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OZET

Tiikiiriik o-Amilaz Aktivitesinin Farklh Yontemlerle Olciilmesi ve Stres
Fizyolojisinde Kullanimi

Amag¢: Mevcut c¢alismanin amaci o-amilaz enziminin aktivitesini tiikiiriik
orneklerinde Olgmek icin mevcut {ic yontemi karsilastirmak ve stres fizyolojisinde
kullanilabilirligini arastirmakti.

Materyal ve Metot: Nisasta-iyodin yontemi, substrat (CNPG3) yontemi ve
dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi ¢alisilarak avantaj ve dezavantajlar1 ortaya konuldu.
Bu yo6ntemlerin kullanilabilirligini test etmek icin salon Tiirkiye sampiyonasina katilan,
16-20 yas aras1 (n=7) , olimpik yayla atis yapan, erkek elit sporculardan alinan tiikiiriik
ornekleri kullanildi. Tikiiriik 6rnekleri sampiyona siirecindeki 3 farkli giinde (siralama,
eleme, takim atislar1) sabah uyaninca 0, 30, 45, 60. dakikalarda alindi. Ayrica, birinci
siralama ve ikinci giin eleme atiglarinda yarismadan 30 dk ve 15 dk oncesinde, yarisma
arasinda ve yarigma sonrasinda tiikiiriik 6rnekleri toplandi.

Bulgular: Nisasta-iyodin ve CNPG3 testleri basarili bir sekilde kurulmus fakat
DNS testinin standart egrisi basarilt sekilde kurulmasina ragmen numuneler
okunamadig1 i¢in uygun bulunmamistir. Testlerin hassasiyetleri ve ¢alisma araliklar
uygun bulunmus; nisasta-iyodin testinde 4000 kat, CNPG3 testinde ise 5 kat seyreltme
gerekmistir. Kurulan iki test arasinda zayif fakat istatistiksel olarak belirgin pozitif bir
iliski gdzlenmistir (Lineer regresyon icin R?=0.048; p<0.05, kuadratik regresyon igin
R?=0.106; P<0.01). Uyanma doneminde ve yarisma siirecinde tiikiiriik o-amilaz
aktivitelerinde bireysel farkliliklar vardi.

Sonug: Nisasta-iyodin ve CNPG3 yontemleri ucuz, kolay uygulanabilir ve kisa
siiren yoOntemler olup, stres fizyolojisi c¢alismalarinda kullanilabilir olduklar
belirlenmistir. Nisasta-iyodin testi CNPG3 testine gore daha ucuz olmakla birlikte,
CNPG3 testi daha az asamadan olusan daha pratik bir testtir.

Anahtar Kelimeler: Tiikiiriik, a-Amilaz, CNPG3, DNS, Nisasta-iyodin, Stres

Fizyolojisi
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ABSTRACT

Measurement of Salivary a-Amylase Activity by Different Methods and Their
Usage in Stress Physiology

Aim: The aim of current study was to compare three available a-amylase
methods for saliva and to search for their possible usage in stress physiology.

Material and Method: Starch-iodine method, substrate (CNPG3) method and
dinitrosalisilic acid method were studied and their advantages and disadvantages were
established. In order to test the performance of these methods, salivary samples were
collected from 16 to 20 years old male elit archers (n=7) competing in Turkish indoor
championship with olympic bow. Salivary samples were collected immediately
following waking up at 0, 30, 45 and 60 min on three different days of the
championship (ranking, elimination and team shooting). In addition, during ranking and
elimination days, salivary samples were collected at 30 and 15 min before shootings, at
half-time, and at the end of the shootings.

Results: Starch-iodine method and CNPG3 tests were successfully established
but DNS test appeared unsuitable as the samples could not be read by the standard curve
formed. Sensitivity and dynamic range of the methods were suitable and 4000x and 5x
dilutions were required for starch iodine method and CNPG3 method, respectively.
There was a weak but statistically significant positive correlation between two tests
established (For linear regression: R?=0.048; p<0.05; For quadratic regression
R?=0.106; P<0.01). There were individual differences in salivary a-amylase activities
both during waking up and competition periods.

Conclusion: It has been determined that starch-iodine and CNPG3 methods are
cheap, easily applicable, short and suitable for stress physiology studies. Starch iodine
test was cheaper than the CNPG3 but the latter was more practical as it involved less
stages.

Key Words: Saliva, a-amylase, CNPG3, DNS, Starch-iodine, Stress physiology
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Alfa amilaz uyanma yaniti

: Siralama atiglar1 giinli-a-amilaz uyanma yaniti
: Eleme atiglar giinii-o-amilaz uyanma yaniti

: Takim atiglar giinii-o-amilaz uyanma yaniti
: Asetilkolin

: Alfa

: Beta

: Kalsiyum

: Klor

: 2- chloro-4-nitrophenly maltotrioside
: Dakika

: Dinitrosalisilik asit

: Eleme yarigmasi

: Eleme yarisma oncesi

: Gram

: Hipotalamo-pituiter adrenal aks
: Hidrojen kloriir

: Bikarbonat

: Potasyum

: Litre

: Miliekivalan

: Mililitre

: Milimol

: Sodyum

: Sodyum klortir

: Sodyum hidroksit

: Denek sayis1 (Adet)

. anometre

: Non-rapid eye movement; Hizl1 g6z hareketinin olmamasi
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PBS
pH
REM
SAM
SEM
TSST

: Phosphate buffered saline

: Power of Hydrogen; Hidrojen giicli

: Rapid eye movement; Hizl1 goz hareketi

: Sempatik-adreno medullar

: Standard error of mean; Ortalama standart hata
: Trier sosyal stres testi

: Unite

: Mikrolitre
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1. GIRIS

Tiikiirik viicudumuzda bulunan vekolaylikla elde edilebilen bir sivi olup son
yillarda oOnemi giderek artmaktadir (1-3). Bu baglamda stres fizyolojisinin
incelenmesinde de onemli bir medyum olarak kullanilmaktadir (4, 5).Stres algis
olusturan bazi durumlarda tiikiiriik o-amilazi gibi enzimlerin arttigi ve salgi
karakterlerinin degistigi bildirilmistir (6).

Tiikirik o-amilaz enzimi, tikiiriik bezleri tarafindan iiretilen, otonom sinir
sisteminin aktivasyonu sonucunda salinan ve nisastay1 parcalayan bir enzimdir (7).Hem
fizyolojik hemde psikolojik stresorler tiikiiriik a-amilaz enziminin stresle olan iligkisinin
gosterilmesinde kullanilmaktadir. Fakat bu iliskinin agiklandigi birgok ¢alismanin
varligina ragmen, celigkili sonuglarla karsilasilmaktadir (8).

Stres hayatin her alaninda olan psikolojik, biyolojik ve sosyal etkenlerin etkili
oldugu, ayn1 zamanda yiiksek dozdaysa zarar verici etkileri olan bir durumdur. Hem
beyinde hemde viicutta es zamanli olarak stres ile ilgili degisiklikler olugsmaktadir. Stres
arastirmalarinin amaci, stresin yiikiinii en iyi sekilde anlamak ve onu belirleyebilmek
icin Sl¢limler gelistirmektir (9).

Stresin non-invaziv Ol¢limiinde bir indikator olarak tiikiiriik a-amilaz enzimi de
kullanilmakta olup, bu dl¢iimler genellikle substrat (CNPG3) yontemini kullanmaktadir
(10). Bununla beraber tiikiirik o-amilaz enzimi aktivitesi teorik olarak 3 ydntemle
Olciilebilir. Bunlardan nisasta-iyodin yontemi; a-amilaz enziminin nigastay1 par¢calamasi
temeline dayanmaktadir. o-Amilaz enziminin pargalayamadigi nisasta, iyodin ile
boyanarak spektrofotometrede okunarak belirlenmektedir. DNS yontemi ise indirgenen
seker miktarin1 belirleme esasina dayanmaktadir. Substrat yonteminde ise, CNPG3
substrat gorevi gormekte ve enzime baglandiginda sar1 bir renk olusturarak enzimin
aktivitesini gostermektedir.

a-Amilaz degisik yontemlerle 6l¢iilebilirken, bunlari birbirleriyle karsilastiran
herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Dolayisiyla, mevcut tez ¢alismasinda, a-amilaz
enzim aktivitesini Ol¢en ii¢ metod (nisasta-iyodin metodu, CNPG3 metodu ve
Dinitrosalisilik asit metodu) laboratuvarimizda kurulacak ve birbirleriyle maliyet, siire,
pratiklik gibi yonlerden karsilastirilacaktir. Ayrica bu yontemler, deneysel bir ¢alismada
(okeuluk turnuvasinda yarisan sporcularda) uygulanacak ve stres fizyolojisinde

kullanim potansiyelleri degerlendirilecektir.



Projenin gergeklesmesi halinde, a-amilaz 6lglim yontemleri laboratuvarimizda
ilk defa olarak kurulacak ve birbirleriyle karsilagtirilarak uygulanabilir yontemler
secilecektir. Boylece bu testler stres fizyolojisinin incelenmesinde kullanilarak hem

tilkemiz i¢in katma deger olusturulacak hem de bu konuda bilgi birikimi kazanilacaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Tikiiruk

Tikiiriik agiz iginde ve ¢evresinde yer alan mindr ve major tiikiiriik bezlerinden
ag1iz bosluguna salgilanan biyolojik bir sivi olup, asiner hiicreler tarafindan
salgilanmaktadir (11-13).Major tiikiiriik bezleri; parotis, submandibular ve sublingual
bezlerdir (14). Minoér tiikiiriik bezleri ise yanak, damak, ve agiz mukozasimin farkl
bolgelerinde bulunan, sayilar1 yaklagik olarak 700-1000 kadar olan ve genel olarak
tikiirtigiin %10 nu olusturan bezlerdir. Farkli bezlerden salgilanan sivilarin karigimi
tam tiikiirik olarak adlandirilirken, tek bir bezden salgilanan siviya kanal tiikiiriigii

denilmektedir (15).

Tiikiirtik; renksiz, opak ve pH’s1 ortalama 6.4-6.9 arasinda olan bir sividir.
Agizdan bogaza dogru salgilanan sabit orandaki tiikiiriik koruyucu etkilere sahiptir (16).

Bu akis bogazdaki yiyecek kalintilarinin gegisini kolaylastirmaktadir.

Tikiirik wuyarilmis tiikiirik ve uyarilmamig tiikiirik olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Uyarilmamis sartlar altinda, %20 parotisden , %65 submandibulardan,
%7-8 sublingual bezlerden ve %10 da mindr bezlerden salgilanmaktadir (17). Uyarilmig
tikiirik icin tlkirik salgisinin %50’si parotis bezinin katkist ve diger bezlerdeki

degisikliklerin katkisi ile olugsmaktadir (18-20).

2.1.1. Tiikiiriigiin Icerigi

Tiikiirtigiin igeriginde %99 su bulunurken, %1 oraninda protein ve tuzlar
bulunmaktadir. Tiikiriikte %1 lik oranda organik (amilaz, mukus, maltaz, sodyum ve
potasyum rodaniir, glikoprotein ve mukopolisakkarit) ve inorganik (sodyum, potasyum,

kalsiyum, klor, bikarbonat, kalsiyum karbonat, siilfat, asit ve alkalen fosfatlar,

karbondioksit, oksijen, azot ve erimis amonyak) maddeler bulunmaktadir (21).

2.1.2. Tiikiiriik Bezlerinin Anatomisi

Insan yiiziiniin her bir yaninda ii¢ adet tiikiiriik bezi bulunmaktadir. Bu bezler
parotis, submandibular ve sublingual bezler olarak adlandirilmaktadir (22) (Sekil

2.1).Tiikiiriik bezleri sindirim sisteminin bir par¢asidir. Bu bezler farkli tiirde hiicreler



igerir; asiner hiicreler, ¢esitli kanal sistem hiicreleri ve miyoepitel hiicreler gibi (23)

(Sekil 2.2).

. Parotis
Dil

Sublingual bez Submandibuler bez

Sekil 2.1.Parotis, sublingual ve submandibular tiikiiriik bezlerinin anatomik olarak
gosterimi (24).

Mukus Hiicresi

Miyoepitelyal Hiicre

Serdéz Yarimay

Interkalat Kanallar

Cizgili Kanallar

Asiniis Limeni
Ekskretuar Kanal

Sekil 2.2.Tiikiirlik bezlerinin hiicresel yapisi (25).



2.1.3. Tiikiiriikk pH’s1

Tiikiirtik pH’s1 6.4-6.9araliginda degismektedir (16) (Sekil 2.3). Baz1 yiyecek ve
icecekler tiikiiriglin pH’sin1  degistirebilmektedir (Limon:2.4, kola:2.5, sirke:2.9,
portakal:3.5, kahve:5.0, ¢ay:5.5, siit:6.5 ve su:7.0 vs.).

Asit Baz

.

o 1 2 3 4 5 B 7 B 8 1 11 12 13 14

Tiikiirik pH’s1
Giinliik hacim(ml) 750-1500 arasindadir.

Sekil 2.3.Tiikiiriik pH’sinin gdsterimi
2.2. Tiikiiriik Salgilanmasi

Tiikiirtigiin  salgilanmasi sinirsel olarak kontrol edilmekte olup hormonal
kontroliide aldesteron hormonunun etkisiyle olmaktadir (17). Ayrica besin maddesinin
goriilmesi diisiinlilmeside tiikiiriik salgisin1 uyarmaktadir. Bu baglamda tiikiirtik
salgilanmasi temel olarak {i¢ temel fazda gerceklesmektedir;

o Sefalik faz
e Bukkal faz
¢ QGastrointestinal faz

Sefalik faz, yiyeceklerin diisiiniilmesi ve kokularinin alinmasi ile baglamaktadir.
Beyin korteksinden ¢ikan impulslar, tiikiirtigiin salgi merkezini uyararak salgilanmasina
sebep olmaktadirlar (26).

Bukkal faz ise agizdaki dokunma ve tat alma duyularinin uyarilmasi ile
baslamaktadir. Besinler agiza alindiktan sonra agiz mukozasina yaptiklar fiziksel ve
kimyasal uyaranlar, afferent yollarla salgi merkezine iletilmektedirler (26).

Gastrointestinal faz, mide ve st sindirim sisteminden gelen refleksler yolu ile
uyarilmaktadir. Irrite maddelerin yutulmas: ile birlikte refleksler de kuvvetlenir.
Tukiirik de sulandirarak veya noétralize ederek bu irite maddelerin etkisini nispeten

onlemektedir (26).



2.3. Tiikiiriikte Bulunan Iyonlar

Tiikiirtikte %1 oraninda iyon bulunmaktadir. Bu iyonlar temel olarak Na, K, CI,
HCOs ve Ca’dur. Bu iyonlarin tiikiiriikteki diizeyiile kandaki diizeylerinin
karsilastiritlmast Tablo 2.1°de verilmistir. Na iyonu tiikiiriikte 2-21 mmol/L, Cl iyonu 5-
40 mmol/L ve Ca iyonu ise 1.2-2.8 mmol/L bulunurken, kandakine gore nispi
konsantrasyonlar1 diisiiktiir. K iyonu tiikiiriikte 10-36 mmol/L bulunmaktadir ve
kandakine gore nispi konsantrasyonu artmaktadir. HCO325 mmol/L bulunurken
kandakine gore nispi konsantrasyonu benzerdir (27).Tiikiiriikte bulunan iyonlarin orani
ve kanda bulunma oranlarina goére nispi konsantrasyonlart Tablo 2.1’de sematize

edilmistir.

Tablo 2.1.Tiikiiriikte bulunan iyonlarin oran1 ve kanda bulunma oranlarina gore nispi

konsantrasyonlari
icerik Diizey Kandakine gore nispi
konsantrasyonu
Su (%) 99
Proteinler ve iyonlar 1
Iyonlarin miktar
Na 2-21 mmol/L 1(135-148 mmol/L)
K 10-36 mmol/L 1(3.5-5.5 mmol/L)
Cl 5-40 mmol/L 1(98-106 mmol/L)
HCOs 25 mmol/L = (22-26 mmol/L)
Ca 1.2-2.8 mmol/L 1 (8.5-10.5 mmol/L)

2.3.1. Tiikiiriik I¢cine Iyonlarin Salgilanmasi

Tiikiiriikte  6zellikle ¢ok miktarda potasyum ve bikarbonat iyonlar
bulunmaktadir. Fakat sodyum ve kloriir iyonlarinin konsantrasyonlar1 plazmadan daha
azdir. Primer salgi kanallar boyunca ilerler ve tiikiirigiin i¢indeki stvinin iyon igerigini

degistiren iki 6nemli aktif tagima gerceklesir (28).



Ik olarak, sodyum iyonlar1 tiikiiriik kanalinda aktif olarak geri emilir ve
potasyum iyonlar1 aktif olarak salgilanir. Boylece tiikiiriikteki sodyum konsantrasyonu
azalirken, potasyum konsantrasyonu artar. Fakat sodyum geri emilimi potasyum
salgilanmasina gore fazla oldugundan tiikiiriik kanallarinda yaklagik -70 milivolt
negatiflik olusturur. Bu baglamda kloriir iyonlar1 pasif olarak geri emilir. Sodyum iyon
konsantrasyonuna uyacak sekilde kloriir iyon konsantrasyonu diisiik diizeye iner (28).

Daha sonra, bikarbonat iyonlar1 kanal liimenine salgilanir. Dinlenme
kosullarinda tlikiiriikte bulunan sodyum ve kloriir iyonlarindan her birinin
konsantrasyonlariplazma konsantrasyonlarinin yedide biri ile onda biri arasindadir.
Diger taraftan, potasyum konsantrasyonu yaklasik plazma konsantrasyonunun yedi
katidir. Bikarbonat konsantrasyonu ise plazmanin yaklasik 2 veya 3 katidir (28).

Yiiksek miktarda tlikiirlik salgilanmasi sirasinda, asiniislerde primer salginin
yapim hizinin 20 kat artmasi sonucu tiikiiriikkteki iyonlarin konsantrasyonlar: 6nemli
sekilde degisir. Asiniis salgis1 kanallar boyunca c¢ok hizli akar ve salginin kanalda
islenmesi belirgin olarak azalir. Bu nedenle, tiikiiriik bol miktarda salgilandiginda,
sodyum kloriir konsantrasyonu plazmaya oranla yaklasik yarisi ile {igte ikisi kadar az

olurken, potasyum konsantrasyonu plazmaya oranla dort kez daha fazla olur (28).

2.4. Tiikiiriikte Bulunan Proteinler

Tiikdiirtikte bircok protein yapili bilesenler bulunur (albiimin, lipaz, amilaz, laktik
dehidrogenaz, beta-glukuronidaz, esteraz, peptidaz, fosfataz, riboniikleaz, peroksidaz,
karbohidraz, lizozim, musinler, sistatinler, sinir biiyiime faktorii, epidermal biiyliime
faktorii, gustin, fibronektin, histatin, immunoglobulin-A, -G ve —M, serum proteinleri,
laktoferrin, kreatinin). Fakat tiikiiriik temel olarak iki tip protein salgis1 igermektedir
(27, 29);

*Ser0z salgi, nisasta sindirimini saglayan a-amilaz (pityalin) enzimini igerir.

*Mukus salgisi, kayganlastirict ve yiizey koruyucu 6zellikteki miisin igerir.

Parotis bezleri serdz tipte salgi yaparken, submandibular ve sublingual bezler
hem serdz hem de mukoz tipte salg1 yapmaktadirlar. Buna karsilik bukkal bezler sadece

mukus salgis1 yapmaktadirlar.



2.5. Tiikiiriik a-Amilazi

Tiikiiriik a-amilazi(1,4—o-D-glucan 4-glucanohydrolase; E.C 3.2.1.1) tiikiirtikteki
en énemli enzimlerden biridir (30). 11k olarak Leuchs tarafindan tiikiiriikte 1831 yilinda
tanimlanmistir  (31). Daha sonra Magendie tarafindan 1846’da serumda ve
Cohnheimtarafindan 1863’de idrarda tanimlanmistir. Elman’in 1929°’da akut
pankreatitis ile kandaki yiiksek seviyeli amilaz1 iliskilendirmesi sonucunda a-amilaz
enziminin klinik yarar1 ve 6l¢iimii ile daha ¢ok ilgilenilmesine yol agmistir (31).

Biri glikozitlenmis digeri karbonhidrat icermeyen izoenzimlerin iki ailesinden
olusur. izoenzimler amino gruplarin degisik sayilarini igerir ve uygun elektroforetik
teknikler kullanilarak ayrilirlar. Glikozitlenmis formun agirligi  57.000 iken
nonglikozitlenmis formun agirligi 54.000 dir. Enzimin %80’1 parotis bezinden salgilanir
(32).

Ayrica o-amilaz, nisastayr glikoz ve maltoza o-1,4 baglarim1 hidroliz eden
kalsiyum igeren bir metalloenzimdir (33, 34). Geleneksel olarak, bu enzimin agiz
boslugunda nisastanin sindirimini baslattig1 diistiniilmekteydi (34).Fakat son yillardaki
kanitlar a-amilazin 6nemli bir anti-bakterial fonksiyona da sahip oldugunu
gostermektedir. Pankreatik ve tiikiirik o-amilazindan bagka; a-amilaz aktivitesi diger
normal doku ve sivilardada gozlenmektedir. Bunlar; akciger, ter, 16kosit, trombosit,
kolostrum ve siit, gozyasi, bademcik, tiroit, karaciger, safra, endometrium, semen,
fallop tiipii, amniyotik sivi, servikal mukoza, bagirsak mukozasi, prostat bezi, seminal
vezikill ve kadin genital sistemidir (35). Sekil 2.4’de a-amilaz enziminin 3 boyutlu

yapist goriilmektedir.



Sekil 2.4.0-Amilaz enziminin 3 boyutlu yapisi. Sekildeki beyaz ve kirmizi renklerden olusan
yapilar a-amilazin aktif bolgeleridir. Gri renkli olan kiire kalsiyum iyonunu temsil etmektedir ve
enzimin yapisininstabilize edilmesiyle iligkilidir. Yesil kiire olarak gdsterilen kloriir iyonu
reaksiyona yardimci olabilmek adina bir¢ok amilazda aktif bolgenin altinda bulunmaktadir.

2.6. Tiikiiriikk a-Amilazim1 Etkilemesi muhtemel olan etkenler

Cok sayida faktor tiikiiriik a-amilaz aktivitesini degistirmektedir (36). Bunlar

asagida siralanmaktadir;

e C(Cinsiyet
e Yas

e Sigara

e Alkol

e Tibbi ilaglar
e Kafein

e Yiyecekler

e Dis fircalama
e Egzersiz

o Kisilik



e Somatik ve psikiyatrik hastaliklar

Cinsiyet: Mevcut ¢aligmalarda amilaz aktivitesinde cinsiyet farkliligina dair bir
bulgu saptanamamistir (37).Yoshihiro ve ark. (2016)’da yapmis olduklar1 ¢alismada
kacinilmas1 gereken kisilik bozuklugu olan 93 kisi ve 355 hasta olmayan kontrol
tizerinde calismislardir. Akut fiziksel ve psikososyal strese karsi o-amilaz yanitinda
cinsiyetin roliinii incelemis ve tiikiiriik a-amilaz diizeyinin kadinlar ve erkekler arasinda
bir fark gostermedigini bildirmislerdir (38).Gliniimiizde de akut amilaz yanitlarinda
hicbir cinsiyet farkliligi tanimlanmamustir. Sadece gebelik donemlerinde strese verilen
tepkilerin zayifladig: bildirilmistir (39-41).

Yas: Bazal amilaz aktivitesi yeni dogan bebeklerde goriilmez. Bundan sonrada
ilk 3 yil iginde erigkin seviyelere ulasmak icin siirekli olarak artar. Bazal amilaz
aktivitesi Omiir boyunca degismez ve yaslilikta sabit kalir. Yenidoganda akut stres
tepkileri yoktur; ergenlik doneminde yetiskinlik derecesine ulagmak i¢in ¢ocukluktan
itibaren artmaya baslar. Yaglilik doneminde akut stres tepkileriyle ilgili hi¢bir veri
bulunmamaktadir (42, 43).

Sigara: Titlin dumanmin amilaz aktivitesini akut olarak inhibe ettigi
bildirilmistir. Sigara igme aliskanlig1 olan kisilerde akut strese verilen cevap hakkinda
belirgin veriler yoktur. Ahmadi-Motamayel ve ark. (2016)’da sigara icen ve igcmeyen
510 kisi lizerinde a-amilaz seviyesini incelemek i¢in yapmis olduklari ¢alismada; a-
amilaz seviyesinde artis oldugunu fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigini
bildirmislerdir (44). a-Amilaz ile ilgili yapilacak olan ¢alismalarda sigara i¢cenlerin harig¢
tutulmasi onerilmektedir (45).

Alkol: Yapilan ¢alismalar incelendiginde kesin olarak ortaya konulan veriler
yoktur fakat bazi ¢alismalarda kronik igicilerde diisiik amilaz gézlendigi bildirilmistir
(46, 47).

Tibbi ilaglar: Adrenerjik agonistler ve antagonistler, tiikiiriik a-amilaz {izerinde
giiclii bir etkiye sahiptir. Bu ilaglarin kullanilmasit kontrol edilmeli veya harig
tutulmalidir.

Kafein: Akut uygulama amilaz aktivitesini uyarabilmektedir. Deneylere
katilmadan 1 saat once akut kafein tiikketimi 6nlenmelidir.

Yiyecek: Karbonhidrat tiikketimi yiiksekpopiilasyonlarda bazal amilazin daha
yuksek oldugu bildirilmistir. Deneylere katilmadan 1 saat 6nce su hari¢ yeme ve igme

olmamas1 gerektigi tavsiye edilmektedir.
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Egzersiz: Literatiirlerden elde edilen bulgulara gore fiziksel egzersizin genel
olarak tiikiirlik a-amilazini yiikselttigi goriilmektedir. Yapilan bir calismada 7 kadin ve
8 erkek sporcunun egzersiz programlarinda tiikiirik a-amilazi ve tiikiiriik kortizoliine
verilen tepki incelenmis ve tiikiiriik a-amilaz miktarinin arttig1 goriillmiistiir (48).

Somatik ve psikiyatrik hastaliklar: Diisiik ve yliksek amilaz konsantrasyonlarina
bagli somatik hastaliklar goriilmektedir. Bu hastaliklar g6z Oniine alinarak ¢alismalar

yapilmalidir.

2.7. Tiikiiriik a-Amilazi ve Otonom Sinir Sistemi

Otonom sinir sistemi istem dig1 ¢alisan, i¢ organ diiz kaslarini kontrol eden bir
sistemdir. Somatik aktiviteler sonucu oksijen ihtiyacinin artmasi, kaslarda kan dolagimi
artisginin  saglanmasi, i¢ organlarda etken olan otonom aktiviteyle saglanmaktadir.
Otonom sinirler sadece i¢ organ diiz kaslarindaki kassal aktiviteleri diizenlemez, baz1
hormonlarin salgilanmasinda uyarilarak hormonal bir etkide saglamaktadir (49).
Ornegin stres kosullarinda bébrek {istii bezinden epinefrinin salgilanmas1 ve bir¢ok
organi etkilemesi bu duruma Ornektir.

Otonom sinir sisteminin etkisi sempatik ve parasempatik kollar iizerinden
gerceklesir. Otonom sinir sistemi {lizerinden etki eden sempatik ve parasempatik
uyarilmalarin tiikliriik salinimindaki etkileri Tablo 2.2°de gosterilmektedir. Sempatik ve
parasempatik otonom sinirler omurilikten ¢ikan afferent ve efferent yolaklar araciligiyla
kontrol edilirler. Sempatik sinirlerin ganglionlart omuriligin hemen disinda bulunur ve
sempatik sinirlerin preganglionik efferentleri torako-lumbal bdlgeden ¢ikarlar.
Parasempatik ganlionlar ise sinirlendirdikleri organin yakininda bulunmaktadir ve
preganglionik sinirleri ise kranio-sakral bdlgesinden ¢ikar. Sempatik ve parasempatik
sinirlerin ayni organ lizerindeki etkileri birbiriyle antagonisttir (49).

Parasempatik noronlar muskarinik ACh reseptorlerini  etkileyerek islev
gormektedirler (50, 51). Sempatik noronlar ise a- ve B-adrenerjik reseptorler yoluyla
etkilerini gostermektedirler (44). a-Adrenerjik reseptorlerin a-1 ve a-2 adli alt tipleri
vardir. a-1; Ca™ degisimlerinde rol oynarken, a-2 adenilat siklaz1 inhibe etmektedir
(52). B-Adrenerjik reseptorler B-1 ve B-2 olarak ikiye ayrilmaktadir. B-1 reseptoriiniin
gorevi adenilat siklaz1 stimiile etmek ve a-amilazi uyarmaktir.p-2 reseptoriiniin gorevi
ise adenilat siklazi stimiile etmektir (53).Tiikiirlik a-amilaz1 B-adrenerjik uyarilara cevap

olarak tiikiiriik bezlerinden salgilanmaktadir (52, 54).
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Tablo 2.2. Otonom sinir sistemi iizerinden etki eden sempatik ve parasempatik
uyarilmalarin tiikiiriik salinimindaki etkileri (55).

Sempatik Uyan Parasempatik Uyari
Vazokonstriksiyon Vazodilatasyon

Salg1 yapiminda azalma Salg1 yapimi artar
Mukus bir salg1 olusur Sulu bir salg1 olusur
pH azalir pH artar

Akis hiz1 azalir Akis hizi artar

Esasen strese karsi viicudun cevabi 2 yolak {izerinden olmaktadir. Bunlardan,

SAM sistemi, sempatik desarja yol acarak veya katekolaminlerin salgilanmasi yoluyla

a-amilaz aktivitesini artirabilirken, hipotalamo-pitiiiter-adrenal eksen aktivitesi de

kortizol salgilanmasi yoluyla viicudun strese karsi savasimini aktive etmektedir (56-

59)(Sekil 2.5).
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MENTAL VE FiZIKSEL STRES

STRESE CEVAP
Sempatik-adreno medullar(SAM) Hipotalamus-hipofiz-adrenal(HPA) aksi
Sempatik aktivite » Katekolaminlerin salgilanmasi | Kortizol salgilanmasi
a-amilaz
IgA
CgA

Sekil 2.5.Tiikiirtik a-amilaz enziminin strese cevap olarak Hipotalamus-hipofiz-adrenal
aks1 ( HPA) ve Sempatik-adreno medullar(SAM) aktivitesi sonucu salgilanmasi (2).

9 -

Sempatik sinir sistemi parasempatik sinir sistemi

ﬂ al-AR K" ve su sekresyonu ﬂ ﬂ M1-AChR
ﬂ B-AR Amilaz salgilanmasi Etkisiz
Kalin, akismaz Salginin tipi Sulu, ince, bol

Sekil 2.6.Tiikiirliglin salgilanmasinda sempatik ve parasempatik sinir sisteminin
etkilerinin 6zeti
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2.8. a-Amilaz, Otonom Sinir Sistemindeki Degisiklikleri Nasil Yansitir?

Fizyopatolojik analizlerde siklikla kullanilan viicut sivis1 kan ve idrar olup
tilkiiriglin de 6nemi giderek artmaktadir. Tikiiriik 6rneklerinin agrisiz, non-invaziv bir
sekilde toplanmasi, herhangi bir ekipmana ihtiya¢ duyulmamasi ve en onemliside stres
parametrelerinde onemli bir yere sahip olan enzim ve hormonlar1 igerisinde
barindirmasi sebebiyle son yillarda bilimsel ¢calismalarda kullanilan bir parametre haline
gelmistir (35).

Plazma 6rnegi elde edebilmek invaziv bir girisim gerektirmektedir. Bu tiir bir
uygulama dakisilerin strese girmelerine sebep olabilmekte ve analiz sonuglarini
degistirebilmektedir. Ayrica kan almak i¢in egitim almis bir personele ihtiyag
duyulmaktadir. Ote yandan, idrar &rnekleri non-invaziv ve acisiz elde edilebilmekte
olmasina ragmen, tiiketilen su miktarindan etkilenmesi ve toplanmasinin nispeten zor
olmasi nedeniyle bilimsel ¢calismalarda kullanimi daha diisiiktiir (35).

Psikonoroendokrinolojik  arastirmalarin = 6zel bir alam1  stres {izerine
odaklanmaktadir. Hayatin her alaninda etkili olan stresin ¢ok fazla olmasi viicuda
zararl etkiler vermektedir. Bu yiizden stres arastirmalarinin amaci, stresin yiikiinii en iyi
sekilde anlamak ve onu belirleyebilmek i¢in ol¢iimler gelistirmektir. Bu sebeple son
yillarda stres parametreleri iizerine bir¢ok calisma yapilmaktadir. Stresle iligkili
degisiklikler icin gecerli ve giivenli dlglimler uygulanmalidir. Ayrica, numunelerin
kolay alinmasi ve strese yol agmamasi da gereklidir. Tiikiiriikte a-amilaz enzim
aktivitesinin 6l¢iimii bu kriterleri saglamakta ve stresle iliskili degisiklikleri yansitan bir
parametre olarak kullanilmaktadir. Tiikiiriik o-amilazi, tikiiriik bezleri tarafindan
otonom sinir sisteminin aktivasyonu sonucunda salgilanan bir enzimdir. Fizyolojik
stressorler de psikolojik stressorler kadar tiikiiriik a-amilazinin stresle olan iligkisinin

gosterilmesinde kullanilmaktadir (35).

2.9. Tiikiiriik a-Amilaz1 Plazma Katekolaminleri I¢in Bir Indikatérmiidiir?

Bilimsel calismalar ¢esitli stres kosullarinda tiikiiriik a-amilazinin artmasinin, o-
amilazin stres belirteci olabilecegini diislindiirmiistiir. Son yapilan ¢alismalar (fiziksel
stres; kosu, egzersiz, sicak ve soguga maruz birakma ve fizyolojik stres; sinav) tiikiiriik
a-amilaz salinimi ile stresli kosullar arasinda bir iliski oldugunu ve hem fiziksel hem de
psikolojik stres altinda konsantrasyonunun arttigini géstermektedir. Bu artisa plazma

katekolaminlerindeki (epinefrin ve norepinefrin) artis eslik etmektedir (60).Sonug
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olarak tiikiiriik a-amilaz enziminin plazma katekolaminleri i¢in (6zellikle norepinefrin)

bir indikator oldugu goriilmektedir (61).

2.10. Tiikiiriik a-Amilaz1 Fizyolojik Strese Duyarhimidir?

Stres eksenleri hipotalamo-pituiter-adrenal (HPA) ve sempato-adreno medullar
(SAM) eksenlerdir (62). HPA aksinin son iirlinii kortizol olup stres caligmalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ote yandan o-amilaz da SAM’1n bir gdstergesi olup bu
konuda da son yillarda 6nemli ¢alismalar yapilmaya baslanmistir (63).

Yapilan c¢alismalarda fizyolojik stres kosullar1 altinda a-amilazin arttig1
bildirilmistir. o-Amilazin stres durumlarindaartisinin mekanizmasi veya fizyolojik

faydasi heniiz tam olarak agiklanmamustir.

2.11. a-Amilaz Enziminin Non-invaziv Ol¢iimii

Tiikiiriik a-amilaz enzimi viicuttan kolay elde edilebilen bir s1v1 olmasi ve stres
parametresi olarak kullanilmasi agisindan stres arastirmalarinda 6nem arz etmektedir.
o-Amilaz enziminin tiikiirikte Ol¢limiiniin  avantajlar1  asagidaki  gibi
Ozetlenebilir:
e Agrisiz, non-invaziv 6l¢lim olmasi
e Tiikiiriik 6rneklerinin tiim zamanlarda uyku hari¢ kolaylikla toplanabilir olmasi
e Stres sartlarinda iyi bir materyal olmasi
e Beyaz 6nliik korkusunun giderilmesi
e Birden fazla 6rnek alinmasinda kolaylik saglamasi
e Ekipman ve tibbi personele ihtiya¢ duyulmamasi
e Ekonomik ve kullaniminin kolay olmasi
e Uzun siire saklanabilmesi(oda sicakliginda 3 hafta, dondurucuda uzun siire
saklanabilir)
Tiim bu avantajlarindan dolay1 son yillarda tiikiiriik a-amilaz analizi stres arastirmalari

i¢in tercih edilmektedir.

2.12. Deneysel Calismalar

Tiiklirik o-amilaz1 ile 1ilgili olarak yapilan caligmalar iki grup altinda
toplanabilir. Siganlarda yapilan c¢aligmalar c¢ogunlukla farmakolojik ajanlarin
uygulanmasini veya cerrahi operasyonlar1 kapsarken; insanlarda yapilan ¢aligsmalar ise

cogunlukla stres eksenin aktivitesini belirlemeye yonelik olmustur.
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2.12.1.Sicanlar Uzerinde Yapilan Deneysel Calismalar

Bu calismalar sempatik ve parasempatik farmakolojik ajanlarin o-amilaz ile
iliskisini ortaya koymak tlizere yapilmiglardir. Batzri ve arkadaslari, ratlarin parotis
bezlerinde tiikiiriik a-amilazinin saliniminda beta adrenerjik reseptorlerin 6nemli oldugu
belirlenmistir (64, 65). Busch ve arkadaslari, ratlarin parotis ve submandibular
bezlerinde amilaz salinimindaki farkliliklar1 arastirmislardir. Isoproterenol denilen beta
adrenerjik agonisti kullannuglardir. Ilag¢ alindiktan sonra submandibular bezde bir
degisiklik gbzlenmezken, parotis bezinde o-amilaz salinnminda Onemli bir artig
belirlemiglerdir (66, 67). Daha sonra ayni ¢alismada atenolol (B-1 antagonisti) ve
butoxamine(beta 2 antagonisti) ilaglar1 ayr1 ayr1 verilmistir. Butoxamine o-amilaz
salinimini inhibe etmezken, atenolol'un inhibe ettigi goriilmiistiir (50). Anderson ve
arkadaslari, ratlara ayr1 ayr1 sempatik ve parasempatik uyar1 vermislerdir. Sempatik
uyar1 sonucunda; tiikiiriik akis hizinda azalma gozlenirken, toplam protein artmistir.
Parasempatik uyar1 sonucunda; tiikiiriik akig hizinda artis gozlenirken, protein
iceriginde azalma gdzlenmistir. Daha sonra bu ratlara adrenalektomi yapildiginda, o-
amilazda diistis gozlemislerdir (68).Bu ¢alismalar sonucunda, sicanlarda a-amilaz
salmmminda adrenal katekolaminlerin 6nemli oldugu ve salimmin (-1 adrenerjik

reseptorler yoluyla olustugu belirlenmistir.

2.12.2. insanlar Uzerinde Yapilan Stres Calismalar

Insanlarda 1s1 stresinin, psikolojik stresin ve farmakolojik ajanlarin tiikiiriik o-
amilaz salmimi lizerine etkileri incelenmistir. Bu baglamda, Speirs ve arkadaslari,
yaptiklar1 caligmada kisiyi belinden asagiya soguk suya (4-5°C) maruz birakmiglar ve
sonrasinda da isoprenalin ve propanalol verilmislerdir. Isoprenalin'in a-amilaz
seviyesini yiikselttigi, propanalol'un ise diislirdiigli gézlenmistir. Caligmanin sonucunda,
insanlarda da amilaz sekresyonunun sempatik kontrolle
olustugubelirlenmistir(69).Bosch ve arkadaslari, yaptiklar1 g¢alismada simavdan 30
dakika Once, 2 hafta sonra ve 6 hafta sonra tiikiiriik O6rnekleri almislardir. Stres
kosullarinda amilaz {retiminin arttii fakat tiikiirik akis hizinin degismedigi
belirlenmistir (70). Laurikainen ve arkadaslari, timolol maleat denilen beta bloke edici
bir ilag kullanmiglardir. Kisi ilact kullandiktan sonra amilaz seviyesinde diisiis
gozlenmistir (71).Gilman ve arkadaslari, bir grup kisiyi 8 giin boyunca basinca maruz

birakmiglardir. Calisma sonunda o-amilaz konsantrasyonunda Onemli bir artis
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gozlenmistir (72). Skosnik, bir grup kisiye stres igerikli bir video izletmistir. Videoyu
izledikten 15 dakika sonra a-amilazda 6nemli bir artis bulunmustur (73). Noto, bir grup
kisiye stresli video izlettirirken, bir grup kisiyede dinlendirici video izlettirmistir. Stres
icerikli video izleyenlerde kortizol ve a-amilazda artis goriiliirken; dinlendirici video
izleyenlerde kortizolde degisiklik gbézlenmemis fakat o-amilaz seviyesinde diisilis
gbzlenmistir (74). Rohleder ve arkadaslari, sabahin erken saatlerinde kortizol
seviyesinde artis gozlenirken, 6gleden sonra belirgin sekilde diisiis gézlemistir. Aksine;
a-amilaz seviyesi sabahin erken saatlerinde diisiikken, 6gleden sonra belirgin sekilde
artmustir. Yani kortizol ile a-amilaz arasinda ters bir iliski bulunmustur (75). Bagka bir
calismada 27 saglikli yetiskin birey TSST (Trier social stress test) olarak bilinen sosyal
stres testine maruz birakilmis ve 10, 20, 30, 45 ve 60. dakikalarda tiikiiriik 6rnekleri
alimmistir. Strese maruz birakildiktan sonra a-amilaz diizeyinde Onemli bir artisin
gozlendigi bildirilmistir (Sekil B). Nater ve arkadaglari, 30 saglikli bireyde TSSTve
zihinsel aritmetik protokolii sirasinda aliman numunelerde; sempatik aktivite artisina
bagl olarak a-amilaz diizeyinde anlamli bir artis belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada, plazma
norepinefrin ve epinefrin konsantrasyonu stres testinin baglamasindan 15-20 dakika
sonra pik yapmis ve bu artis tiikiiriikte a-amilaz diizeyinin artistyla paralel seyretmistir
(76) (Sekil C). Baska bir calismada da 12strese maruz kalan bireylerde tiikiiriik a-amilaz
enzimlerinde artisin yine plazma noradrenalin diizeylerinin artistyla eszamanli oldugu

belirlenmistir (75) (Sekil D).
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Sekil 2.7. Tiikiiriik kortizol ve a-amilaz saliniminda giin i¢inde meydana gelen degisiklikler.
Caligmaya 76 saglikli erkek ve bayan katilmistir. Kortizol saliniminda uyanma ile birlikte artig
gbzlenirken, o-amilaz salimiminda azalma gdzlenmistir. Ote yandan, kortizol salinimi gece
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saatlerine dogru en diisiik seviyeye inerken a-amilaz salinimi en yiiksek diizeylere ¢ikmaktadir
(77).

300 5
250 1
200 A
150 4
100 4

50 -4
Stress Rest

Alpha-amylase activity in saliva in U/ml

-22-10 0 10 20 30 45 60 -22-10 0 10 20 30 45 60

Time in min
Sekil 2.8. Tiikiiriikk a-amilaz diizeyinin stres uygulanmasini (gri renkle gosterilen zaman dilimi)
takiben artis1 ve dinlenim doneminde bazal seviyeye geri doniisii. Bu ¢alismada, 27 erigkin

katilimciya TSST (Trier social stress test) ad1 verilen bir sosyal stres testi uygulanmis ve bunun
a-amilaz diizeyini artirdigi belirlenmigtir.

18



A) B)

700 bk
E E
< 600 S a0l
2 2 80
c
= 500 1 -
gm- § 0
- 1
s
g 300 40
£ £
g 200 4 E I—f‘YH
§ 100 4 Stress Res!t 201
3 — Stress Rest
s . ygnp—— 0+ ————— —
0 10 15 20 30 L 0 10 15 20 30 0 10 15 20 30
Time in min Time in min
0
2.0-
= 400 ]
g ” 1.8
s 51,6-
S 300 & 144
3 = 124
£ 2
€ 200 g 104
g go‘s- 3 i3 3 3 E/I
= 4
=2 1004 ‘g' 06
E Stress Rest g 041
0.2
_ 0.0

0 10 15 20 30 40 0 10 15 20 30 40
Time in min

0 10 152030 40 0 10 15 20 30 40
Time in min

Sekil 2.9. Saglikli gen¢ erkeklere (n=30) TSST uygulandiginda (gri zaman dilimi) plazma
norepinefrin (A) ve epinefrin (B) diizeyleri ile birlikte tiikiiriikk a-amilaz diizeyinde ve tiikiiriik
akis hizinda meydana gelen degisiklikler (C)(76). Stres uygulamasiyla birlikte plazmada
norepinefrin ile epinefrinin artis gostermesiyle eszamanli olarak tiikiiriikkte de a-amilaz
diizeylerinde bir artis gézlenmistir. a-Amilaz diizeyinde meydana gelen artigin, tiikiirik akisg
hiziyla iligkili olmadig1 da gosterilmistir.
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Sekil 2.10.TSST uygulanan saglikli erkek ve bayan bireylerde (n=12), tiikiiriik a-amilaz
ve plazma norepineftrin diizeylerinde meydana gelen eszamanli degisiklikler (75).

2.13. a-Amilaz Aktivitesini Ol¢iim Yontemleri

2.13.1. Nisasta-Iyodin Yontemi

Nigasta-iyodin metodunun amaci, a-amilaz enziminin glikozlar arasindaki bagi
kirarak nisasta ile iyodin arasinda bir etkilesim olusturmasi (Sekil 2.11) ve mavi-mor
renk agiga cikartmasidir. Boylece a-amilazin aktivitesini 6l¢ebilmektir.

Nisasta amiloz ve amilopektin denilen iki gruptan olugmaktadir. Amiloz lineer
bir molekiildiir. Birbiri ardinca dizilen glikoz molekiillerinden dolay1 bir sarmal
olustururlar. Tki tane amiloz molekiilii birbirine sarilarak bir ¢ifte sarmalda
olusturabilmektedir. Iyot molekiilleri bu sarmallarin icerisine girerek mavi-mor bir renk

olustururlar. Amilopektin ise ¢al1 gibi merkezden dallanan bir sekle sahiptir(78).

o-amilaz enzimi

Nisasta+su__ &~ 5 Maltoz + dekstrin

Sekil 2.11.0-Amilaz enziminin nisastay1 par¢alamasi ve olusan {iriinler

2.13.2. CNPG3 Yontemi

CNPG3 metodunun esas amaci bir substrat gibi enzime baglanarak islev

gérmesidir. Enzim substratina baglanir ve sar1 bir renk olusturur. Béylece a-amilazin
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aktivitesi Ol¢iilebilmektedir(79, 80). CNPG3 substratinin amilaza baglanmasi1 ve agiga

c¢ikan {irtinler Sekil 2.12°de gosterilmistir.

o-Amilaz

-~

CNPG3 » CNP+CNPG2+Glikoz+Maltotriose

Sekil 2.12.CNPG3 substratinin amilaza baglanmasi ve aciga ¢ikan {iriinler

2.13.3. DNS Yontemi

DNS metodu a-amilaz aktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilan bir yontem olup(81),
indirgenen seker miktarint 6lgmeye dayalidir. Bir numunedeki indirgeyici seker
konsantrasyonunu tahmin edebilmek i¢in DNS yontemi kullanmilmaktadir. Indirgeyici
sekerler, reaktiflerin ¢ogunu azaltma 6zelligine sahip olan serbest karbonil grubunu
igerirler. Tiim monosakkaritler ve bazi disakkaritler indirgeyici sekerlerdir (82).

3,5-DNS indirgeyici sekerlerle reaksiyona girdiginde turuncu renkte 3-amino-5

nitrosalisilik asit meydana gelir (Sekil 2.13).

OH HOOC OH
HO NO, NH;
+Indirgeyici seker=
| |
NO; NO;
3,5 Dinitrosalisilik asit (DNS) 3-amino-5-nitro salisilik asid

Sekil 2.13.3,5-DNS’nin indirgeyici sekerle reaksiyona girerek 3-amino-5 nitrosalisilik
asidi meydana getirmesi

2.14. Tezin Amaci

Tiikiirik a-amilaz enzimi stresin objektif olarak ortaya konmasini saglayan bir

belirte¢ oldugundan, mevcut tezin amaci tiikiiriikte o-amilaz enziminin aktivitesini
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Olcen ii¢ yontemi kurarak karsilastirmak ve stres fizyolojisinde kullanilabilirligini
arastirmakti. Bu baglamda, tez caligmasiiki asamadan olusmustur: (1) Nisasta-iyodin,
CNPG3 ve DNS yontemlerini kurarakalfa-amilaz enzim aktivitesini tiikiiriikte dlgerek
avantaj ve dezavantajlarin1 ortaya koymak, (2) Bu yoOntemlerle Olciilen alfa-amilaz
aktivitesinin fizyolojik sartlar altinda degisimini izlemek iizere ulusal okguluk
yarismasina katilan profesyonel okgularda sabah uyanma doneminde ve yarisma

sturecinde alfa-amilaz enzim aktivitesini belirlemekti.
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3. MATERYAL VE METOT

Mevcut tez c¢alismasinda, o-amilaz enzim aktivitesini 6lgmek igin asagida
siralanan analizler yapilmistir.

e o-amilaz enzimi ile ilgili yapilan ¢aligmalar

¢ Nisasta-iyodin metodu ¢alismalari

e CNPG3 metodu ¢alismalar1

e DNS metodu ¢alismalar1

e Profesyonel okgularda a-amilaz aktivitesinin 6l¢timii

3.1. a-Amilaz Enzimi

Calismada kullanilmak iizere aspergillus oryzae’dan elde edilen amilaz ticari
olarak satin alinmistir. a-Amilaz enziminin saf suda ¢dzlindiigli bildirilmis olmasina
ragmen, bircok deneme yapilmis fakat tam ¢oziinme saglanamamustir. Ote yandan,
insan tiikiiriigiinden a-amilaz enzimini saflastirmak icin birtakim ¢aligsmalar yapilmistir.
Fakat saflastirma islemi belli bir diizeye ulasamadigindan insan tiikiiriigiinden elde
edilen a-amilaz enzimi ticari olarak satin alinmis ve PBS’de tam olarak ¢6ziinmiistiir.

Calismalara tiikiiriikten elde edilen a-amilaz enzimi ile devam edilmistir.
Testlerin standart egrileri olusturulmus olup, bu amagla a-amilaz enzimi farkli oranlarda

sulandirilmstir.

3.1.1. o-Amilaz Enzimini Saflastirma Yontemi

Insan tiikiiriigiinden a-amilaz enziminin saflastirilabilmesi igin kullanilan
yontem asagida 6zetlenmistir;
> 3 ml’lik tiikiiriik toplandi.
1,5 mI’lik iki tlipe alind1 ve 8.000 rpm de 5 dk santrifiij edildi.
Her bir tiipten 1 ml siipernatant alind.
Uzerlerine 600 pl ethanol damla damla eklendi.
10.000 rpm de 10 dk santrifiij edildi.
Her iki tiipten 1ml siipernatant alindu.
Uzerlerine 60 pl PBS, 50 pl glikojen reaktifi ve 80 ul ethanol eklendi.
Tipler 5 dk buz iizerinde tutuldu.

YV V. V V V V V V

Tiiplerin siipernatant kisimlar1 bosaltildi.
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> Tiplerde kalan pelet tizerine 750 ul su, 72 pl PBS ve 600 ul ethanol
eklendi.
5.000 rpm de 3 dk santrifiij edildi.
Stipernatantlar1 bosaltildi.

Pelet kisimlarin iizerine 400 pl PBS eklendi.

vV V V V

Spektrofotometrede 280 nm’de okundu.

3.2. Nisasta-Iyodin Metodu

Nisasta-iyodin metodunda ilk olarak nisasta ile ilgili ¢aligmalar yapildi. Hazir
olarak aldigimiz nisasta %1 lik oraninda sicak suda, soguk suda, kaynar suda ve buzlu
suda hazirlandi. Daha sonra ayni oranda iyodin damlatilarak renk olusumu gozlendi.
Ote yandan, %1’lik nisasta soliisyonu hazir olarak alindi ve ayni isleme tabi tutuldu.
Tilim nisasta-iyodin tepkimeleri sonucu olusan renkler karsilastirildi ve mevcut ¢alisma
icin en uygun nisasta-iyodin ¢dzeltisinin hazir sivi olan ¢dzelti olduguna karar verildi

(Sekil 3.1 ve 3.2).

Sekil 3.1. Hazir nisasta soliisyonu ile laboratuvarda hazirlanan nisasta sollisyonunun iyodin
damlatildiktan sonraki renk olusumlari. Sol tarafta lacivertimsi rengin oldugu beherde hazir
%1°lik nigasta soliisyonu kullanilirken, sag tarafta kirmizimsi renk olusumunun goézlendigi
beherde laboratuvarda hazirlanan %1°lik nisasta soliisyonu kullanilmistir.

24



Sekil 3.2.Hazir nisasta soliisyonu ile laboratuvarda hazirlanan nisasta soliisyonunun o-
amilaz enzimi eklendikten sonraki renk degisimleri.

3.2.1.Nisasta Cozeltisinin Hazirlanmasi

Nisasta soguk suda ¢oziinmez fakat sicak suda ¢Oziinlir. Nisasta cozeltisi
hazirlayabilmek i¢in 1g nisasta 100 ml suda ¢ozdiiriildii (%1).

3.2.2.Nisasta-Iyodin Metodunda Standart Egrinin Olusturulmas: Protokolii

Standart egri olusumunda o-amilaz bir¢ok kez sulandirilarak en uygun

konsantrasyonun asagidaki gibi olduguna karar verilmistir.

Tablo 3.1.Nisasta-iyodin metodu standart egri olusumu igin seyreltme oranlari

STANDARTLAR U/ ml
1.standart 30
2.standart 3
3.standart 1,5

4 standart 0,6
5.standart 0,3
6.standart 0,15
7.standart 0,06

Numunelerin okunabilmesi i¢in belli bir araliga kadar numuneler seyreltildi. Deneme-
yanilma yoluyla yapilan bu islemler sonunda numuneler yine de okunmadiysa tekrar
seyreltilerek testte yeniden calisildi. Bu amagla seyreltme islemlerinde tampon soliisyon

(PBS) kullanildi.

25



Tablo3.2.Nisasta-iyodin metodunda numunelerin seyreltme oranlari

SULANDIRMA
ORANLARI
1
1/10

1/100

1/500
1/1000
1/2000
1/4000
1/10000

3.2.3. PBS Hazirlanmasi

Numunelerin sulandirilmasi ve metotlarin ¢alismasi i¢in PBS tampon ¢ozeltisi (pH=7,2)

asagidaki gibi hazirlanmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3.PBS ¢o6zeltisinin hazirlanmasi (1000 ml igin)

NaH:PO4.H:0 (g) 1,265
Na:HPO4.12H20 (g) 12,100
NaCl (g) 8,500
Thimerosal (g) 0,200

3.2.4. Nisasta-Iyodin Testinin Protokolii

Tiikiirtik 6rneklerinden a-amilaz aktivasyonunu belirleyebilmek i¢in nisasta-
iyodin yontemi kullanildi. Bu yontemin ¢aligma protokolii asagida 6zetlenmistir;
e 40 pl nigasta soliisyonu her kuyucuga pipetlendi.

e Tiim kuyucuklarin {izerine 40 pl tiikiiriik(a-amilaz) eklendi.(5-10 saniye hafifce
calkalandi.)

e 30 dakika etiivde(50 derecede) inkiibe edildi.
e Tiim kuyucuklara 20 pul HCI soliisyonu eklendi.
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Tiim kuyucuklara 100 pl iyodin ¢ozeltisi eklendi.
Plak okuyuculu spektrofotometrede 580 nm’de okundu(83).

3.2.5. Nisasta-iyodin Yontemi Standart Egrisi

Nigasta-iyodin yonteminde kullanilan disaridan hazir olarak aldigimiz aspergillus

oryzae’dan elde edilmis o-amilaz c¢esitli oranlarda sulandirilarak standart egri

olusturuldu.
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Sekil 3.3.Nisasta-iyodin metodu standart egri
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sekil 3.4.Degisik konsantrasyonlardaki a-amilaz kullaniminin olusturdugu renk degisikliklerinin nigasta-iyodin yontemiyle gosterilmesi. Nisasta-
iyodin testinde saridan koyu kahverengiye dogru giden bir renk olusmaktadir. Bu renk spektrofotometre de okutularak enzimin aktivitesi
Olctilmektedir.



3.3.CNPG3 Metodu

CNPG3 kromojeni ticari olarak pazarlanan bir substrattir(84). PBS igerisinde
direkt ¢oziiniir ve acik sart bir renk olusturur. Testin uygulanabilmesi i¢in bir standart
egri olusturuldu. Bu standart egrinin olusumunda o-amilaz enzimi farkli oranlarda

bir¢ok kez sulandirildi.

3.3.1.CNPG3 Metodunda Standart Egrinin Olusturulmasi Protokolii

Standart egri olusumunda bir¢cok kez sulandirilmalar yapilmis olup en uygun

sulandirmanin asagidaki gibi olduguna karar verilmistir.

Tablo 3.4. CNPG3 metodu standart egri olusumu i¢in a-amilaz enziminin seyreltme

oranlari
STANDARTLAR U/ ml
1.standart 30
2.standart 15
3.standart 7,5
4.standart 6
5.standart 3,75
6.standart 3

Numunelerin okunabilmesi i¢in belli bir araliga kadar numuneler seyreltildi. Tim
numunelerin okunmadig1 zamanlarda numuneler farkli oranlarda tekrar seyreltilerek

okundu. Seyreltme islemleri PBS ile yapildi.

Tablo3.5.CNPG3 metodu i¢in numunelerin seyreltme oranlari

NUMUNELER SULANDIRMALAR

1.numune 1

2.numune 1/5

3.3.2. CNPG3 Testinin Protokolii

Tikiirik Orneklerinden a-amilaz aktivasyonunu belirleyebilmek i¢in CNPG3

yontemi kullanildi. Bu yontemin ¢aligsma protokolii asagida 6zetlenmistir;
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e 175 ul PBS soliisyonu her kuyucuga pipetlendi.

e Tiim kuyucuklarin tizerine 5 pl tiikiiriik (a-amilaz) eklendi. (5-10 saniye hafifce
calkaland.)
e 1 saat (37 derecede) inkiibe edildi.

e Tiim kuyucuklara 20 ul CNPG3 soliisyonu eklendi.

e Plak okuyuculu spektrofotometrede 405 nm’de okundu (84-86).

3.3.3. CNPG3 Yontemi Standart Egrisi

o-Amilaz enziminin ¢esitli oranlarda sulandirilmast ile standart egri
olusturulmustur.
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Sekil 3.5.CNPG3 metodunun standart egrisi
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Sekil 3.6.Degisik konsantrasyonlardaki a-amilaz kullanimmin olusturdugu renk degisikliklerinin CNPG3 yontemiyle gosterilmesi. CNPG3
testinde CNPG3 maddesinin katilimiyla agik sar1 renk olugsmakta ve spektrofotometrede okunarak a-amilaz aktivitesi belirlenmektedir.



3.4. DNS Metodu

DN testi i¢in ilk olarak DNS ¢6zeltisi hazirlandi.

DNS maddesinin hazirlanmasi: 100 ml DNS hazirlamak i¢in 1 g DNS 50 ml
distile suda ¢oziindii.
Potasyum sodyum tartarate: Diger ismi Rochelle tuzudur. 1 molar

hazirlanmustir.
DNS Reaktifi: 1 g DNS 50 ml distile suda ¢6ziindii. 20 ml NaOH ve 28.2 g
Rochelle tuzu eklendi. Son olarak distile su kullanilarak 100 ml ye tamamlandi(78).

3.4.1. DNS Metodunda Standart Egrinin Olusturulmasi Protokolii

Standart egri olusumunda bir¢ok kez sulandirilmalar yapilmis olup numuneleri

okuyabilecek uygun bir standart egri olusturulamamustir.

Tablo3.6.DNS metodu standart egri olusumu i¢in a-amilaz enziminin seyreltme

oranlar1
STANDARTLAR U/ ml
1.standart 30
2.standart 3
3.standart 0,3
4 standart 0,03

Test i¢in uygun standart egri olusturuldu fakat numuneler seyreltilmelerine
ragmen standart egri aralifinda renk yogunlugu elde edilmedi. Ayrica DNS testinde
kaynatma gibi bir asama bulunmaktadir. Birka¢ 6rnek icin kolay gibi goriinse de bir ¢ok
numune okunmasi gerektiginde pratik géziikmemektedir. Agz1 kapali tiipler icerisinde

kaynatma gergeklesse de tiiplerin icerisine su girisi olabilmektedir.
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3.4.2. DNS Testinin Protokolii

Tiikiirik Orneklerinden o-amilaz aktivasyonunu belirleyebilmek i¢in DNS

yontemi kullanildi. Bu yontemin ¢aligsma protokolii asagida 6zetlenmistir;

Her tiipe 0,9 ml substrat ve 0,1 ml enzim eklendi.

5 dakika 37 derecede inkiibe edildi.

1 ml DNS eklendi.

10 dakika kaynatildi ve sogumaya birakildi.

Plak okuyuculu spektrofotometrede 540’ nm de okundu(87,88).

3.4.3. DNS Yonteminin Standart Egrisi

a-amilaz enzimi g¢esitli oranlarda sulandirilarak standart egri olusturulmaya

calisild1 fakat istenilen sonug elde edilemedi.
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Sekil 3.7.DNS metodunun standart egrisi
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Sekil 3.8.Degisik konsantrasyonlardaki a-amilaz kullaniminin olusturdugu renk degisikliklerinin DNS ydntemiyle gosterilmesi.
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3.5.Deneme

Bu yontemlerin kullanilabilirligini test etmek i¢in salon Tiirkiye sampiyonasina
katilan, 16-20 yas aras1 (n=7), olimpik yayla atig yapan, erkek elit sporcunun tiikiiriik
orneklerinin bir kismi o-amilaz (n=140) yonilinden incelenmistir. a-Amilaz analizi
yapilan tiikiirik ornekleri, kapsamli bir calisma i¢in alinan Orneklerin bir kismini
icermekteydi. S6z konusu kapsamli ¢alismanin etik kurul onay1, yliriitiicli aragtirmacinin
basvurusunu yaptig1 Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
alimmis olup (OMU KAEK 2017/98, Ek:1) basvuruda &rneklerin a-amilaz yoniinden
[nonii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda analiz
edilecegi belirtilmigtir. Tukiiriik Ornekleri sampiyona siirecindeki 3 farkli giinde
(siralama atiglari-1. Giin, eleme atiglari-2. Giin ve takim atislari-3.glin olmak iizere
sabah uyaninca 0, 30, 45, 60. dakikalarda alinmigtir. Ayrica, birinci siralama ve ikinci
giin eleme atiglarinda yarismadan 30dkve 15 dk 6ncesinde, yarigsma arasinda ve yarisma
sonrasinda a-amilaz analizi i¢in tiikiirlik Ornekleri toplanmistir (89). Sporcularin
tikiirik oa-amilaz seviyeleri nisasta-iyodin yontemi ve CNPG3 ydntemleriyle

Olctilmiistiir.

3.5.1.0-Amilaz Enzimi I¢in Tiikiiriik Toplanmasi

Katilimcr bireylerden a-amilaz 6rneklerinin alinmasi i¢in asagidaki sekilde bir
uygulama protokolii hazirlanmistir(90). Her katilimciya ornek verme ile ilgili
bilgilendirmeler yapilmis ve hazirlanan protokol semasi, dlceklerle birlikte bireylere
verilmistir. Uygulama agamalar1 asagidaki sekilde 6zetlenmistir:
1-Ilk olarak deneklere iizerinde isimlerinin ve dakikalarin yazili oldugu tiipler
verilmigtir.
2-Tukiirik numunelerini vermeden once denekler dis fircalama, yeme igme sigara
kafein alma gibi durumlardan uzak tutulmalar1 i¢in bilgilendirilmistir.
3-Tiikiiriik numuneleri pasif akis yontemiyle (passive drool) alinmistir. Bu amagcla ¢ene
gbgiis kafesine dogru egilerek, kendiliginden agiz i¢ine dolan tiikiiriik tiipe aktarilacak
sekilde numuneler toplanmistir.
4-Alman tiikiiriik numuneleri, denekler ile iletisime gegilerek giin igerisinde toplanmis
ve laboratuvarda -20 derecede muhafaza edilmistir. Numuneleri giin icerisinde
laboratuvara getiremeyen deneklerin ise numuneleri ayn1 giin kendi buzdolaplarinin -20

derece bélmesinde dondurmalart saglanmigtir. Numuneler laboratuvara getirildiginde
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-40 C’de hemen dondurulmus ve analizler yapilana kadar burada tutulmustur (91, 92).

3.6. istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde MINITAB (ABD) istatistik programi kullanildi. Veriler
ortalama + standart hata olarak sunuldu. Standart egrilerin olusturulmasinda 4-
parametre lojistik egri kullanildi (GenS5, BioTek Synergy, ABD). Nisasta-iyodin testi ile
CNPG3 testi arasindaki iliski Pearson korelasyonuyla ortaya konuldu. Okcgularda a-

amilaz degisimi ile ilgili analizler paired-testi ile belirlendi.
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4. BULGULAR

a-Amilaz analizleri; nisasta-iyodin testi, CNPG3 kromojen substrat testi ve
dinitrosalisilik (DNS) asit testleriyle yapilmis ve elde edilen standart egriler Sekil 4.1,

4.2 ve 4.3°de sunulmustur.

4.1. Nisasta-Iyodin Testi Standart Egrisi

Nisasta-iyodin testiyle elde edilen a-amilaz standart egrileri 5 testte ¢alisilmis ve

ortalama standart egri degerleri Sekil 4.1°de sunulmustur.
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Sekil 4.1. Nisasta-iyodin yontemine gore artan a-amilaz konsantrasyonlarinda optik dansitede
meydana gelen degisiklikleri gosteren standart egri. a-amilaz konsantrasyonlarindaki (iinite/ml)
degisikliklerin olusturdugu renk degisimleri spektrofotometrik olarak 580 nm dalga boyunda
Ol¢iilmils ve yukaridaki standart egri grafigi elde edilmistir. Degerler, 5 testte elde edilen
degerlerin ortalamasi ve standart hatas1 olarak sunulmustur. Standart egrinin 0,06 U/ml ile 1,5
U/ml arasinda lineer oldugu belirlenmistir.

4.2. CNPG3 Testi Standart Egrisi

CNPG3 testiyle elde edilen a-amilaz standart egrileri 13 testte ¢alisilmis ve

ortalama standart egri degerleri Sekil 4.2°de sunulmustur.
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Sekil 4.2.CNPG3 kromojen substrat yontemine gore artan a-amilaz konsantrasyonlarinda optik
dansitede meydana gelen degisiklikleri gosteren standart egri. Olglimler 405 nm’de yapilmis

olup, 13 standart egrinin ortalamasi olarak sunulmustur (= SEM). Egrinin 0-7,5 U/mL araliginda
lineer oldugu tespit edilmistir.

4.3. Dinitrosalisilik Asit Testi Standart Egrisi

Dinitrosalisilik asit (DNS) testiyle elde edilen a-amilaz standart egrisi Sekil

4.3’de sunulmustur.
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Sekil 4.3. Dinitrosalisilik asit testinde, a-amilaz konsantrasyonlarindaki artigla birlikte optik

dansitede meydana gelen degisiklikleri gosteren standart egri. Standart egride, 3-30 U/ml

arasindaki konsantrasyon farkina karsilik optik dansite de yaklagik olarak 0,300 birimlik bir
degisiklik meydana gelmistir.
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4.4. Orneklerin Dondurulup Cézdiiriilmesinin a-Amilaz Uzerine Etkisi

Orneklerin dondurulup ¢dzdiiriilmesi gerekliligi, analizlerde siklikla karsilasilan
bir sorundur. Bu baglamda tez calismasinda, 11 6rnek ve 1 standart sekiz defa seri
olarak seyreltildikten sonra dondurulmus ve c¢ozdiiliiriilerek CNPG3 testinde optik
dansite degerleri incelenmistir. Daha sonrasinda da, bu 6rnek ve standart diltisyonlari
(n=96) tekrar dondurulmus ve ayn1 sekilde yeniden incelenmistir. Iki okuma igin elde
edilen optik dansite degerleri arasindaki korrelasyon incelenmis ve bunun ¢ok kuvvetli

oldugu belirlenmistir (R?>=0.991; y=0.0015 +0.958x; P<0.000; Sekil 4.3).
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Sekil 4.4. Ornekleri dondurup ¢dzmenin CNPG3 testinde a-amilaz iizerine etkisi. Grafikte y
ekseni, normal bir sekilde yapilan testten elde edilen optik dansite degerlerini gosterirken, x
ekseni ise ayn1 drneklerin dondurulup ¢ozdiiriiliip bir sonraki giin ¢alisilmasi sonucu elde edilen
optik dansite degerlerini gostermektedir. Bu amagla 11 farkl kisinin tiikiiriik 6rnegi ve 1
standart c¢ozeltisi, 8 defa seri olarak seyreltilmis ve elde edilen 96 6rnek her iki testte de
incelenmistir. Elde edilen veriler, bir defa dondurup ¢6zmenin a-amilaz iizerine olumsuz bir etki
olusturmadigim1 gostermektedir ¢iinkii her iki test arasindaki uyum % 99,1 oraninda
bulunmustur.
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4.5. Profesyonel Okcularda Miisabaka Donemi a-Amilaz Diizeyleri

a-amilaz testlerinin performansit profesyonel okcularda (n=7) 3 giinliik
miisabaka boyunca siralama (1. Giin), eleme (2. Giin) ve takim atiglar1 (3. Giin) sabah
uyandiktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda incelenmistir. Ayrica, ilk iki gilin
yarsmadan 30 ve 15 dakika Once, yarisma arasinda ve yarisma sonunda da tiikiirtik
ornekleri a-amilaz diizeyi bakimindan incelenmistir. Sekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10 ve
4.11°de, calismada incelenen her okg¢u katilimci igcin CNPG3 kromojen testi ile nisasta-

iyodin testlerinin bulgular1 sunulmustur.
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Sekil 4.5.Birey #KS icin CNPG3 (sol taraftaki grafikler) ve nisasta-iyodin testleriyle
(sag taraftaki grafikler) elde edilen tiikiiriik a-amilaz diizeyleri.

En tstteki grafikler birey uyandiktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alinan
tiikiiriik orneklerindeki a-amilaz diizeyini (a-amilaz uyanma yaniti, AAUY) verirken
alttaki grafikler ise okguluk yarismasi siirecinde, yarigmadan 30 ve 15 dakika oncesiyle
yarigsma arast ve yarigma sonrast o-amilaz diizeylerini gostermektedir. AAUY,
AAUY2 ve AAUY3 sirastyla okguluk miisabakasindaki birinci (siralama atiglar: giinii),

ikinci (eleme atiglart giinii) ve tiglincii (takim atiglart gilinii) gilinleri temsil etmektedir.
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EYO ve EY ise sirasiyla, birinci (eleme yarismasi dncesi, EYO) ve ikinci (eleme

yarigsmasi, EY) giin yapilan atis miisabakalar siirecini temsil etmektedir.
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Sekil 4.6.Birey #MU i¢in CNPG3 ve nisasta-iyodin testleriyle tiikiiriik a-amilaz
diizeyleri.

En tstteki grafikler birey uyandiktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alinan
tiikkiiriik 6rneklerindeki a-amilaz diizeyini (o-amilaz uyanma yaniti, AAUY) verirken
alttaki grafikler ise okguluk yarigsmasi siirecinde, yarismadan 30 ve 15 dakika oncesiyle
yarigma arasi ve yarigma sonrast o-amilaz diizeylerini gostermektedir. AAUY],
AAUY2 ve AAUY3 sirastyla okguluk miisabakasindaki birinci (siralama atiglart giinil),
ikinci (eleme atiglart giinil) ve tiglincii (takim atiglart glinii) gilinleri temsil etmektedir.
EYO ve EY ise sirasiyla, birinci (eleme yarismasi oncesi, EYO) ve ikinci (eleme

yarigsmasi, EY) giin yapilan atis miisabakalar siirecini temsil etmektedir.
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Sekil 4.7.Birey #FB i¢cin CNPG3 ve nisasta-iyodin testleriyle tiikiiriik a-amilaz
diizeyleri.

En iistteki grafikler birey uyandiktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alinan
tikiiriik orneklerindeki a-amilaz diizeyini (a-amilaz uyanma yaniti, AAUY) verirken
alttaki grafikler ise okguluk yarismasi siirecinde, yarigmadan 30 ve 15 dakika oncesiyle
yarigma arasi ve yarigma sonrast o-amilaz diizeylerini gostermektedir. AAUY1,
AAUY?2 ve AAUY3 sirasiyla okguluk miisabakasindaki birinci (siralama atiglar giinii),
ikinci (eleme atiglar1 giinii) ve tiglincii (takim atiglart giinil) gilinleri temsil etmektedir.
EYO ve EY ise sirasiyla, birinci (eleme yarigmasi éncesi, EYO) ve ikinci (eleme

yarigmasi, EY) giin yapilan atig miisabakalari siirecini temsil etmektedir.
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Sekil 4.8.Birey #OET i¢cin CNPG3 ve nigasta-iyodin testleriyle tiikiiriik a-amilaz

diizeyleri.

En tstteki grafikler birey uyandiktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alinan

tikiiriik orneklerindeki a-amilaz diizeyini (a-amilaz uyanma yaniti, AAUY) verirken

alttaki grafikler ise okguluk yarismasi siirecinde, yarigmadan 30 ve 15 dakika oncesiyle

yarigsma arast ve yarigma sonrast o-amilaz diizeylerini gostermektedir. AAUY,

AAUY2 ve AAUY3 sirastyla okuculuk miisabakasindaki birinci (siralama atislari

giinil), ikinci (eleme atislar1 giinii) ve iiglincli (takim atiglar1 giinii) giinleri temsil

etmektedir. EYO ve EY ise sirastyla, birinci (eleme yarismasi dncesi, EYO) ve ikinci

(eleme yarigmasi, EY) giin yapilan atig miisabakalari siirecini temsil etmektedir.
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Sekil 4.9.Birey #BB i¢in CNPG3 ve nisasta-iyodin testleriyle tiikiiriik a-amilaz
diizeyleri.

En istteki grafikler birey uyandiktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alinan
tikiiriik orneklerindeki a-amilaz diizeyini (a-amilaz uyanma yaniti, AAUY) verirken
alttaki grafikler ise okguluk yarigmasi siirecinde, yarismadan 30 ve 15 dakika dncesiyle
yarigma arasi ve yarigma sonrast o-amilaz diizeylerini gostermektedir. AAUY],
AAUY2 ve AAUY3 sirastyla okguluk miisabakasindaki birinci (siralama atiglart giinii),
ikinci (eleme atiglart giinii) ve tiglincii (takim atiglart glinii) gilinleri temsil etmektedir.
EYO ve EY ise sirasiyla, birinci (eleme yarismasi oncesi, EYO) ve ikinci (eleme

yarismasi, EY) giin yapilan atis miisabakalar siirecini temsil etmektedir.
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Sekil 4.10.Birey #OE icin CNPG3 ve nisasta-iyodin testleriyle tiikiiriik a-amilaz
diizeyleri.

En istteki grafikler birey uyandiktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alinan
tikiiriik orneklerindeki a-amilaz diizeyini (a-amilaz uyanma yaniti, AAUY) verirken
alttaki grafikler ise okguluk yarigmasi silirecinde, yarismadan 30 ve 15 dakika dncesiyle
yarigma arasi ve yarigma sonrast o-amilaz diizeylerini gostermektedir. AAUY],
AAUY2 ve AAUY3 sirastyla okguluk miisabakasindaki birinci (siralama atiglart giinii),
ikinci (eleme atiglart giinil) ve tiglincii (takim atiglart glinii) gilinleri temsil etmektedir.
EYO ve EY ise sirasiyla, birinci (eleme yarismasi oncesi, EYO) ve ikinci (eleme

yarismasi, EY) giin yapilan atig miisabakalar siirecini temsil etmektedir.
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Sekil 4.11.Birey #BY icin CNPG3 ve nisasta-iyodin testleriyle tiikiiriik a-amilaz
diizeyleri.

En tstteki grafikler birey uyandiktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alinan
tikiiriik orneklerindeki a-amilaz diizeyini (a-amilaz uyanma yaniti, AAUY) verirken
alttaki grafikler ise okguluk yarismasi siirecinde, yarigmadan 30 ve 15 dakika oncesiyle
yarigsma arast ve yarigma sonrast o-amilaz diizeylerini gostermektedir. AAUY,
AAUY2 ve AAUY3 sirastyla okguluk miisabakasindaki birinci (siralama atiglar: giinii),
ikinci (eleme atiglart giinii) ve tiglincii (takim atiglar giinii) gilinleri temsil etmektedir.
EYO ve EY ise sirastyla, birinci (eleme yarismasi oncesi, EYO) ve ikinci (eleme

yarismasi, EY) giin yapilan atig miisabakalar siirecini temsil etmektedir.
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4.6. Okculuk Miisabakas1 Yanitlarinin Genel Karsilastirmalar

Ug giinliik miisabaka siirecinde, a-amilaz diizeyi hem CNPG3 hem de nisasta-
iyodin testine gore erkek okcularda (n=7) bireysel farkliliklar vardi (P<0.001). Fakat her
iki testte Olcililen a-amilaz diizeyleri dakikalar arasinda (0, 15, 30, 45, -30, -15,
yarigmanin yarisi ile sonu), giinler arasinda (siralama, eleme, takim) farklilik gostermedi
(P>0.05). Bununla beraber CNPG3 ile olciilen a-amilaz diizeyleri sabah uyanma
doneminde diisiik iken yarisma siirecinde yiiksek bulundu (P=0.010; Sekil 4.12).

12 1,2

1.0 1,0
- =y
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E Eog
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8 0,6 S 06
§ 5 !
& 0,4 g 0,4
Z =

0,2 0,2

0,0 0,0

0 (uyanma) 15 30 45 dak -30 -15 Yarigma arasi Yarigma sonu

Sekil 4.12. CNPG3 analizlerine gore okcularda (n=7) miisabaka siirecinde uykudan uyanma
sonrast o-amilaz diizeylerinde goriillen ortalama degisim (sol) ile ok atislarmin yapilmasi
siirecinde (-30, -15, yarisma arasi, yarigma sonu) o-amilaz degerleri (sag). Yarisma siireci
ortalama a-amilaz diizeyi, uyanma siireci a-amilaz diizeyinden daha yiiksek olarak belirlendi
(P=0.010).

Nisasta-iyodin testiyle belirlenen a-amilaz diizeyleri, gerek uyanma siirecinde
gerekse yarigma silirecinde zaman bakimindan farkliliklar gostermedi (P>0,05; Sekil

4.13).
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Sekil 4.13. Nisasta-iyodin testiyle belirlenen a-amilaz diizeyleri, gerek uyanma siirecinde
gerekse yarigma siirecinde zaman bakimindan farkliliklar gostermedi (P>0,05; Sekil 4.13).

4.7. a-Amilaz Diizeyleri Arasindaki Korrelasyonlar:

Olgiimii yapilan tiim &rneklerde nisasta-iyodin yontemi ile CNPG3 kromojen
substrat yontemi bulgular1 arasindaki korrelasyonlar incelendiginde, her iki yontem
arasinda istatistiksel olarak belirgin fakat diisiik diizeyli bir iliski bulundugu tespit

edilmistir (Lineer regresyon icin: R?=0.048; p<0.05, kuadratik regresyon i¢in R?>=0.106;
P<0.01).
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5. TARTISMA

Mevcut calismada, tiikiirik o-amilaz aktivitesinin Ol¢lim ydntemleri ve bu
yontemlerin stres fizyolojisinde kullanilabilirligi incelenmis ve tiikiirlik a-amilaz
aktivitesinin Ol¢tim yontemleri ilk defa birbirleriyle karsilastirilmistir. o-amilaz
enziminin tiikiiriikteki aktivitesini O6lgmek amaciyla karsilastirilan nisasta-iyodin
yontemi, CNPG3 yontemi ve DNS yonteminin birbirlerine iistiinliikleri ve stres

fizyolojisinde kullanilabilirlikleri asagida ayr1 ayri tartigilmastir.

5.1. Nisasta-Iyodin Yontemi ile a-Amilaz Tayini

Nisasta-iyodin testi basarili bir sekilde kurulmus olup, standart egrinin dinamik
araliginin 0,05-3 U/ml arasinda bulundugu ve hassasiyetinin de 0,05 U/ml oldugu tespit
edilmigstir. Ayrica, testin optik dansite aralig1 da yaklasik olarak 0 ile 4,000 arasinda
dinamik bir degisiklik gostermektedir. Bir diger ifadeyle, a-amilaz aktivitesine oldukca
hassas olan bir testtir. Test bu haliyle, tiikiiriik Ornekleri yaklasik 4000x
sulandirildiginda 6rneklerdeki a-amilazi tespit edebilmektedir. Bununla beraber bu
diizeydeki bir sulandirma is yiikiinii nispeten artirmakta ve zaman kaybina yol
agmaktadir. Ote yandan inkiibasyon siiresinin ¢ok kisa olmasi ve malzemelerinin
nispeten kolay ve ucuz elde edilmesi nedeniyle tercih edilebilecek bir yontem olarak
goziikmektedir.Fakat her tiikiiriik 6rnegi i¢in ayr1 sulandirmalarin gerekliligi, testin
pratik olarak uygulanabilirligi lizerine zay1f bir olumsuz etki olusturmaktadir.

Nigasta-iyodin testi, ucuz, kolay kurulabilen ve uygulanabilen, malzemeleri
nispeten rahatlikla bulunabilen bir test olup, cok sayida sulandirma gerektirmekte ve bu
nedenle isyiikiinii nispeten artirmaktadir. Ote yandan en 6nemli 6zelliginin de testin
optik dansite degerlerinin 0 ile 4,000 arasinda degisiyor olmasi ve bu nedenle oldukca

dinamik bir test olmasi da onemli bir tercih nedeni olmaktadir.

5.2. Profesyonel Okcularda Nisasta-Iyodin Testiyle Belirlenen a-Amilaz

Diizeyleri

Okgularda, genel olarak uyanma doneminde o-amilaz diizeyi yiiksek iken
uyandiktan sonraki 15, 30 ve 45.dakikalarda bazal seviyeye diisiis gozlenmistir (Sekil
4.13). Bu yoniiyle incelendiginde, a-amilaz uyanma yanitinin bulunabilecegine iliskin

bir kanit sunmustur. Bununla beraber, uyanma yanit1 bireysel olarak incelendiginde,
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incelenen 6 katilimcidan ikisinde o-amilaz’in uyanma aninda yiiksek oldugu ve
uyandiktan sonraki 15 dakika i¢inde diistiigii (#FB ve #OET) fakat iiclinde (#KS, #MU
ve #BD) goriilmiistiir. a-amilaz diizeyi uyanma aninda yiiksek olan bireylerde de bazi
giinler a-amilazin yiiksek oldugu fakat bazi giinlerde ise yiiksek olmadigi goriillmektedir
(6rnegin #KS, Sekil 4.5). Dolayisiyla tiim bu bulgular, a-amilaz uyanma yaniti adi
verilebilecek bir artisin bazi katilimcilarda baz1 gilinlerde goziiktiigii belirlenmistir. Bu
bulgular Rohleder ve ark. tarafindan bildirilen bulgularla uyumludur (Sekil 2.10).
Dolayistyla, HPA ekseni aktivitesi uyanmayla birlikte artarken (kortizol uyanma yaniti),
SAM aktivitenin ise uyanmayla birlikte azaldigi diisiiniilebilir. Bu baglamda da,
uyanmanin uykunun hangi sathasinda (REM veya non-REM) olustugu 6nemli olabilir.
Ciinkii REM uykusu SAM aktivitesiyle iliskili bulunmustur.

Ote yandan, nisasta-iyodin testinde, ok¢uluk atis siirecinde o-amilaz diizeyinde
herhangi bir degisiklige yol agmadig1 ve a-amilaz diizeyinin bazal seviyede seyrettigi
belirlenmistir. a-amilaz aktivite artisinin SAM’1n bir gostergesi oldugu diisiiniildiigiinde
ve ayni ¢alismada yarigmadan hemen 6nce kortizol diizeyi arttigi halde (89) a-amilaz
aktivitesinin artmamis olmasmnin nedeni bilinmemektedir. S6z konusu c¢alismada,
tilkiirik 6rnegi yarigmadan 30 dakika once alinmaya baslanmig oldugundan, SAM

aktivitesi daha Oncesinde artmis olabilir.

5.3. CNPG3 Yontemi ile a-Amilaz Tayini

CNPG3 testi basarili bir sekilde kurulmus olup, standart egrinin dinamik
araliginin 3-15,75 U/ml arasinda bulundugu ve hassasiyetinin de 0,100 U/ml oldugu
tespit edilmistir. Ayrica, testin optik dansite araligi da yaklasik olarak 0,1 ile 0,8
arasinda dinamik bir degisiklik gostermektedir. Test bu haliyle, tiikiiriik 6rnekleri
yaklasik 5x sulandirildiginda Orneklerdeki o-amilazi tespit edebilmektedir. Tek bir
sulandirma yapiliyor olmasi is ylikiinii ve zaman kaybin1 en aza indirgemekte fakat
fazla miktarda tiikiirtik kullanilmasi ve inkiibasyon siiresinin uzunlugu olumsuz bir etki
olusturmaktadir.

CNPG3 testi, kolay kurulabilen ve uygulanabilen, isyiikiinii azaltan fakat

nispeten pahali olan bir yontemdir.

5.4. Profesyonel Ok¢ularda CNPG3 Testiyle Belirlenen a-Amilaz Diizeyleri

Okgularda, uyanma yanitt1 bireysel olarak incelendiginde, incelenen 7

katilimcidan iiglinde (#KS, #FB ve #OET) a-amilaz’in uyanma aninda veya 15 dakika
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sonrasinda yliksek oldugu goriilmektedir. Bununla beraber, uyanma déneminde CNPG3
yontemiyle oOl¢iilen ortalama a-amilaz diizeyi uyandiktan sonraki 0, 15, 30 ve
45.dakikalarda bazal seviyede seyretmistir (Sekil 4.13). Bu yoniiyle incelendiginde, bu
yonteme gore a-amilaz uyanma yanitinin bulunabilecegine iliskin bir kanit elde
edilememistir. Fakat okguluk atis slirecinde ise yarigsma oncesi 30. dakikadan sonra 15
dakika ve yarigma arasinda CNPG3 yontemiyle Olgiilen a-amilaz en yiiksek diizeye
erismistir ve yarismanin sonuna dogru tekrar diisiis egilimine girmistir. Dolayisiyla
CNPG3 yontemiyle dlgiilen a-amilaz diizeyinin yarigma siireciyleyakindan ilgili oldugu
belirlenmistir. Bu ac¢idan degerlendirildiginde, CNPG3 yonteminin, yarigsma esnasindaki
a-amilaz yanitin1 en iyi bir sekilde yansittigi goriilmektedir. Bunun pratikte ne anlama

geleceginin sonraki agsamalarda yapilacak ¢alismalara bagli oldugu asikardir.

5.5. DNS Yontemi ile a-Amilaz Tayini

DNS yontemi daha ¢ok biyokimyasal alanda iire ve seker tayini i¢in kullanilan
bir yontem olarak bilinmektedir.DNS maddesi laboratuvar kosullarinda hazirlanilmis
olup, yontem i¢in standart bir egri olusturulmustur. DNS standart egrisinin dinamik
araliginin 0,3-0,03 U/ml arasinda bulundugu ve hassasiyetinin de 0,4 U/ml oldugu tespit
edilmigstir. Ayrica, testin optik dansite aralig1 da yaklasik olarak 0,1 ile 0,4 arasinda
kiiciik bir degisiklik gostermektedir. Bu nedenle tercih edilme olasiligi ¢ok diisiik olup
ayrica testin bircok asamadan olusmasi da olumsuz bir faktdr olarak diisiiniilmiistiir.
Kaynatma gibi zor bir asamasmin bulunmasi ve Orneklerin standart egrinin optik
araliginda yer almamasi da oOnemli eksiklikler olarak not edilmistir. Tim bu
nedenlerden otiirli, DNS testi mevcut tez c¢alismasinda Orneklerdeki o-amilaz
aktivitesini 6lgmek i¢in kullanilamamustir. Ayrica, test geregi gibi ¢aligsa da cok sayida

ornegi pratik bir sekilde incelemek icin de uygun degildir.

5.6. incelenen Testlerin Birbirleriyle Karsilastirnlmasi

Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda kurulan o-amilaz testleri birbirleriyle genel
Ozellikleri bakimindan karsilastirilmis ve bu veriler Tablo 5.1°de sunulmustur. Tablo
incelendiginde, inkiibasyon siirelerinin 30-60 dakika arasinda ve nispeten kisa oldugu
goriilmektedir. Bununla beraber, her test i¢in ayr1 sayida asama ve seyreltme bulunmasi
veya kaynatma isleminin gerekliligi gibi faktorler testlerin toplam siiresini
etkilemislerdir. Yine toplam test siirelerinin yaklasik 3-3,5 saat olmasi uygulanabilir

yontemler olarak kabul edilmelerine olanak saglamaktadir.
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Testlerin optik ve dinamik araliklar1 dikkate alindiginda nisasta-iyodin testinin
en iyi sonucu verdigi anlasilmaktadir. Benzer sekilde nisasta-iyodin testi en ucuz test

oldugu i¢in tercih nedeni olacag diisliniilmektedir.

Tablo 5.1.Tez kapsaminda incelenen testlerin genel 6zelliklerinin karsilastirilmast.

METODLAR Nisasta-iyodin CNPG3 metodu DNS metodu

metodu

Total inkiibasyon

siiresi(dak)

Optik aralik ve renk 0,1-0,8 Yavas yavag

olusum siiresi Hemen Yavas yavas

Dinamik aralik (U/ml) 0,05-3 3-15,75 0,3-0,03

Asama sayisi 6 5 5

Diliisyon diizeyi ve 4000x 5x -

sayisl 8 7 15

Kullanilan madde 6 4 6

veya soliisyon sayisi

Testin toplam siiresi 2 saat 3 saat 3,5 saat
(dk)

Optik dansite (nm) 580 405 540

Maliyet Nispeten ucuz Pahali Ucuz
(1.81) (5,09) (2.39)

5.7. Stres Fizyolojisinde Nisasta-iyodin Testi ile CNPG3 Testinin Pratik

Olarak Karsilastirilmasi

Her iki testin sonucunda elde edilen bulgular birbirleriyle karsilastirildiginda, iki
teknigin bulgular1 arasinda zayif fakat belirgin bir fark bulundugu gdzlenmistir. Ote
yandan, nisasta-iyodin testinde bulgular yaklagik 0-70 U/ml arasinda degisirken,
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CNPG3 testinde 0-2 U/ml arasinda degismektedir. Bu farkliligin nedeni
bilinmemektedir. Fakat her iki testin prensibinin farkli olmasi, iki test arasinda belirgin
bir fark olusmasina yol agmis olabilir. Ayrica, nisasta-iyodin testi a-amilaz tarafindan
parcalanan nigasta ile iligkili oldugu halde, CNPG3 testi 6zel olarak tasarlanmis bir
substratt parcalamaktadir. Dolayisiyla, a-amilaz muhtemelen nisastay1r kolaylikla
parcalarken, CNPG3 substratini daha zor parcalamaktadir. Yine, ¢ok sayida gen
tarafindan  o-amilazin  dretilmesi ile Dbirlikte (93) o-amilaz  polimorfizmi

bilinmemektedir. Fakat mevcut tez calismasi, bdyle bir olasilig1 diisiindiirmektedir.
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CNPG3 METODU F} CNPG3 substrat gorevi gormekte ve enzime baglanarak sarimtirak bir renk

olusturup a-amilaz miktarini tayin edebilmektedir. CNPG3 metodu daha az asamadan

olusan, pratik bir testtir.

NiISASTA-iYODIN

Nisasta-iyodin metodunda parcalanamayan nisasta miktar1 iyodin ile
METODU 'i boyanarak amilaz tayini yapilmaktadir. Nisasta-iyodin metodu, CNPG3 metoduna

gore ucuz bir yontemdir.

Dinitrosalisilik asit metodu nispeten zor asamalardan olugmaktadir. DNS
NS RILBIREI VY 'i metodunda  indirgenen  seker miktart  Olgiilmektedir. DNS  yoOntemi

laboratuvarimizda kurulamamustir.

vS

Sekil 5.1.Tiikiirliik a-amilaz aktivitesini 6lgen ii¢ farkli yontemin karsilastirilmasi.
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6. SONUC VE ONERILER

Mevcut tez ¢alismasiyla elde edilen sonuglar asagida siralanmustir:
Nisasta-iyodin testi basarili bir sekilde kurulmustur.

CNPG3 kromojen testi basarili bir sekilde kurulmustur.

DNS testininstandart egrisi basarili bir sekilde olusturulmus fakat drnekler optik
dansiteyle uyumlu olmadigindan mevcut tez ¢alismasinda kullanilamamastir.
Kurulan testlerin hassasiyetleri ve ¢alisma araliklar1 uygun bulunmus; nisasta-
iyodin testinde 4000 kat, CNPG3 testinde ise 5 kat sulandirma gerekmistir.
Kurulan iki test arasinda zayif fakat istatistiksel olarak belirgin pozitif bir iliski
gozlenmistir.

Stres fizyolojisinde her iki testin de kullanilabilecegi; bireyler ve uygulamalar
arasinda a-amilaz yanit1 bakimindan farklilik bulundugu belirlenmistir.

Her iki test de ucuz ve kolay uygulanabilir ve kisa siiren testler olarak
goziikmektedir. Nisasta-iyodin testi CNPG3 testine gore 4-5 kat daha ucuz
olmakla birlikte, CNPG3 testi daha az asamadan olusan daha pratik bir testtir.
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