttenmektedir. Suluklerdeki hyaluronidaz



enzimi ancak belirli salgi hicreleri tarafindan mhaya getiriimektedir. Tibbi stlukH{rudo
medicinalig'te de hyaluronidaz enzimi vicuttaki salgi hiicrielgerisine lokalize olmgtur. Bu
enzim spermlerin yumurtaya daha hizli nifuz etneesiardimci olmaktadir (Frost vegdi
1997; Meyers, 2001; Bozkurt vegdi 2003). Ayrica hyaluronidaz bazi kemoterapotikleticut
icindeki etkisini yukseltmek icin de kullanilmakiadBu 6zellginden dolayi suliklerden temin
edilen hyaluronidaz enzimi antibiyotiklerin yapiginkatilarak antibiyogin etkisini
guclendirmek ve emilimini hizlandirmak igin kullémektadir (Sawyer, 1982). Hyaluronidaz,
tibbi uygulamalarda gepibir yayihm alanina sahip olup tedavi edici birebige sahiptir.
Suluklerden elde edilen hyaluronidazin bir gtz &lgst olan glokomun tedavisinde
kullanilabilecgi rapor edilmitir (Sawyer, 1986; Hoving ve Linker, 1999).

Frost ve di. (1997), Tanyildizi ve @i (2003), tipta 6zellikle virlis ve timorlere kar
savunma mekanizmasinin giurulmasinda ve yine yumurta ve sperm aktivitesinde
hyaluronidazin 6nemli bir role sahip ofglinu ve Uremede etkin bir goérev ddu
belirtmislerdir. Hicresel Ureme ve farklgima icin énemlidir ve ba dokuda yapisal bir role
sahiptir (Frost ve @i 1997; Hoving ve @ 1999; Krishnapilla ve @i, Takahashi ve dj
2003).

Ayrica suluklerin farkh beslenme gkanliklarina bgh olarak viicutlarinda salgilanan
hyaluronidaz aktivitesinin g@sim gosterdi ve bakterilerin hicre duvarinda yer alarak
bakterilerin savunma mekanizmasini kontrolgetie belirlenmgtir (Hovingh ve Linker , 1999).
Hyaluronidaz enzimi ile ilgili dinyada ve ulkemizdessitli calismalar (Bozkurt ve ¢, 2003;
Frost ve di, 1997; Sawyer, 1986; Tanyildizi vegdP003; Wilkinson ve @, 1995) yuratalmg
olmasina rgmen ulkemizde tibbi silikHirudo medicinaliSn hyaluronidaz enziminin
belirlenmesi Uzerine yapilmicalsmaya rastlanmargtir. Wilkinson ve dg. (1995) farkl ya
guruplarina ait insan plesantasindaki hyaluronidaivitesinde farklliklar oldgunu
aciklamglardir. Toida ve di. (1999) florimetrik yontemle sulfonat glikosamirig@nlarin
hyaluronidaz aktivitesi tizerine olan etkisini galiglardir.

Krishnapllai ve di. (1998), Nephrops norvegus olarak isimlendirilen Karides tiri
Uzerinde yapmi olduklar calgmada hyaluronidaz aktivitesinin karidesin hepatdpaasinda
en yuksek miktarda olgunu tespit etmslerdir. Kudo ve Tu (2001) yilan zehirinden
hyaluronidazin izole edilebilegmi bildirmislerdir. Meyers (2001) sperm ve yumurta arasindaki
etkilesimde hyaluronidaz enziminin etkisini atamistir. Tanyildizi ve Bozkurt ( 2001) ise kog

ve spirlarin sperm karakterigi Gzerine hyaluronidaz aktivitesinin etkisini gahislardir.



3. MATERYAL VE METOT

Calismada, Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiltesi @ighk Gretim ve argirma
tesisindeki stluk Uretim havuzlarindan 12 ay boyuaglik olarak toplanarak F.U. Su Urinleri
Fakiltesi Balik Hastaliklari Laboratuarina getimiléoplam 168 adetHirudo medicinalis
kullanildi. Calsma slresinc§ubat — Ekim aylari arasinda sulik érnekleri toplean Kasim —
Ocak aylarl arasinda siuykusu nedeniyle sulukler togna derinliklerine c¢ekildiinden

bulunamadi.

3. 1. Materyal

3. 1. 1. Calsma Alani

Calismanin yiritildgi Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Cip Baliretim ve
Arastirma tesisi, Elag ilinin 18 km kuzey- batisinda yer alan Cip Bardjl@nin hemen alt
tarafinda yer almaktadir. Tesisin yiizey alani 15@6lup, gerekli su tesis icindeki yer alti
kaynaklarindan kadanmaktadir (Doéricl, 1990). Caghada kullanilan sulikler bu tesisteki
suluk dretim havuzlarindan toplargtmr ( Sekil 3.1).

Sekil 3. 1 : Suluk Gretim ve yegtirme havuzlarinin gorusi



3. 1. 2. Kullanilan Malzemeler

Sulukler ayda iki sefer olmak tzere g¢mla alanina gidilerek bir pens yardimiyla
toplandi. Suluklerin ganmasinda 5 litrelik plastik bidonlar kullanildi.almada suliklerin
agirhklarinin 6lgimu ve kimyasal maddelerin tartisnagin 0,0001 g hassasiyetli Shimadzu
UW 620 H marka hassas tera&iekil 3.2), pens, bisturi, makas, operasyon eldiveioku
orneklerinin konuldgu petri kutulari, hyaluronidaz analizi yapilana &adloku 6rneklerinin
saklandgl derin dondurucu, dokularin homojenizasyonuniglasaak icin cam — cam
homojenizatdr §ekil 3.3), homojen hale getirilen doku ekstraklamirsantriflij edilmesinde
kullanilan ependrof ve 15 ml' lik santrifdj tuplersantrifij tiplerinin yerlgirildi gi sporlar,
doku orneklerinin santriftij edildi Nive NF800OR marka gotmali santrifiij cihaziSekil 3.4),
doku drneklerinin inkiibasyona birakgdiNtve EN 400 marka eti§€kil 3.5), sivi kimyasal
maddelerin 6l¢ilmesi igin pipet, kimyasal solusyom hazirlandy beher , erlenmayer ve
balon, sivi kimyasallarin 6lciminde kullanilan nreztyaluronidaz aktivitesinin tayini igin

Aquamate marka spektrofotometre cihaak(l 3.6) ve 3 ml’ lik spektro kuvetleri kullanildi

Sekil 3. 2. Hassas terazi



Sekil 3. 3.Cam- cam homojenizator.

Sekil 3. 4. Nive NF800R marka gatmali santrifiij cihazinin gérinima.



Sekil 3. 5.Ntive marka etilv

Sekil 3. 6. Aquamate marka spektrofotometre cihazi

10



3. 1. 3. Calsmada Kullanilan Kimyasallar

Hyaluronidaz tayini igin kullaniimasi gereken aglea gagida verilmitir.
1- N- asetil glukozamin (NAG): Calsmada hyaluronidaz enziminin standargriginin
ctkanimasi icin N-asetilglukozamin kullanildi. Mefilglukozamin’den 50, 100, 200 mg
tartilarak 1 L saf suda ¢Ozuldu. Elde edilen 51,7200 mg /L’lik NAG solusyonlari ayri ayri
582 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu.
2- Dimetilaminobenzaldehit (DMAB) : Once 87,5 ml si glasialasetik asit, 12,5 ml si
hidroklorik asit olan 1 L lik solusyon hazirlandilde edilen bu solusyon igine 10 g
dimetilaminobenzaldehit katilarak ¢6zlldu. Boylestek DMAB olwturuldu. Olturulan bu
stok kullanilacgl zaman 1/10 oraninda glasial asetik asit ile tesudandirildi.
3- 0,45 mol/L NaCl :26,9 g tartilan NaCl 1 L lik saf suda ¢6zilerek80pdol/L’lik olan NaCl
¢cOzeltisi hazirlandi. Bu ¢dzelti homojenizasysleminden 6nce doku orneklerinin 1/5 oranda
sulandiriimasinda ve asetat tamponunun hazirlamegullanildi.
4- Hyaluronik asit : Hyaluronik asitten 0,8 mol/L’lik solusyon hazirland@unun icin 40 mg
tartilan hyaluronik asit 10 ml lik saf suda ¢oziléiazirlanan bu ¢ézelti si@in kas dokusunda
bulunan hyaluronidazin a@ cikarilmasinda kullanildi.
5- Potasyumtetraborat : Potasyumtetraboratin 0,8 mol/L’ lik solusyonu hiazxdi. Bunun igin
2,444 g potasyumtetraborat tartilarak 10 ml safasgézildi. Cajmada kullanilan bu
¢Ozeltinin pH’'sinin 10 olmasi geregimden, solusyononun pH’si sodyum hidroksit ile 10'a
ayarlandi.
6- Asetat Tamponu : Bu ¢oOzeltinin elde edilmesinde 0,45 mol /L’lik NiaGolusyonu
kullanildi. 0,3 mol/L’'lik hazirlanmasi gereken asetamponunun elde edilmesi icin 16,9 g
tartilan sodyum asetat daha 6nceden hazirlarEnmol/L’lik NaCl solusyonunda ¢o6zildi.
Hazirlanan asetat tamponunun 3,8 olmasi gerekesi #d hidroklorik asit ile ayarlandi.

Calsmada yararlanilan solusyonlarin pH’larinin ayarlasmda % 33,3'lUk analitik
safliktaki hidroklorik asit ve sodyum hidroksit kaildi. Caitli solusyonlar iginde yine analitik

safliktaki glasial asetik asitten yararlanildi.
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3. 2 . Metot

3. 2. 1. Suluklerin Temini

Arastirmada kullanilacak stliikler, Firat Universitesi Briinleri Fakiltesi Cip balik
Uretim ve argtirma tesisindeki suluk dretim havuzlarindan bingegardimi ile elle toplandi.
Toplanan siilik 6rnekleri belitrelik bidona yerlstirilerek Firat Universitesi Su Uriinleri
Fakultesi Balik Hastaliklar laboratuvarina getirilCanli olarak getirilen sultiklere numara
verilerek 0.0001g hassasiyetli dijital terazi ilgiraklari ve bir cetvel yardimi ile boylari
olculdu. Ayrica siliklerin toplangh havuzlardaki suyun sicagly pH si dl¢tldikten sonra bu
havuzlardan alinan su ornekleri laboratuvara detak oksijen, sertlik ve organik madde

tayinleri yapildi.

3. 2. 2. Suyun Kimyasal Ozelliklerinin Olgiilmesi

Suluklerin temin edildii havuzlarda aylik olarak su sicaklipH, oksijen,toplam sertlik
ve organik madde gibi parametreler 6lcildil. ga& alani olan Firat Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi Cip Balik Uretim ve Agtirma tesisindeki siiliik tiretim ve ygiime havuzlarindaki
suyun sicakfii ve pH si Hanna HI 9812 PH/ EC/TDS marka pH mireelirlendi.

Oksijen tayini Winkler metoduna gore saptandi. 8muanesi oksijersisesine usulliine
uygun sekilde alindiktan sonra icerisine 1 ml mangan $ila alkali asit birakilarak hemen
¢oktirme glemi yapildi. Caklma alaninda oksijen tayini yapma imkani olngaalan, tayin
sisesi laboratuvara getirilerek vakit gecirilmeden igghs analizinin yapilmasi icin ¢okturtlnai
su orngi bir erlene bealtildi ve igerisine renkseffaf oluncaya kadar sodyum tiyosulfat
birakildi. Daha sonra igerisine birka¢ damlgasta indikatori damlatildi ve siyahimsi sari olan
su orngi tekrar sodyum tiyosdulfat ile titre edildi.

Toplam sertlik analizi igin sultklerin toplar@gh havuzundan alinan 50 ml lik su
numunesi bir erlene alindiktan sonra icerisine ltamipon-l ve bir spatil ucu erikroblak —T
konulduktan sonra 0,01 N lik Edta cozeltisi ile kekirmizidan maviye donene kadar titre
edilerek toplam sertlik miktari belirlendi.

Organik madde tayini icin havuzdan alinan 50ml Bk numunesi bir erlene
bosaltildiktan sonra icerisine 5 ml potasyum permamagae sulfirik asit birakildi. Daha sonra

kaynamakta olan su banyosunda yarim saat bekletddiynatma gleminden sonra su
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numunesinin rengini gidermek i¢in 5 ml amonyum ¢&skondu. Daha sonra tekrar potasyum

permanganat ile renk pembeye donenene kadar diiick €Boyd, 1982).

3. 2. 3. Tibbi stilik Hirudo medicinalis)’tin Diseksiyonu

Araziden canli olarak getirilerek su dolu bidorilgarisine yerlstirilen sultklerin Sekil
3.7) gerekli girik ve boy olgimleri yapildi. Daha sonra sgilin anterior $ekil 3.8) ve
posterior bolgelerinden itibaren 58r mg kas dokusuSékil 3.9) diseke edilerek birbirinden
ayri petri kutularina birakildi. Sudliklerden eldelilen anterior ve posterior bolgeler
numaralanny folyo zarflar icine koyularak hyaluronidaz akt&itinalizleri yapilana kadar -20

°C’de derin dondurucuda saklandi.

Sekil 3. 7. Diseksiyonu yapilacak olan suluklerin genel géraiiu
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Sekil 3. 8.Hirudo medicinalidn anteriér bolgesi

Sekil 3. 9.Hirudo medicinali&n posteriodr bolgesi
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3.2.4. Hyaluronidaz Enziminin Hesaplanmasicin Standart Egrinin Olu sturulmasi

Hirudo medicinalideki hyaluronidaz miktarinin belirlenmesi icin dtikle bir
hyaluronidaz standardindan standagtirdin ve denklemin belirlenmesi gerekmektedir. Bu
standart grinin belirlenmesinde Wilkinson ve gli (1995) ile Tanyildizi ve @i (2003)'den
yararlanildi. Standartgeisinin belirlenmesinde N-asetilglukozamin’in 5000, 200 mg/L’lik
hazirlanmg olan solusyonlar kullanildi. Bu solusyonlarin bainden 0,1 ml alinarak 15 ml'lik
tuplere konuldu ve bunlarin tzerine 0,1 ml asetatpgonu ile 0,1 ml hyaluronik asit ilave edildi

ve 37°C de 24 saat inkiibasyona birakildi. Etiivden ddriipler icerisine bu kez 60 pl
potasyumtetraborat birakildi ve tuplerigzatekrar kapatilarak 100C de 5 dak. kaynatildi.
Kaynatma gleminden sonra tupler buzlu suda gstuldu. Sonra icerisine 2 ml
dimetilaminobenzaldehit birakilarak 3T de 20 dak. inkibe edildinkiibasyondan alinan
ornekler 1500 Rpm de 10 dak. santrifij edildi veldmpfotometrede 582 nm de okundu,

boylece hesaplamada kullanilacak sabigedeelde edildi ve standartgmsi olusturuldu.
Belirlenen standartggiye gore bir denklem elde edildi ve bu denklemeeggylik olarak alinan
suluk 6rneklerinde okunan gerler d@rultusunda hyaluronidaz miktari tespit edildi. Start

egriye gore elde edilen denklergagidaki sekildedir.

Hyaluronidaz (umol/L) Y = 9687,9x + 30,744
R2 =0,9802
Bu formule gore, aylik alinan siluklerin anterite posterior bolgesindeki kas doku
ornekleri spekterofotometrede 582 nm de okunduoBumalar ¢ tekrageklinde yapildiktan
sonra ortalamalari alindi. Elde edilen ortalamaodizns dgerleri elde edilen formildeki x
yerine koyularak hesaplamgemi yapildi.
3. 2. 5. Hyaluronidazin Tayin Yontemi ve Hegplanmasi
Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Cip Ballketim ve Aratirma tesisindeki siliik

Uretim ve yetitirme havuzlarindan temin edilen ve derin dondudacmuhafaza edilen sulik

dokulari alinarak 50 mg tartildi ve makas ve bistiardimi ile parcalara ayrildi. Parcalara
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ayrilan dokunun homojenize edilmesi i¢in 1/5 oraai®,45 mol/L’lik NaCl ile kastirilarak
cam-cam homojenizatdrde iyice ezildi. Elde edilésteakt 2 ml lik ependrof tipler icerisine
birakildi ve Nive marka gatmal santriflj cihazina yeggrilerek 10000 Rpm’de 30 dak.
santrifij edildi. Santrifijden sonra elde edilerpstnatant bir pipet yardimiyla alinarak 15
ml'lik ayri bir santrifuj tipune birakildi ve Gzee 0,1 ml pH si 3,8 olan 0,3 mol/L’lik asetat
tamponu ve 0,1 ml hyaluronik asit ilave edildi. Ténn a5z1 kapatildiktan sonra Nive EN 400
marka etiivde 37C de 24 saat inkilbasyona birakilgikiibasyondan sonra tiipler icindeki doku
ekstraksiyonlar tzerine pH si 10 olan 0,8 molik piotasyumtetraborattan 60 ul eklendi ve
tuplerin &zi kapatildi. Tupler daha 6nce kaynamakta olan alu &aynatma kabi icerisine
yerlestirilerek 100 °C de 5 dakika kaynatildi. Kaynatmayi takiben 6raekbuziu suda
sogutuldu. Daha sonra glacial asetik asit icerisin@24% v/v oraninda hidroklorik asit birakildi.
Bu glasial ve hidroklorik asit katmina da % 10 w/v olacajekilde dimetilominobenzaldehit
(DMAB) katilarak stok ayira¢ okturuldu. Bu stok ayira¢ kullanilagazaman 1/10 oraninda
glasial asetik asit ile sulandirildi.  SulandirgnDMAB tan 2 ml alinarak buzlu suda
sazutulmus drnekler tizerine ilave edildi ve tiipler tekrar 37 lik etiivde 20 dak. inkiibasyona
birakildi.inkiibasyondan alinan 6rnekler tekrar 1500 Rpm deak0 Santrifiij edildi. Santrifuj
takiben UV — spektrofotometre de hyaluronidaz miknma belirlenmesi icin 582 nm’de
orneklerin absorbanslari okundu. Gala 3 tekrarseklinde yapildi ve hesaplamada bu

tekrarlarin ortalamasi kullanildi.
istatistiksel Analiz

Calgma alanindan toplanan anamada kullanilan suliklerin anteriér ve posterior
bolgelerinde tespit edilen hyaluronidaz dizeyleriortalamalari, standart sapmalari aritmetik
ortalamalari ve standart hatalari Minitab for Wingo10.1 adh bilgisayar istatistik programi
kullanilarak saptandi. Aylar arasi hyaluranidagilga arasindaki Snem Kruskal-Wallis testi ile
argtirildi. Onem saptanan parametrelere Mann-Whitneyesti uygulanarak énemin hangi
aylar arasinda oldgw belirlendi. Agirlik, boy sicaklik, sertlik, pH, organik madde t@ikina
gore suluklerdeki hyaluronidazinghm grafikleri cikarildi.
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4. BULGULAR

Bu calsmada Tibbi Sdlik Hirudo medicinaliSan anterior-posterior bdolgesinde
hyaluronidaz miktarinin aylik ve mevsimsepdémi aragtirildi.

Calismada kullanilan 168 adet sglin ortalama @rliklar 2.19 £ 0.23 g (1.04 -3.76 g),
ortalama uzunluklari ise 12.31 = 0.96 cm (7 - & olarak dlguldi. Sulukleringarliklari en
yuksek (2.50 + 0.71 g) Eylul ayinda, ensdk ise (1.88 + 0,57 g) Haziran ayinda belirlendi.
Suluklerin boylari ise Mart ayinda en uzun (14.4..95 cm), Nisan da ise en kisa (10.6 *2.15
cm) olarak tespit edildi (Tablo 4.1).

Tablo 4. 1. incelenerH.medicinalisn sayisi, ortalamagarlik ve uzunluk dgerleri

Aylar Incelen Siilik Sayisi Agirlik (g) Boy Uzunlugu (cm)
Eyliil 18 2,502+0,71 13,4+2,00
Ekim 18 1,970£0,49 11,9+2,54
Subat 3 2,040£0,55 12,3+1,27
Mart 17 2,353+0,62 14,4+1,95
Nisan 21 2,19740,46 10,642,15
Mayis 25 2,416%0,52 11,542,57
Haziran 24 1,889+0,57 12,542,10
Temmuz 22 2,449+0,53 13,242,22
Agustos 20 1,978+0,61 11,4+2,24
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Calsma alani olan Firat Universitesi Su Uruinleri Fasilt Cip Balik Uretim ve
Arastirma tesisindeki sullik Uretim ve ygitme havuzlarindan her ay dizenli olarak aliran
orneklerinin kimyasal 6zelikleri incelendi. Havumda ¢6zinmg oksijen miktari aylara gore
5.11- 11.90 mg/L, pH 7.00-8.71, sicaklik 3-28, toplam sertlik 340-425 mg CaCO3/L ve
organik madde 2-4 mg/L arasinda belirlendi (Tab®).4

Tablo: 4.2Suyun kimyasal 6zelliklerinin aylara géregdemi

Aylar Sicaklik (°C) C.O pH T.S o.M
Eylul 18 6,95 8,08 370 4
Ekim 14 9,16 8,10 365 3
Kasim 10 511 8,08 340 3
Aralik 3 12,0 8,16 357 4
Ocak 4 11,90 8,13 350 2
Subat 5 11 8,10 365 3
Mart 8 11,2 8,71 342 2
Nisan 12 9,50 8,33 353 4
Mayis 14 9,00 8,24 346 4
Haziran 20 8,80 8,42 350 4
Temmuz 24 8,08 7,00 425 3
Agustos 26 7,60 8,13 416 3

G.O: Cozuinmi Oksijen (mg/) T.S : Toplam sertlik (mgCaCO3/Lp.M : Organik madde (mg/l)

4. 1. Aylik Hyaluronidaz Miktari

Calismada kullanilan siluklerin aylara gore hyaluronidaktarinin dgisimi incelendi.
Hyaluronidaz miktari en ylksek (1692,68 + 288,32 0jll) Mart ayinda bulundu. Bu
dénemdeki suluklerin anterior kismindaki hyalur@zdmiktari1696,22 + 317,37 pmol/L,
posteritr kisminda ise 1689,15 + 273,39 pmol/LaKaespit edildi. Bu aydaki ortalamagde
ise 1692,68 +288,32 umol/L olarak bulundu. Aylafaeghyaluronidaz miktari Mayis ayinda
1070,32 + 326,73 pmol/L, gqustosda 752,90 + 489,03 umol/L, Temmuzda 749,508,45
pmol/L, Nisanda 601,05 £ 322,27 umol/L, Ekimde 234+ 71,76 pmol/LSubatta 445, 60 +
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79,67 umol/L, Haziranda 442,27

olarak belirlendi (Tablo 4.3).

+

11,14 pmol/LBgdul ayinda 318,73 + 69,54 umol/L

Mart ayindaki Hyaluronidaz miktari gér aylardan istatistiksel olarak farkli bulundu

(p<0.01, p<0.001). Aylara gore hyaluronidaz akésihdeki farklilgin istatistiksel olarak 6nemi
Tablo 4.3. de verilmgtir (p<0.05, p<0.01, p<0.001).

Tablo: 4. 3 Hirudo medicinalidn anteritr, posterior ve totalindeki hyaluronidaniktar

Hyaluronidaz Miktari (umol/L)

Aylar Anterior Posterior Ortalama = SD

Eylul 322,61+84,09 298,69+36,39 318,73+69,54
Ekim 421,08+72,27 487,34+56,64 454,21+71%%6
Subat 460,06+77,13 431,14+96,40 445,60+£79°67
Mart 1696,22+317,37 1689,15+273,39 1692’6&28?’:’ Z
Nisan 602,50+339,48 599,61+322,49 601,05+32227% 2
Mayis 1239,65+293,14 900,99+275,18 1070’321325;731' e
Haziran 446,22+155,02 438,31+148,68 442 27+14444
Temmuz 761,86+333,13 737,13+293,42 749,50+298 487 3 2
Agustos 770,94+454,97 734,86+545,12 752,90+489,087 32

1: Eyldl, 2: Ekim, 3:Subat 4: Mart, 5: Nisan 6: Mayis, 7: Haziran, 8: Tenz, 9: Agustos
a: p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001

Suluk a&irhgina bgh olarak hyaluronidaz miktarinin ggimi anterior ve pasterior

bdlgeye gore incelenginde istatistiksel olarak farkin 6nemli olmgdigérulda (p>0.05).

Yapilan korelasyon analizinde pozitif yonlt zayif ili ski (r= 0.0179) tespit edildiSekil 4.1)




Sulik boyuna bz olarak hyaluronidaz miktarinin @igimi anterior ve pasteritr
bolgeye gore incelenginde istatistiksel olarak farkin énemli olmgdisaptandi (p>0.05).
Yapilan korelasyon analizinde pozitif yonll zagrta derecede bir gki (r= 0.4202) belirlendi
(Sekil 4.2)

y=0,0002x+ 2,0473

R%?=0,1354
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Sekil 4. 1.H.medicinalisn agirligina gore hyaluronidaz miktarindakigiami

y = -0,0000 + 12,671
R’ =0,1766
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Sekil 4.2.H.medicinalidn uzunlusuna goére hyaluronidaz miktarindakigda
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Su sicakigina b&li olarak hyaluronidaz miktarinin gigimi anterior ve pasterior
bolgeye gore incelenginde istatistiksel olarak farkin dnemli olmgdigoruldi (p>0.05).
Yapilan korelasyon analizinde pozitif yonli zayrfeoderecede (r=0.4197) birski bulundu
(Sekil 4.3,Sekil 4.4).
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Sekil 4.3.H.medicinalideki hyaluronidazin su sicak bali olarak dgisimi

©

20 - y = -0,0048x + 16,37
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Sekil 4.4.H.medicinalideki hyaluronidazin su sicaka bal olarak dgilimi

Cozunmi oksijen miktarina gore hyaluronidaz miktariningidani anterior ve

pasterior bolgeye gore inceleputide istatistiksel olarak farkin énemli olmgdisaptandi
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(p>0.05). Yapilan korelasyon analizinde pozitif {idmayif (r=0.4705) bir ikki tespit edildi
(Sekil 4.5,Sekil 4.6)
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Sekil 4.5. H.medicinaligeki hyaluronidazin ¢6zinnglioksijen miktarina bgi olarak

degisimi
y =0,0016x + 7,902
12 4 2
] R®=0,2214 N
] .
10 |
7 2 ° °
g ] 4
= 6-
2 ]
2
O 44
2 -
0 ] T T T 1
0 500 1000 1500 2000
Hyaluronidaz (umol)

Sekil 4.6. H.medicinaligeki hyaluronidazin ¢6zinmioksijen miktarina b#i olarak
dagihmi
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Hyaluronidaz miktarinin pH'ya tgh olarak degisimi anterior ve pasterior bolgeye
gore incelendiinde istatistiksel olarak farkin 6nemli olmgdbelirlendi (p>0.05). Yapilan
korelasyon analizinde pozitif yonli zayif-orta dede (r=0.311) bir i$ki gorulda Sekil
4.7 Sekil4.8)

[N
o

1800
+ A 1 1600
1 1 1400
1 1 1200
1 1000
L 800

| ¢ L/ 1 600

1 = ° 1 400

1 1 200

pH
OFRL NDNWPHAOILO N 0O
(
e
Hyaluronidaz (umol/L)

0@

° S Qv &
A @p@ SRS %\4} &ﬁ\ i & (=
OIS —e—hyal

Sekil 4.7.H.medicinali&eki hyaluronidazin pH miktarina Ba olarak

gigmi
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Sekil 4.8.H.medicinalideki hyaluronidazin pH miktarina Bh olarak dgilimi
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Toplam sertlge gore hyaluronidaz miktarinin glgimi anteriér ve pasterior bolgeye
gore incelendiinde istatistiksel olarak farkin 6nemli olmgdtespit edildi (p>0.05). Yapilan

korelasyon analizinde pozitif yonlu zayif (r=0.138) iliski saptandi $ekil 4.9,Sekil 4.10).

375 - . — 1800
~ 370 + 1600 ~
= 365 T M B 1400 3
g 360 1 11200 §
g 357 P\ 11000 % |3 Sertlik
O 350 F N
€ 345 + ot—e 800 T |=e=Hyal
< 340 1 ¢ ( +600 §
= 1 ol—ie o 1400 5
o 335 e =
) ®
330 + 200 =
325 f f f f f f f f 0
RS X &N
S &SSP
v

Sekil 4.9. H.medicinalis’teki hyaluronidazin sertlik miktaamal olarak deisimi
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Sekil 4.10.H.medicinalis’teki hyaluronidazin sertlik miktaaali olarak dgilimi

Organik madde dalimina gore hyaluronidaz miktarinin g@gmi anteriér ve
pasterior bolgeye gore incelepuiide istatistiksel olarak farkin dnemli olmgdi
belirlendi(p>0.05). Yapilan korelasyon analizindezif yonla iyi (r=0.589) bir ilgki
oldugu gozlendifekil 4.11,Sekil 4.12)
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Sekil 4.11. H.medicinalideki hyaluronidazin organik madde miktarina ghaolarak

degisimi
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Sekil 4.12.H.medicinali&eki hyaluronidazin organik madde miktaringsbalarak dgilimi
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4. 2. Mevsimsel Hyaluronidaz Miktari

Mevsimsel olarak suluklerdeki hyaluronidaz dizeyler bakildginda ilkbahar
mevsiminde en yuksek (1121,307 + 550,32 pmol/L)ubdl. Daha sonra sirasiyla bu
degerler yaz mevsiminde 645,18 +175,82 pmol/Lgikki 445,60 + 119,56 pumol/L ve
sonbahar mevsiminde 388,74 + 65,76 umol/L olargiasal (Tablo 4.4$ekil 4.13).

Tablo 4.4Mevsimlere gore Hyaluronidaz dizeyindekgigen

Mevsimler Hyaluronidaz Duizeyi (umol/L)
Sonbahar 388,74 + 65,76
Kis 445,60 + 119,56
ilkbahar 1121,307 + 550,32 %
Yaz 645,18 + 175,8%-232

1: Sonbahar, 2: K 3:ilkbahar, 4: Yaz a: p<0.05, b: p<0.01, c: p<0.001

Ilkbahar mevsimindeki Hyaluronidaz miktargdir mevsimlerden istatistiksel olarak
farkli bulunmutur (p<0.01, p<0.001). Mevsimlere gore hyalunoridaktivitesindeki
farklhiligin istatistiksel olarak 6nemi Tablo 4.3. de verilini(p<0.05, p<0.01, p<0.001).
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Sekil 4. 13.Hyaluronidaz miktarinin mevsimlere goresdami
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5.TARTI SMA VE SONUC

Bu calsmada; spektrofotometrik yontemle, Firat Universigs Urtinleri Fakdiltesi Cip
balik tretim ve ardirma tesisindeki stlik Gretim havuzlarindan teediien tibbi stlik Hirudo
medicinalis’in kas dokusunda hyaluronidaz dizeyleraylara gore dalimi arsstirildi.

Hyaluronidaz  memelilerden, farelerin  kaggaminden, bakterilerden, insan
plesantasindan, civcivlerin fibroblastindan, yilkarides, siluk dokularindan vegdzoile diger
bazi memeli hayvanlarin spermlerden elde edilelktadr (Sawyer, 1986; Wilkinson ve i
1995; Frost ve @, 1997; Krishnapllai ve @i1998; Hovingh ve Linker, 1999; Toida vegdi
1999; Meyers 2001; Kudo ve Tu 2001; Tanyildizi & @003; Bozkurt ve ¢, 2003). Bu ¢ok
farkli hayvan guruplarindaki hyaluronidaz seviy@sibelirlenmesinde bilim adamlari farkli
yontemler kullanmytir. Dinyada ve Ulkemizde vyapilan bircok gadada hyaluronidaz
aktivitesinin tespitinde klorometrik, florimetrikjiskosimetrik ve HPLC (ylksek basinch sivi
kromatografisi) gibi cgtli yontemler kullaniimgtir (Linker ve dg., 1959; Frost ve di, 1997,
Menzel, 1998; Krishnapillai ve g, 1998; Kudo ve ¢, 2001; lkegami ve di, 2002;
Mayumi, 2002; Oettly ve @i, 2002; Takashi ve gi, 2003). Hem ekonomik olmasi hem de
kullanim pratiklgi acisindan spektrofotometrik metot olduk¢a yaygindinyada ve
ulkemizde yapilny bircok calgmada (Wilkinson ve @i, 1995; Hovingh ve Linker, 1999;
Tanyildizi ve Bozkurt, 2001; Alkrad ve gj 2002; Bozkurt ve i, 2003) bu ybntem
kullaniimistir. Yurdatilen bu cagmada daHirudo medicinalis teki hyaluronidaz miktarinin
aylik olarak dgisiminin belirlenmesinde spektrofotometrik yontem sdvali bir sekilde
kullaniimis ve 6nemli sonuclar elde edilgtir.

Bu calsmada Kasim, Aralik, Ocak aylarinda stilik érnekiaersulunmamasinin nedeni
sulUklerin bu aylar boyunca toprak altina ¢ekilmesb&lanmstir. Yine Subat ayinda da yok
denecek kadar az suluk opree rastlanmgtir. Brown (1967), Halton (1989), Davies (1991),
Wilkin ve Scofield (1991) ve §am (2000) sdluklerin kin sularin spumasiyla birlikte
toprazin derinliklerinde yuvalar acarak buralara cekildiini, ilkbaharda ise sical@in artsi ile
uyarilarak yumurta biraktiklarini ifade etfeirdir. Bu sonuc agduricilarin verdikleri bilgilerle
paralellik gbstermektedir.

Bayomy ve di. (2001) yapmy olduklari ¢alsmada hibernasyon ve estivasyon gorilen
gerek omurgall gerekse omurgasiz hayvanlarda mnitibitiminden sonra vicut yapilarindaki
kan ve hyaluronidaz aktivitesinde daha fazlasadidugunu bildirmilerdir. Yapilan bu
calsmada dailkbaharin bgadigl Mart ayinda sicakiin artmaya bgamasi ile birlikte toprain

derinliklerinden cikmaya Byan suliklerden alinan 6rneklerde hyaluronidasvigsinin
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diger aylara gore ¢ok daha yiksek d@doun tespit edilmesi Bayomy vegdi(2001) ile uyum
gOstermektedir.

Saluklerdeki hyaluronidaz aktivitesinin  belirlenmesizerine yapilan ka bir
calsmada (Hovingh ve Linker; 1999), hyaluronidaz'in tazla siligin anterior kisminda
oldugu belirtilmistir. Yapilan bu ¢akmada da her ay duzenli olarak alinan siuluk ornetder
tespit edilen hyaluronidaz miktarinin anterior l®ilg posteriérdekine gore fazla alduancak
bu farkin istatistiksel olarak dnemli olmgdgorulmistir. Bu sonug Hovingh ve Linker; 1999
ile uyum igindedir.

Bingol (1977), Bayu (1979), Mentg (1986), Kaya (1993) ve Pamuk (2000) enzimlerin
reaksiyon hizinin sicaklik ile gou orantili olarak ar§l gosterdgini ifade etmglerdir. Fakat
yapilan bu cagmada hyaluronidaz dizeyinin, sicgkh en yuksek oldgu Haziran, Temmuz ve
Agustos aylarina gore sicakin daha dgik oldusu Mart ayinda en yuksek seviyede @du
belirlenmitir.Yapilan istatistiki analiz sonucuna goére deaklk ile hyaluronidaz arasinda
pozitif yonli zayif-orta derecede birskiinin bulundgu belirlenmitir.

Suluklerin gerek kendileri ve gerekse onlardan edigen enzimlerden biri olan hyaluronidaz
insan tedavisinde aranilan ilaclar olarak yer gtimi

Sonuc¢ olarak, bu camada dinyada 6nemli bir pazari bulunan ve ulkemidde
bulunan Tibbi stlik Hirudo medicinalis’in kas dokuasdaki hyaluronidaz aktivitesi aylik ve
mevsimsel olarak tespit edilgtir. Hirudo medicinalis'ten hyaluronidazin elde ledési
disundldigiinde kg uykusundan cikan suliklerin toplanarakgeigendirilmesi hyaluronidazin

elde edilmesi agisindan uygun olacaktir.
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