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ÖZET 

 

Tükürük α-Amilaz Aktivitesinin Farklı Yöntemlerle Ölçülmesi ve Stres 

Fizyolojisinde Kullanımı 

Amaç: Mevcut çalışmanın amacı α-amilaz enziminin aktivitesini tükürük 

örneklerinde ölçmek için mevcut üç yöntemi karşılaştırmak ve stres fizyolojisinde 

kullanılabilirliğini araştırmaktı. 

Materyal ve Metot: Nişasta-iyodin yöntemi, substrat (CNPG3) yöntemi ve 

dinitrosalisilik asit (DNS) yöntemi çalışılarak avantaj ve dezavantajları ortaya konuldu. 

Bu yöntemlerin kullanılabilirliğini test etmek için salon Türkiye şampiyonasına katılan, 

16-20 yaş arası (n=7) , olimpik yayla atış yapan, erkek elit sporculardan alınan tükürük 

örnekleri kullanıldı. Tükürük örnekleri şampiyona sürecindeki 3 farklı günde (sıralama, 

eleme, takım atışları) sabah uyanınca 0, 30, 45, 60. dakikalarda alındı. Ayrıca, birinci 

sıralama ve ikinci gün eleme atışlarında yarışmadan 30 dk ve 15 dk öncesinde, yarışma 

arasında ve yarışma sonrasında tükürük örnekleri toplandı. 

Bulgular: Nişasta-iyodin ve CNPG3 testleri başarılı bir şekilde kurulmuş fakat 

DNS testinin standart eğrisi başarılı şekilde kurulmasına rağmen numuneler 

okunamadığı için uygun bulunmamıştır. Testlerin hassasiyetleri ve çalışma aralıkları 

uygun bulunmuş; nişasta-iyodin testinde 4000 kat, CNPG3 testinde ise 5 kat seyreltme 

gerekmiştir. Kurulan iki test arasında zayıf fakat istatistiksel olarak belirgin pozitif bir 

ilişki gözlenmiştir (Lineer regresyon için R2=0.048; p<0.05, kuadratik regresyon için 

R2=0.106; P<0.01). Uyanma döneminde ve yarışma sürecinde tükürük α-amilaz 

aktivitelerinde bireysel farklılıklar vardı. 

Sonuç: Nişasta-iyodin ve CNPG3 yöntemleri ucuz, kolay uygulanabilir ve kısa 

süren yöntemler olup, stres fizyolojisi çalışmalarında kullanılabilir oldukları 

belirlenmiştir. Nişasta-iyodin testi CNPG3 testine göre daha ucuz olmakla birlikte, 

CNPG3 testi daha az aşamadan oluşan daha pratik bir testtir. 

Anahtar Kelimeler: Tükürük, α-Amilaz, CNPG3, DNS, Nişasta-iyodin, Stres 

Fizyolojisi 
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ABSTRACT 

 

Measurement of Salivary α-Amylase Activity by Different Methods and Their 

Usage in Stress Physiology 

Aim: The aim of current study was to compare three available α-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: R2=0.048; p<0.05; For quadratic regression 

R2=0.106; P<0.01). There were individual differences in salivary α-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, α-amylase, CNPG3, DNS, Starch-iodine, Stress physiology 
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

AAUY : Alfa amilaz uyanma yanıtı 

AAUY1 : Sıralama atışları günü-α-amilaz uyanma yanıtı 

AAUY2 : Eleme atışları günü-α-amilaz uyanma yanıtı 

AAUY3 : Takım atışları günü-α-amilaz uyanma yanıtı 

ACh : Asetilkolin 

α : Alfa 

β : Beta 

Ca : Kalsiyum 

Cl : Klor 

CNPG3 : 2- chloro-4-nitrophenly maltotrioside 

dk : Dakika 

DNS : Dinitrosalisilik asit 

EY : Eleme yarışması 

EYÖ : Eleme yarışma öncesi 

g : Gram 

HPA : Hipotalamo-pituiter adrenal aks 

HCl   : Hidrojen klorür 

HCO3 : Bikarbonat 

K : Potasyum 

L : Litre 

mEq : Miliekivalan 

ml : Mililitre 

mmol : Milimol 

Na : Sodyum 

NaCl : Sodyum klorür 

NaOH : Sodyum hidroksit 

n : Denek sayısı (Adet) 

nm : anometre 

non-REM        : Non-rapid eye movement; Hızlı göz hareketinin olmaması  
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PBS : Phosphate buffered saline 

pH : Power of Hydrogen; Hidrojen gücü 

REM     : Rapid eye movement; Hızlı göz hareketi 

SAM : Sempatik-adreno medullar 

SEM : Standard error of mean; Ortalama standart hata 

TSST   : Trier sosyal stres testi 

U : Ünite 

µl : Mikrolitre 
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1. GİRİŞ 

 

Tükürük vücudumuzda bulunan vekolaylıkla elde edilebilen bir sıvı olup son 

yıllarda önemi giderek artmaktadır (1-3). Bu bağlamda stres fizyolojisinin 

incelenmesinde de önemli bir medyum olarak kullanılmaktadır (4, 5).Stres algısı 

oluşturan bazı durumlarda tükürük α-amilazı gibi enzimlerin arttığı ve salgı 

karakterlerinin değiştiği bildirilmiştir (6). 

Tükürük α-amilaz enzimi, tükürük bezleri tarafından üretilen, otonom sinir 

sisteminin aktivasyonu sonucunda salınan ve nişastayı parçalayan bir enzimdir (7).Hem 

fizyolojik hemde psikolojik stresörler tükürük α-amilaz enziminin stresle olan ilişkisinin 

gösterilmesinde kullanılmaktadır. Fakat bu ilişkinin açıklandığı birçok çalışmanın 

varlığına rağmen, çelişkili sonuçlarla karşılaşılmaktadır (8). 

Stres hayatın her alanında olan psikolojik, biyolojik ve sosyal etkenlerin etkili 

olduğu, aynı zamanda yüksek dozdaysa zarar verici etkileri olan bir durumdur. Hem 

beyinde hemde vücutta eş zamanlı olarak stres ile ilgili değişiklikler oluşmaktadır. Stres 

araştırmalarının amacı, stresin yükünü en iyi şekilde anlamak ve onu belirleyebilmek 

için ölçümler geliştirmektir (9). 

Stresin non-invaziv ölçümünde bir indikatör olarak tükürük α-amilaz enzimi de 

kullanılmakta olup, bu ölçümler genellikle substrat (CNPG3) yöntemini kullanmaktadır 

(10). Bununla beraber tükürük α-amilaz enzimi aktivitesi teorik olarak 3 yöntemle 

ölçülebilir. Bunlardan nişasta-iyodin yöntemi; α-amilaz enziminin nişastayı parçalaması 

temeline dayanmaktadır. α-Amilaz enziminin parçalayamadığı nişasta, iyodin ile 

boyanarak spektrofotometrede okunarak belirlenmektedir. DNS yöntemi ise indirgenen 

şeker miktarını belirleme esasına dayanmaktadır. Substrat yönteminde ise, CNPG3 

substrat görevi görmekte ve enzime bağlandığında sarı bir renk oluşturarak enzimin 

aktivitesini göstermektedir. 

α-Amilaz değişik yöntemlerle ölçülebilirken, bunları birbirleriyle karşılaştıran 

herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. Dolayısıyla, mevcut tez çalışmasında, α-amilaz 

enzim aktivitesini ölçen üç metod (nişasta-iyodin metodu, CNPG3 metodu ve 

Dinitrosalisilik asit metodu) laboratuvarımızda kurulacak ve birbirleriyle maliyet, süre, 

pratiklik gibi yönlerden karşılaştırılacaktır. Ayrıca bu yöntemler, deneysel bir çalışmada 

(okçuluk turnuvasında yarışan sporcularda) uygulanacak ve stres fizyolojisinde 

kullanım potansiyelleri değerlendirilecektir.  
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Projenin gerçekleşmesi halinde, α-amilaz ölçüm yöntemleri laboratuvarımızda 

ilk defa olarak kurulacak ve birbirleriyle karşılaştırılarak uygulanabilir yöntemler 

seçilecektir. Böylece bu testler stres fizyolojisinin incelenmesinde kullanılarak hem 

ülkemiz için katma değer oluşturulacak hem de bu konuda bilgi birikimi kazanılacaktır.  
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2.GENEL BİLGİLER 

 

2.1.Tükürük 

Tükürük ağız içinde ve çevresinde yer alan minör ve majör tükürük bezlerinden 

ağız boşluğuna salgılanan biyolojik bir sıvı olup, asiner hücreler tarafından 

salgılanmaktadır (11-13).Majör tükürük bezleri; parotis, submandibular ve sublingual 

bezlerdir (14). Minör tükürük bezleri ise yanak, damak, ve ağız mukozasının farklı 

bölgelerinde bulunan, sayıları yaklaşık olarak 700-1000 kadar olan ve genel olarak 

tükürüğün %10’ nu oluşturan bezlerdir. Farklı bezlerden salgılanan sıvıların karışımı 

tam tükürük olarak adlandırılırken, tek bir bezden salgılanan sıvıya kanal tükürüğü 

denilmektedir (15).  

Tükürük; renksiz, opak ve pH’sı ortalama 6.4-6.9 arasında olan bir sıvıdır. 

Ağızdan boğaza doğru salgılanan sabit orandaki tükürük koruyucu etkilere sahiptir (16). 

Bu akış boğazdaki yiyecek kalıntılarının geçişini kolaylaştırmaktadır.  

Tükürük uyarılmış tükürük ve uyarılmamış tükürük olarak iki gruba 

ayrılmaktadır. Uyarılmamış şartlar altında, %20 parotisden , %65 submandibulardan, 

%7-8 sublingual bezlerden ve %10 da minör bezlerden salgılanmaktadır (17). Uyarılmış 

tükürük için tükürük salgısının %50’si parotis bezinin katkısı ve diğer bezlerdeki 

değişikliklerin katkısı ile oluşmaktadır (18-20). 

2.1.1. Tükürüğün İçeriği 

Tükürüğün içeriğinde %99 su bulunurken, %1 oranında protein ve tuzlar 

bulunmaktadır. Tükürükte %1 lik oranda organik (amilaz, mukus, maltaz, sodyum ve 

potasyum rodanür, glikoprotein ve mukopolisakkarit) ve inorganik (sodyum, potasyum, 

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

karbondioksit, oksijen, azot ve erimiş amonyak) maddeler bulunmaktadır (21). 

2.1.2. Tükürük Bezlerinin Anatomisi 

İnsan yüzünün her bir yanında üç adet tükürük bezi bulunmaktadır. Bu bezler 

parotis, submandibular ve sublingual bezler olarak adlandırılmaktadır (22) (Şekil 

2.1).Tükürük bezleri sindirim sisteminin bir parçasıdır. Bu bezler farklı türde hücreler 
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içerir; asiner hücreler, çeşitli kanal sistem hücreleri ve miyoepitel hücreler gibi (23) 

(Şekil 2.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1.Parotis, sublingual ve submandibular tükürük bezlerinin anatomik olarak  
gösterimi (24). 

 

 

Şekil 2.2.Tükürük bezlerinin hücresel yapısı (25). 

Mukus Hücresi

Miyoepitelyal Hücre 

Seröz Yarımay 

Asinüs Lümeni 

İnterkalat Kanallar 

Çizgili Kanallar 

Ekskretuar Kanal 

Parotis

Submandibuler bez 

Dil

Sublingual bez 
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2.1.3. Tükürük pH’sı 

Tükürük pH’sı 6.4-6.9aralığında değişmektedir (16) (Şekil 2.3). Bazı yiyecek ve 

içecekler tükürüğün pH’sını değiştirebilmektedir (Limon:2.4, kola:2.5, sirke:2.9, 

portakal:3.5, kahve:5.0, çay:5.5, süt:6.5 ve su:7.0 vs.). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.3.Tükürük pH’sının gösterimi 

2.2. Tükürük Salgılanması 

Tükürüğün salgılanması sinirsel olarak kontrol edilmekte olup hormonal 

kontrolüde aldesteron hormonunun etkisiyle olmaktadır (17). Ayrıca besin maddesinin 

görülmesi düşünülmeside tükürük salgısını uyarmaktadır. Bu bağlamda tükürük 

salgılanması temel olarak üç temel fazda gerçekleşmektedir; 

 Sefalik faz 

 Bukkal faz 

 Gastrointestinal faz 

Sefalik faz, yiyeceklerin düşünülmesi ve kokularının alınması ile başlamaktadır. 

Beyin korteksinden çıkan impulslar, tükürüğün salgı merkezini uyararak salgılanmasına 

sebep olmaktadırlar (26). 

Bukkal faz ise ağızdaki dokunma ve tat alma duyularının uyarılması ile 

başlamaktadır. Besinler ağıza alındıktan sonra ağız mukozasına yaptıkları fiziksel ve 

kimyasal uyaranlar, afferent yollarla salgı merkezine iletilmektedirler (26).  

Gastrointestinal faz, mide ve üst sindirim sisteminden gelen refleksler yolu ile 

uyarılmaktadır. İrrite maddelerin yutulması ile birlikte refleksler de kuvvetlenir. 

Tükürük de sulandırarak veya nötralize ederek bu irite maddelerin etkisini nispeten 

önlemektedir (26). 

Baz Asit 

Günlük hacim(ml) 750-1500 arasındadır. 

Tükürük pH’sı 
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2.3. Tükürükte Bulunan İyonlar 

Tükürükte %1 oranında iyon bulunmaktadır. Bu iyonlar temel olarak Na, K, Cl, 

HCO3 ve Ca’dur. Bu iyonların tükürükteki düzeyiile kandaki düzeylerinin 

karşılaştırılması Tablo 2.1’de verilmiştir. Na iyonu tükürükte 2-21 mmol/L, Cl iyonu 5-

40 mmol/L ve Ca iyonu ise 1.2-2.8 mmol/L bulunurken, kandakine göre nispi 

konsantrasyonları düşüktür. K iyonu tükürükte 10-36 mmol/L bulunmaktadır ve 

kandakine göre nispi konsantrasyonu artmaktadır. HCO325 mmol/L bulunurken 

kandakine göre nispi konsantrasyonu benzerdir (27).Tükürükte bulunan iyonların oranı 

ve kanda bulunma oranlarına göre nispi konsantrasyonları Tablo 2.1’de şematize 

edilmiştir. 

 

Tablo 2.1.Tükürükte bulunan iyonların oranı ve kanda bulunma oranlarına göre nispi 
konsantrasyonları 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.1. Tükürük İçine İyonların Salgılanması 

Tükürükte özellikle çok miktarda potasyum ve bikarbonat iyonları 

bulunmaktadır. Fakat sodyum ve klorür iyonlarının konsantrasyonları plazmadan daha 

azdır. Primer salgı kanallar boyunca ilerler ve tükürüğün içindeki sıvının iyon içeriğini 

değiştiren iki önemli aktif taşıma gerçekleşir (28). 

 

İçerik 

 

Düzey 

 

Kandakine göre nispi 

konsantrasyonu 

Su (%) 99  

Proteinler ve iyonlar 1  

İyonların miktarı 

Na 

 

2-21 mmol/L 

 

↓(135-148 mmol/L) 

K 10-36 mmol/L            ↑(3.5-5.5 mmol/L) 

Cl 5-40 mmol/L            ↓(98-106 mmol/L) 

HCO3
- 25 mmol/L            =    (22-26 mmol/L) 

Ca 1.2-2.8 mmol/L      ↓    (8.5-10.5 mmol/L) 
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İlk olarak, sodyum iyonları tükürük kanalında aktif olarak geri emilir ve 

potasyum iyonları aktif olarak salgılanır. Böylece tükürükteki sodyum konsantrasyonu 

azalırken, potasyum konsantrasyonu artar. Fakat sodyum geri emilimi potasyum 

salgılanmasına göre fazla olduğundan tükürük kanallarında yaklaşık -70 milivolt 

negatiflik oluşturur. Bu bağlamda klorür iyonları pasif olarak geri emilir. Sodyum iyon 

konsantrasyonuna uyacak şekilde klorür iyon konsantrasyonu düşük düzeye iner (28). 

Daha sonra, bikarbonat iyonları kanal lümenine salgılanır. Dinlenme 

koşullarında tükürükte bulunan sodyum ve klorür iyonlarından her birinin 

konsantrasyonlarıplazma konsantrasyonlarının yedide biri ile onda biri arasındadır. 

Diğer taraftan, potasyum konsantrasyonu yaklaşık plazma konsantrasyonunun yedi 

katıdır. Bikarbonat konsantrasyonu ise plazmanın yaklaşık 2 veya 3 katıdır (28). 

Yüksek miktarda tükürük salgılanması sırasında, asinüslerde primer salgının 

yapım hızının 20 kat artması sonucu tükürükteki iyonların konsantrasyonları önemli 

şekilde değişir. Asinüs salgısı kanallar boyunca çok hızlı akar ve salgının kanalda 

işlenmesi belirgin olarak azalır. Bu nedenle, tükürük bol miktarda salgılandığında, 

sodyum klorür konsantrasyonu plazmaya oranla yaklaşık yarısı ile üçte ikisi kadar az 

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

2.4. Tükürükte Bulunan Proteinler 

Tükürükte birçok protein yapılı bileşenler bulunur (albümin, lipaz, amilaz, laktik 

dehidrogenaz, beta-glukuronidaz, esteraz, peptidaz, fosfataz, ribonükleaz, peroksidaz, 

karbohidraz, lizozim, musinler, sistatinler, sinir büyüme faktörü, epidermal büyüme 

faktörü, gustin, fibronektin, histatin, immunoglobulin-A, -G ve –M, serum proteinleri, 

laktoferrin, kreatinin). Fakat tükürük temel olarak iki tip protein salgısı içermektedir 

(27, 29); 

•Seröz salgı, nişasta sindirimini sağlayan α-amilaz (pityalin) enzimini içerir. 

•Mukus salgısı, kayganlaştırıcı ve yüzey koruyucu özellikteki müsin içerir. 

Parotis bezleri seröz tipte salgı yaparken, submandibular ve sublingual bezler 

hem seröz hem de mukoz tipte salgı yapmaktadırlar. Buna karşılık bukkal bezler sadece 

mukus salgısı yapmaktadırlar. 
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2.5. Tükürük α-Amilazı 

Tükürük α-amilazı(1,4–α-D-glucan 4-glucanohydrolase; E.C 3.2.1.1) tükürükteki 

en önemli enzimlerden biridir (30). İlk olarak Leuchs tarafından tükürükte 1831 yılında 

tanımlanmıştır (31). Daha sonra Magendie tarafından 1846’da serumda ve 

Cohnheimtarafından 1863’de idrarda tanımlanmıştır. Elman’ın 1929’da akut 

pankreatitis ile kandaki yüksek seviyeli amilazı ilişkilendirmesi sonucunda α-amilaz 

enziminin klinik yararı ve ölçümü ile daha çok ilgilenilmesine yol açmıştır (31). 

Biri glikozitlenmiş diğeri karbonhidrat içermeyen izoenzimlerin iki ailesinden 

oluşur. İzoenzimler amino grupların değişik sayılarını içerir ve uygun elektroforetik 

teknikler kullanılarak ayrılırlar. Glikozitlenmiş formun ağırlığı 57.000 iken 

nonglikozitlenmiş formun ağırlığı 54.000 dir. Enzimin %80’i parotis bezinden salgılanır 

(32). 

Ayrıca α-amilaz, nişastayı glikoz ve maltoza α-1,4 bağlarını hidroliz eden 

kalsiyum içeren bir metalloenzimdir (33, 34). Geleneksel olarak, bu enzimin ağız 

boşluğunda nişastanın sindirimini başlattığı düşünülmekteydi (34).Fakat son yıllardaki 

kanıtlar α-amilazın önemli bir anti-bakterial fonksiyona da sahip olduğunu 

göstermektedir. Pankreatik ve tükürük α-amilazından başka; α-amilaz aktivitesi diğer 

normal doku ve sıvılardada gözlenmektedir. Bunlar; akciğer, ter, lökosit, trombosit, 

kolostrum ve süt, gözyaşı, bademcik, tiroit, karaciğer, safra, endometrium, semen, 

fallop tüpü, amniyotik sıvı, servikal mukoza, bağırsak mukozası, prostat bezi, seminal 

vezikül ve kadın genital sistemidir (35). Şekil 2.4’de α-amilaz enziminin 3 boyutlu 

yapısı görülmektedir. 
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Şekil 2.4.α-Amilaz enziminin 3 boyutlu yapısı. Şekildeki beyaz ve kırmızı renklerden oluşan 
yapılar α-amilazın aktif bölgeleridir. Gri renkli olan küre kalsiyum iyonunu temsil etmektedir ve 
enzimin yapısınınstabilize edilmesiyle ilişkilidir. Yeşil küre olarak gösterilen klorür iyonu 
reaksiyona yardımcı olabilmek adına birçok amilazda aktif bölgenin altında bulunmaktadır. 
 

2.6. Tükürük α-Amilazını Etkilemesi muhtemel olan etkenler 

Çok sayıda faktör tükürük α-amilaz aktivitesini değiştirmektedir (36). Bunlar 

aşağıda sıralanmaktadır; 

 Cinsiyet 

 Yaş 

 Sigara 

 Alkol 

 Tıbbi ilaçlar 

 Kafein 

 Yiyecekler 

 Diş fırçalama 

 Egzersiz 

 Kişilik 
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 Somatik ve psikiyatrik hastalıklar 

Cinsiyet: Mevcut çalışmalarda amilaz aktivitesinde cinsiyet farklılığına dair bir 

bulgu saptanamamıştır (37).Yoshihiro ve ark. (2016)’da yapmış oldukları çalışmada 

kaçınılması gereken kişilik bozukluğu olan 93 kişi ve 355 hasta olmayan kontrol 

üzerinde çalışmışlardır. Akut fiziksel ve psikososyal strese karşı α-amilaz yanıtında 

cinsiyetin rolünü incelemiş ve tükürük α-amilaz düzeyinin kadınlar ve erkekler arasında 

bir fark göstermediğini bildirmişlerdir (38).Günümüzde de akut amilaz yanıtlarında 

hiçbir cinsiyet farklılığı tanımlanmamıştır. Sadece gebelik dönemlerinde strese verilen 

tepkilerin zayıfladığı bildirilmiştir (39-41). 

Yaş: Bazal amilaz aktivitesi yeni doğan bebeklerde görülmez. Bundan sonrada 

ilk 3 yıl içinde erişkin seviyelere ulaşmak için sürekli olarak artar. Bazal amilaz 

aktivitesi ömür boyunca değişmez ve yaşlılıkta sabit kalır. Yenidoğanda akut stres 

tepkileri yoktur; ergenlik döneminde yetişkinlik derecesine ulaşmak için çocukluktan 

itibaren artmaya başlar. Yaşlılık döneminde akut stres tepkileriyle ilgili hiçbir veri 

bulunmamaktadır (42, 43). 

Sigara: Tütün dumanının amilaz aktivitesini akut olarak inhibe ettiği 

bildirilmiştir. Sigara içme alışkanlığı olan kişilerde akut strese verilen cevap hakkında 

belirgin veriler yoktur. Ahmadi-Motamayel ve ark. (2016)’da sigara içen ve içmeyen 

510 kişi üzerinde α-amilaz seviyesini incelemek için yapmış oldukları çalışmada; α-

amilaz seviyesinde artış olduğunu fakat istatistiksel olarak anlamlı olmadığını 

bildirmişlerdir (44). α-Amilaz ile ilgili yapılacak olan çalışmalarda sigara içenlerin hariç 

tutulması önerilmektedir (45). 

Alkol: Yapılan çalışmalar incelendiğinde kesin olarak ortaya konulan veriler 

yoktur fakat bazı çalışmalarda kronik içicilerde düşük amilaz gözlendiği bildirilmiştir 

(46, 47). 

Tıbbi ilaçlar: Adrenerjik agonistler ve antagonistler, tükürük α-amilaz üzerinde 

güçlü bir etkiye sahiptir. Bu ilaçların kullanılması kontrol edilmeli veya hariç 

tutulmalıdır. 

Kafein: Akut uygulama amilaz aktivitesini uyarabilmektedir. Deneylere 

katılmadan 1 saat önce akut kafein tüketimi önlenmelidir. 

Yiyecek: Karbonhidrat tüketimi yüksekpopülasyonlarda bazal amilazın daha 

yüksek olduğu bildirilmiştir. Deneylere katılmadan 1 saat önce su hariç yeme ve içme 

olmaması gerektiği tavsiye edilmektedir. 
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Egzersiz: Literatürlerden elde edilen bulgulara göre fiziksel egzersizin genel 

olarak tükürük α-amilazını yükselttiği görülmektedir. Yapılan bir çalışmada 7 kadın ve 

8 erkek sporcunun egzersiz programlarında tükürük α-amilazı ve tükürük kortizolüne 

verilen tepki incelenmiş ve tükürük α-amilaz miktarının arttığı görülmüştür (48). 

Somatik ve psikiyatrik hastalıklar: Düşük ve yüksek amilaz konsantrasyonlarına 

bağlı somatik hastalıklar görülmektedir. Bu hastalıklar göz önüne alınarak çalışmalar 

yapılmalıdır. 

2.7. Tükürük α-Amilazı ve Otonom Sinir Sistemi 

Otonom sinir sistemi istem dışı çalışan, iç organ düz kaslarını kontrol eden bir 

sistemdir. Somatik aktiviteler sonucu oksijen ihtiyacının artması, kaslarda kan dolaşımı 

artışının sağlanması, iç organlarda etken olan otonom aktiviteyle sağlanmaktadır. 

Otonom sinirler sadece iç organ düz kaslarındaki kassal aktiviteleri düzenlemez, bazı 

hormonların salgılanmasında uyarılarak hormonal bir etkide sağlamaktadır (49). 

Örneğin stres koşullarında böbrek üstü bezinden epinefrinin salgılanması ve birçok 

organı etkilemesi bu duruma örnektir. 

Otonom sinir sisteminin etkisi sempatik ve parasempatik kollar üzerinden 

gerçekleşir. Otonom sinir sistemi üzerinden etki eden sempatik ve parasempatik 

uyarılmaların tükürük salınımındaki etkileri Tablo 2.2’de gösterilmektedir. Sempatik ve 

parasempatik otonom sinirler omurilikten çıkan afferent ve efferent yolaklar aracılığıyla 

kontrol edilirler. Sempatik sinirlerin ganglionları omuriliğin hemen dışında bulunur ve 

sempatik sinirlerin preganglionik efferentleri torako-lumbal bölgeden çıkarlar. 

Parasempatik ganlionlar ise sinirlendirdikleri organın yakınında bulunmaktadır ve 

preganglionik sinirleri ise kranio-sakral bölgesinden çıkar. Sempatik ve parasempatik 

sinirlerin aynı organ üzerindeki etkileri birbiriyle antagonisttir (49). 

Parasempatik nöronlar muskarinik ACh reseptörlerini etkileyerek işlev 

görmektedirler (50, 51). Sempatik nöronlar ise α- ve β-adrenerjik reseptörler yoluyla 

etkilerini göstermektedirler (44). α-Adrenerjik reseptörlerin α-1 ve α-2 adlı alt tipleri 

vardır. α-1; Ca++ değişimlerinde rol oynarken, α-2 adenilat siklazı inhibe etmektedir 

(52). β-Adrenerjik reseptörler β-1 ve β-2 olarak ikiye ayrılmaktadır. β-1 reseptörünün 

görevi adenilat siklazı stimüle etmek ve α-amilazı uyarmaktır.β-2 reseptörünün görevi 

ise adenilat siklazı stimüle etmektir (53).Tükürük α-amilazı β-adrenerjik uyarılara cevap 

olarak tükürük bezlerinden salgılanmaktadır (52, 54). 
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Tablo 2.2. Otonom sinir sistemi üzerinden etki eden sempatik ve parasempatik 
uyarılmaların tükürük salınımındaki etkileri (55). 

 

Sempatik Uyarı Parasempatik Uyarı 

Vazokonstriksiyon Vazodilatasyon 

Salgı yapımında azalma Salgı yapımı artar 

Mukus bir salgı oluşur Sulu bir salgı oluşur 

pH azalır pH artar 

Akış hızı azalır Akış hızı artar 

 

Esasen strese karşı vücudun cevabı 2 yolak üzerinden olmaktadır. Bunlardan, 

SAM sistemi, sempatik deşarja yol açarak veya katekolaminlerin salgılanması yoluyla 

α-amilaz aktivitesini artırabilirken, hipotalamo-pitiüter-adrenal eksen aktivitesi de 

kortizol salgılanması yoluyla vücudun strese karşı savaşımını aktive etmektedir (56-

59)(Şekil 2.5). 
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Şekil 2.5.Tükürük α-amilaz enziminin strese cevap olarak Hipotalamus-hipofiz-adrenal 
aksı ( HPA) ve Sempatik-adreno medullar(SAM) aktivitesi sonucu salgılanması (2). 
 

 

 

 

Sempatik sinir sistemi                                            parasempatik sinir sistemi 

 

  α1-AR                               K+ ve su sekresyonu M1-AChR 

  β-AR Amilaz salgılanması Etkisiz 

Kalın, akışmaz                    Salgının tipi  Sulu, ince, bol 

Şekil 2.6.Tükürüğün salgılanmasında sempatik ve parasempatik sinir sisteminin  
etkilerinin özeti 

 

MENTAL VE FİZİKSEL STRES 

STRESE CEVAP 

Sempatik‐adreno medullar(SAM)  Hipotalamus‐hipofiz‐adrenal(HPA) aksı 

Sempatik aktivite  Katekolaminlerin salgılanması  Kortizol salgılanması 

       α‐amilaz   

             IgA 

             CgA 
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2.8. α-Amilaz, Otonom Sinir Sistemindeki Değişiklikleri Nasıl Yansıtır? 

Fizyopatolojik analizlerde sıklıkla kullanılan vücut sıvısı kan ve idrar olup 

tükürüğün de önemi giderek artmaktadır. Tükürük örneklerinin ağrısız, non-invaziv bir 

şekilde toplanması, herhangi bir ekipmana ihtiyaç duyulmaması ve en önemliside stres 

parametrelerinde önemli bir yere sahip olan enzim ve hormonları içerisinde 

barındırması sebebiyle son yıllarda bilimsel çalışmalarda kullanılan bir parametre haline 

gelmiştir (35).  

Plazma örneği elde edebilmek invaziv bir girişim gerektirmektedir. Bu tür bir 

uygulama dakişilerin strese girmelerine sebep olabilmekte ve analiz sonuçlarını 

değiştirebilmektedir. Ayrıca kan almak için eğitim almış bir personele ihtiyaç 

duyulmaktadır. Öte yandan, idrar örnekleri non-invaziv ve acısız elde edilebilmekte 

olmasına rağmen, tüketilen su miktarından etkilenmesi ve toplanmasının nispeten zor 

olması nedeniyle bilimsel çalışmalarda kullanımı daha düşüktür (35). 

Psikonöroendokrinolojik araştırmaların özel bir alanı stres üzerine 

odaklanmaktadır. Hayatın her alanında etkili olan stresin çok fazla olması vücuda 

zararlı etkiler vermektedir. Bu yüzden stres araştırmalarının amacı, stresin yükünü en iyi 

şekilde anlamak ve onu belirleyebilmek için ölçümler geliştirmektir. Bu sebeple son 

yıllarda stres parametreleri üzerine birçok çalışma yapılmaktadır. Stresle ilişkili 

değişiklikler için geçerli ve güvenli ölçümler uygulanmalıdır. Ayrıca, numunelerin 

kolay alınması ve strese yol açmaması da gereklidir. Tükürükte α-amilaz enzim 

aktivitesinin ölçümü bu kriterleri sağlamakta ve stresle ilişkili değişiklikleri yansıtan bir 

parametre olarak kullanılmaktadır.Tükürük α-amilazı, tükürük bezleri tarafından 

otonom sinir sisteminin aktivasyonu sonucunda salgılanan bir enzimdir. Fizyolojik 

stressörler de psikolojik stressörler kadar tükürük α-amilazının stresle olan ilişkisinin 

gösterilmesinde kullanılmaktadır (35).  

2.9. Tükürük α-Amilazı Plazma Katekolaminleri İçin Bir İndikatörmüdür? 

Bilimsel çalışmalar çeşitli stres koşullarında tükürük α-amilazının artmasının, α-

amilazın stres belirteci olabileceğini düşündürmüştür. Son yapılan çalışmalar (fiziksel 

stres; koşu, egzersiz, sıcak ve soğuğa maruz bırakma ve fizyolojik stres; sınav) tükürük 

α-amilaz salınımı ile stresli koşullar arasında bir ilişki olduğunu ve hem fiziksel hem de 

psikolojik stres altında konsantrasyonunun arttığını göstermektedir. Bu artışa plazma 

katekolaminlerindeki (epinefrin ve norepinefrin) artış eşlik etmektedir (60).Sonuç 
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olarak tükürük α-amilaz enziminin plazma katekolaminleri için (özellikle norepinefrin) 

bir indikatör olduğu görülmektedir (61). 

2.10. Tükürük α-Amilazı Fizyolojik Strese Duyarlımıdır? 

Stres eksenleri hipotalamo-pituiter-adrenal (HPA) ve sempato-adreno medullar 

(SAM) eksenlerdir (62). HPA aksının son ürünü kortizol olup stres çalışmalarında 

yaygın olarak kullanılmaktadır. Öte yandan α-amilaz da SAM’ın bir göstergesi olup bu 

konuda da son yıllarda önemli çalışmalar yapılmaya başlanmıştır (63). 

Yapılan çalışmalarda fizyolojik stres koşulları altında α-amilazın arttığı 

bildirilmiştir. α-Amilazın stres durumlarındaartışının mekanizması veya fizyolojik 

faydası henüz tam olarak açıklanmamıştır. 

2.11. α-Amilaz Enziminin Non-İnvaziv Ölçümü 

Tükürük α-amilaz enzimi vücuttan kolay elde edilebilen bir sıvı olması ve stres 

parametresi olarak kullanılması açısından stres araştırmalarında önem arz etmektedir. 

α-Amilaz enziminin tükürükte ölçümünün avantajları aşağıdaki gibi 

özetlenebilir: 

 Ağrısız, non-invaziv ölçüm olması 

 Tükürük örneklerinin tüm zamanlarda uyku hariç kolaylıkla toplanabilir olması 

 Stres şartlarında iyi bir materyal olması 

 Beyaz önlük korkusunun giderilmesi 

 Birden fazla örnek alınmasında kolaylık sağlaması 

 Ekipman ve tıbbi personele ihtiyaç duyulmaması 

 Ekonomik ve kullanımının kolay olması 

 Uzun süre saklanabilmesi(oda sıcaklığında 3 hafta, dondurucuda uzun süre 

saklanabilir)  

Tüm bu avantajlarından dolayı son yıllarda tükürük α-amilaz analizi stres araştırmaları 

için tercih edilmektedir. 

2.12. Deneysel Çalışmalar 

Tükürük α-amilazı ile ilgili olarak yapılan çalışmalar iki grup altında 

toplanabilir. Sıçanlarda yapılan çalışmalar çoğunlukla farmakolojik ajanların 

uygulanmasını veya cerrahi operasyonları kapsarken; insanlarda yapılan çalışmalar ise 

çoğunlukla stres eksenin aktivitesini belirlemeye yönelik olmuştur. 
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2.12.1.Sıçanlar Üzerinde Yapılan Deneysel Çalışmalar 

Bu çalışmalar sempatik ve parasempatik farmakolojik ajanların α-amilaz ile 

ilişkisini ortaya koymak üzere yapılmışlardır. Batzri ve arkadaşları, ratların parotis 

bezlerinde tükürük α-amilazının salınımında beta adrenerjik reseptörlerin önemli olduğu 

belirlenmiştir (64, 65). Busch ve arkadaşları, ratların parotis ve submandibular 

bezlerinde amilaz salınımındaki farklılıkları araştırmışlardır. İsoproterenol denilen beta 

adrenerjik agonisti kullanmışlardır. İlaç alındıktan sonra submandibular bezde bir 

değişiklik gözlenmezken, parotis bezinde α-amilaz salınımında önemli bir artış 

belirlemişlerdir (66, 67). Daha sonra aynı çalışmada atenolol (β-1 antagonisti) ve 

butoxamine(beta 2 antagonisti) ilaçları ayrı ayrı verilmiştir. Butoxamine α-amilaz 

salınımını inhibe etmezken, atenolol'un inhibe ettiği görülmüştür (50). Anderson ve 

arkadaşları, ratlara ayrı ayrı sempatik ve parasempatik uyarı vermişlerdir. Sempatik 

uyarı sonucunda; tükürük akış hızında azalma gözlenirken, toplam protein artmıştır. 

Parasempatik uyarı sonucunda; tükürük akış hızında artış gözlenirken, protein 

içeriğinde azalma gözlenmiştir. Daha sonra bu ratlara adrenalektomi yapıldığında, α-

amilazda düşüş gözlemişlerdir (68).Bu çalışmalar sonucunda, sıçanlarda α-amilaz 

salınımında adrenal katekolaminlerin önemli olduğu ve salınımın β-1 adrenerjik 

reseptörler yoluyla oluştuğu belirlenmiştir. 

2.12.2. İnsanlar Üzerinde Yapılan Stres Çalışmaları 

İnsanlarda ısı stresinin, psikolojik stresin ve farmakolojik ajanların tükürük α-

amilaz salınımı üzerine etkileri incelenmiştir. Bu bağlamda, Speirs ve arkadaşları, 

yaptıkları çalışmada kişiyi belinden aşağıya soğuk suya (4-5˚C) maruz bırakmışlar ve 

sonrasında da isoprenalin ve propanalol verilmişlerdir. İsoprenalin'in α-amilaz 

seviyesini yükselttiği, propanalol'un ise düşürdüğü gözlenmiştir. Çalışmanın sonucunda, 

insanlarda da amilaz sekresyonunun sempatik kontrolle 

oluştuğubelirlenmiştir(69).Bosch ve arkadaşları, yaptıkları çalışmada sınavdan 30 

dakika önce, 2 hafta sonra ve 6 hafta sonra tükürük örnekleri almışlardır. Stres 

koşullarında amilaz üretiminin arttığı fakat tükürük akış hızının değişmediği 

belirlenmiştir (70). Laurikainen ve arkadaşları, timolol maleat denilen beta bloke edici 

bir ilaç kullanmışlardır. Kişi ilacı kullandıktan sonra amilaz seviyesinde düşüş 

gözlenmiştir (71).Gilman ve arkadaşları, bir grup kişiyi 8 gün boyunca basınca maruz 

bırakmışlardır. Çalışma sonunda α-amilaz konsantrasyonunda önemli bir artış 
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gözlenmiştir (72). Skosnik, bir grup kişiye stres içerikli bir video izletmiştir. Videoyu 

izledikten 15 dakika sonra α-amilazda önemli bir artış bulunmuştur (73). Noto, bir grup 

kişiye stresli video izlettirirken, bir grup kişiyede dinlendirici video izlettirmiştir. Stres 

içerikli video izleyenlerde kortizol ve α-amilazda artış görülürken; dinlendirici video 

izleyenlerde kortizolde değişiklik gözlenmemiş fakat α-amilaz seviyesinde düşüş 

gözlenmiştir (74). Rohleder ve arkadaşları, sabahın erken saatlerinde kortizol 

seviyesinde artış gözlenirken, öğleden sonra belirgin şekilde düşüş gözlemiştir. Aksine; 

α-amilaz seviyesi sabahın erken saatlerinde düşükken, öğleden sonra belirgin şekilde 

artmıştır. Yani kortizol ile α-amilaz arasında ters bir ilişki bulunmuştur (75). Başka bir 

çalışmada 27 sağlıklı yetişkin birey TSST (Trier social stress test) olarak bilinen sosyal 

stres testine maruz bırakılmış ve 10, 20, 30, 45 ve 60. dakikalarda tükürük örnekleri 

alınmıştır. Strese maruz bırakıldıktan sonra α-amilaz düzeyinde önemli bir artışın 

gözlendiği bildirilmiştir (Şekil B). Nater ve arkadaşları, 30 sağlıklı bireyde TSSTve 

zihinsel aritmetik protokolü sırasında alınan numunelerde; sempatik aktivite artışına 

bağlı olarak α-amilaz düzeyinde anlamlı bir artış belirlenmiştir. Aynı çalışmada, plazma 

norepinefrin ve epinefrin konsantrasyonu stres testinin başlamasından 15-20 dakika 

sonra pik yapmış ve bu artış tükürükte α-amilaz düzeyinin artışıyla paralel seyretmiştir 

(76) (Şekil C). Başka bir çalışmada da 12strese maruz kalan bireylerde tükürük α-amilaz 

enzimlerinde artışın yine plazma noradrenalin düzeylerinin artışıyla eşzamanlı olduğu 

belirlenmiştir (75) (Şekil D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.7. Tükürük kortizol ve α-amilaz salınımında gün içinde meydana gelen değişiklikler. 
Çalışmaya 76 sağlıklı erkek ve bayan katılmıştır. Kortizol salınımında uyanma ile birlikte artış 
gözlenirken, α-amilaz salınımında azalma gözlenmiştir. Öte yandan, kortizol salınımı gece 
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saatlerine doğru en düşük seviyeye inerken α-amilaz salınımı en yüksek düzeylere çıkmaktadır 
(77). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.8. Tükürük α-amilaz düzeyinin stres uygulanmasını (gri renkle gösterilen zaman dilimi) 
takiben artışı ve dinlenim döneminde bazal seviyeye geri dönüşü. Bu çalışmada, 27 erişkin 
katılımcıya TSST (Trier social stress test) adı verilen bir sosyal stres testi uygulanmış ve bunun 
α-amilaz düzeyini artırdığı belirlenmiştir. 
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A) 

 

B) 

 

C) 

 

Şekil 2.9. Sağlıklı genç erkeklere (n=30) TSST uygulandığında (gri zaman dilimi) plazma 
norepinefrin (A) ve epinefrin (B) düzeyleri ile birlikte tükürük α-amilaz düzeyinde ve tükürük 
akış hızında meydana gelen değişiklikler (C)(76). Stres uygulamasıyla birlikte plazmada 
norepinefrin ile epinefrinin artış göstermesiyle eşzamanlı olarak tükürükte de α-amilaz 
düzeylerinde bir artış gözlenmiştir. α-Amilaz düzeyinde meydana gelen artışın, tükürük akış 
hızıyla ilişkili olmadığı da gösterilmiştir. 
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Şekil 2.10.TSST uygulanan sağlıklı erkek ve bayan bireylerde (n=12), tükürük α-amilaz 
ve plazma norepinefrin düzeylerinde meydana gelen eşzamanlı değişiklikler (75). 

2.13. α-Amilaz Aktivitesini Ölçüm Yöntemleri 

2.13.1. Nişasta-İyodin Yöntemi 

Nişasta-iyodin metodunun amacı, α-amilaz enziminin glikozlar arasındaki bağı 

kırarak nişasta ile iyodin arasında bir etkileşim oluşturması (Şekil 2.11) ve mavi-mor 

renk açığa çıkartmasıdır. Böylece α-amilazın aktivitesini ölçebilmektir. 

Nişasta amiloz ve amilopektin denilen iki gruptan oluşmaktadır. Amiloz lineer 

bir moleküldür. Birbiri ardınca dizilen glikoz moleküllerinden dolayı bir sarmal 

oluştururlar. İki tane amiloz molekülü birbirine sarılarak bir çifte sarmalda 

oluşturabilmektedir. İyot molekülleri bu sarmalların içerisine girerek mavi-mor bir renk 

oluştururlar. Amilopektin ise çalı gibi merkezden dallanan bir şekle sahiptir(78). 

 

                                     α-amilaz enzimi 

Nişasta + su Maltoz + dekstrin 

 

Şekil 2.11.α-Amilaz enziminin nişastayı parçalaması ve oluşan ürünler 
 

 

2.13.2. CNPG3 Yöntemi 

CNPG3 metodunun esas amacı bir substrat gibi enzime bağlanarak işlev 

görmesidir. Enzim substratına bağlanır ve sarı bir renk oluşturur. Böylece α-amilazın 
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aktivitesi ölçülebilmektedir(79, 80). CNPG3 substratının amilaza bağlanması ve açığa 

çıkan ürünler Şekil 2.12’de gösterilmiştir. 

 

 α-Amilaz 

 

CNPG3   CNP+CNPG2+Glikoz+Maltotriose 

 

Şekil 2.12.CNPG3 substratının amilaza bağlanması ve açığa çıkan ürünler 
 

2.13.3. DNS Yöntemi 

DNS metodu α-amilaz aktivitesini ölçmek için kullanılan bir yöntem olup(81), 

indirgenen şeker miktarını ölçmeye dayalıdır. Bir numunedeki indirgeyici şeker 

konsantrasyonunu tahmin edebilmek için DNS yöntemi kullanılmaktadır. İndirgeyici 

şekerler, reaktiflerin çoğunu azaltma özelliğine sahip olan serbest karbonil grubunu 

içerirler. Tüm monosakkaritler ve bazı disakkaritler indirgeyici şekerlerdir (82). 

3,5-DNS indirgeyici şekerlerle reaksiyona girdiğinde turuncu renkte 3-amino-5 

nitrosalisilik asit meydana gelir (Şekil 2.13). 

 

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

2.14. Tezin Amacı 

Tükürük α-amilaz enzimi stresin objektif olarak ortaya konmasını sağlayan bir 

belirteç olduğundan, mevcut tezin amacı tükürükte α-amilaz enziminin aktivitesini 
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ölçen üç yöntemi kurarak karşılaştırmak ve stres fizyolojisinde kullanılabilirliğini 

araştırmaktı. Bu bağlamda, tez çalışmasıiki aşamadan oluşmuştur: (1) Nişasta-iyodin, 

CNPG3 ve DNS yöntemlerini kurarakalfa-amilaz enzim aktivitesini tükürükte ölçerek 

avantaj ve dezavantajlarını ortaya koymak, (2) Bu yöntemlerle ölçülen alfa-amilaz 

aktivitesinin fizyolojik şartlar altında değişimini izlemek üzere ulusal okçuluk 

yarışmasına katılan profesyonel okçularda sabah uyanma döneminde ve yarışma 

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

 

Mevcut tez çalışmasında, α-amilaz enzim aktivitesini ölçmek için aşağıda 

sıralanan analizler yapılmıştır. 

 α-amilaz enzimi ile ilgili yapılan çalışmalar 

 Nişasta-iyodin metodu çalışmaları 

 CNPG3 metodu çalışmaları 

 DNS metodu çalışmaları 

 Profesyonel okçularda α-amilaz aktivitesinin ölçümü 

3.1. α-Amilaz Enzimi 

Çalışmada kullanılmak üzere aspergillus oryzae’dan elde edilen amilaz ticari 

olarak satın alınmıştır. α-Amilaz enziminin saf suda çözündüğü bildirilmiş olmasına 

rağmen, birçok deneme yapılmış fakat tam çözünme sağlanamamıştır. Öte yandan, 

insan tükürüğünden α-amilaz enzimini saflaştırmak için birtakım çalışmalar yapılmıştır. 

Fakat saflaştırma işlemi belli bir düzeye ulaşamadığından insan tükürüğünden elde 

edilen α-amilaz enzimi ticari olarak satın alınmış ve PBS’de tam olarak çözünmüştür. 

 Çalışmalara tükürükten elde edilen α-amilaz enzimi ile devam edilmiştir. 

Testlerin standart eğrileri oluşturulmuş olup, bu amaçla α-amilaz enzimi farklı oranlarda 

sulandırılmıştır. 

3.1.1. α-Amilaz Enzimini Saflaştırma Yöntemi 

İnsan tükürüğünden α-amilaz enziminin saflaştırılabilmesi için kullanılan 

yöntem aşağıda özetlenmiştir; 

 3 ml’lik tükürük toplandı. 

 1,5 ml’lik iki tüpe alındı ve 8.000 rpm de 5 dk santrifüj edildi. 

 Her bir tüpten 1 ml süpernatant alındı. 

 Üzerlerine 600 µl ethanol damla damla eklendi. 

 10.000 rpm de 10 dk santrifüj edildi. 

 Her iki tüpten 1ml süpernatant alındı. 

 Üzerlerine 60 µl PBS, 50 µl glikojen reaktifi ve 80 µl ethanol eklendi. 

 Tüpler 5 dk buz üzerinde tutuldu. 

 Tüplerin süpernatant kısımları boşaltıldı. 
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 Tüplerde kalan pelet üzerine 750 µl su, 72 µl PBS ve 600 µl ethanol 

eklendi. 

 5.000 rpm de 3 dk santrifüj edildi. 

 Süpernatantları boşaltıldı. 

 Pelet kısımların üzerine 400 µl PBS eklendi. 

 Spektrofotometrede 280 nm’de okundu. 

3.2. Nişasta-İyodin Metodu 

Nişasta-iyodin metodunda ilk olarak nişasta ile ilgili çalışmalar yapıldı. Hazır 

olarak aldığımız nişasta %1 lik oranında sıcak suda, soğuk suda, kaynar suda ve buzlu 

suda hazırlandı. Daha sonra aynı oranda iyodin damlatılarak renk oluşumu gözlendi. 

Öte yandan, %1’lik nişasta solüsyonu hazır olarak alındı ve aynı işleme tabi tutuldu. 

Tüm nişasta-iyodin tepkimeleri sonucu oluşan renkler karşılaştırıldı ve mevcut çalışma 

için en uygun nişasta-iyodin çözeltisinin hazır sıvı olan çözelti olduğuna karar verildi 

(Şekil 3.1 ve 3.2). 

Şekil 3.1. Hazır nişasta solüsyonu ile laboratuvarda hazırlanan nişasta solüsyonunun iyodin 
damlatıldıktan sonraki renk oluşumları. Sol tarafta lacivertimsi rengin olduğu beherde hazır 
%1’lik nişasta solüsyonu kullanılırken, sağ tarafta kırmızımsı renk oluşumunun gözlendiği 
beherde laboratuvarda hazırlanan %1’lik nişasta solüsyonu kullanılmıştır. 
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Şekil 3.2.Hazır nişasta solüsyonu ile laboratuvarda hazırlanan nişasta solüsyonunun α- 
amilaz enzimi eklendikten sonraki renk değişimleri. 
 

3.2.1.Nişasta Çözeltisinin Hazırlanması 

Nişasta soğuk suda çözünmez fakat sıcak suda çözünür. Nişasta çözeltisi 

hazırlayabilmek için 1g nişasta 100 ml suda çözdürüldü (%1). 

3.2.2.Nişasta-İyodin Metodunda Standart Eğrinin Oluşturulması Protokolü 

Standart eğri oluşumunda α-amilaz birçok kez sulandırılarak en uygun 

konsantrasyonun aşağıdaki gibi olduğuna karar verilmiştir. 

 

Tablo 3.1.Nişasta-iyodin metodu standart eğri oluşumu için seyreltme oranları 
 

STANDARTLAR U / mI 

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 için belli bir aralığa kadar numuneler seyreltildi. Deneme-

yanılma yoluyla yapılan bu işlemler sonunda numuneler yine de okunmadıysa tekrar 

seyreltilerek testte yeniden çalışıldı. Bu amaçla seyreltme işlemlerinde tampon solüsyon 

(PBS) kullanıldı. 
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Tablo3.2.Nişasta-iyodin metodunda numunelerin seyreltme oranları 
 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3. PBS Hazırlanması 

Numunelerin sulandırılması ve metotların çalışması için PBS tampon çözeltisi (pH=7,2) 

aşağıdaki gibi hazırlanmıştır (Tablo 3.3). 

 

Tablo 3.3.PBS çözeltisinin hazırlanması (1000 ml için) 
 

 

 

 

 

 

 

3.2.4. Nişasta-İyodin Testinin Protokolü 

Tükürük örneklerinden α-amilaz aktivasyonunu belirleyebilmek için nişasta-

iyodin yöntemi kullanıldı. Bu yöntemin çalışma protokolü aşağıda özetlenmiştir; 

 40 µl nişasta solüsyonu her kuyucuğa pipetlendi. 

 Tüm kuyucukların üzerine 40 µl tükürük(α-amilaz) eklendi.(5-10 saniye hafifçe 

çalkalandı.) 

 30 dakika etüvde(50 derecede) inkübe edildi. 

 Tüm kuyucuklara 20 µl HCl solüsyonu eklendi. 

SULANDIRMA 

ORANLARI 

1 

1/10 

1/100 

1/500 

1/1000 

1/2000 

1/4000 

1/10000 

NaH2PO4.H2O (g)   1,265 

Na2HPO4.12H2O (g) 12,100 

NaCl (g) 8,500 

Thimerosal (g) 0,200 
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 Tüm kuyucuklara 100 µl iyodin çözeltisi eklendi. 

 Plak okuyuculu spektrofotometrede 580 nm’de okundu(83). 

3.2.5. Nişasta-İyodin Yöntemi Standart Eğrisi 

Nişasta-iyodin yönteminde kullanılan dışarıdan hazır olarak aldığımız aspergillus 

oryzae’dan elde edilmiş α-amilaz çeşitli oranlarda sulandırılarak standart eğri 

oluşturuldu.  

 

Şekil 3.3.Nişasta-iyodin metodu standart eğri 
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Şekil 3.4.Değişik konsantrasyonlardaki α-amilaz kullanımının oluşturduğu renk değişikliklerinin nişasta-iyodin yöntemiyle gösterilmesi. Nişasta-
iyodin testinde sarıdan koyu kahverengiye doğru giden bir renk oluşmaktadır. Bu renk spektrofotometre de okutularak enzimin aktivitesi 
ölçülmektedir. 

 

2
8
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3.3.CNPG3 Metodu 

CNPG3 kromojeni ticari olarak pazarlanan bir substrattır(84). PBS içerisinde 

direkt çözünür ve açık sarı bir renk oluşturur. Testin uygulanabilmesi için bir standart 

eğri oluşturuldu. Bu standart eğrinin oluşumunda α-amilaz enzimi farklı oranlarda 

birçok kez sulandırıldı. 

3.3.1.CNPG3 Metodunda Standart Eğrinin Oluşturulması Protokolü 

Standart eğri oluşumunda birçok kez sulandırılmalar yapılmış olup en uygun 

sulandırmanın aşağıdaki gibi olduğuna karar verilmiştir. 

 

Tablo 3.4. CNPG3 metodu standart eğri oluşumu için α-amilaz enziminin seyreltme 
oranları 

 

 

 

 

 

 

Numunelerin okunabilmesi için belli bir aralığa kadar numuneler seyreltildi. Tüm 

numunelerin okunmadığı zamanlarda numuneler farklı oranlarda tekrar seyreltilerek 

okundu. Seyreltme işlemleri PBS ile yapıldı. 

 

Tablo3.5.CNPG3 metodu için numunelerin seyreltme oranları 
 

 

 

 

3.3.2. CNPG3 Testinin Protokolü 

Tükürük örneklerinden α-amilaz aktivasyonunu belirleyebilmek için CNPG3 

yöntemi kullanıldı. Bu yöntemin çalışma protokolü aşağıda özetlenmiştir; 

STANDARTLAR U / mI 

1.standart 30 

2.standart 15 

3.standart 7,5 

4.standart 6 

5.standart 3,75 

6.standart 3 

NUMUNELER SULANDIRMALAR 

1.numune 1 

2.numune 1/5 
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 175 µl PBS solüsyonu her kuyucuğa pipetlendi. 

 Tüm kuyucukların üzerine 5 µl tükürük (α-amilaz) eklendi. (5-10 saniye hafifçe 

çalkalandı.) 

 1 saat (37 derecede) inkübe edildi. 

 Tüm kuyucuklara 20 µl CNPG3 solüsyonu eklendi. 

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

3.3.3. CNPG3 Yöntemi Standart Eğrisi 

α-Amilaz enziminin çeşitli oranlarda sulandırılması ile standart eğri 

oluşturulmuştur. 

Şekil 3.5.CNPG3 metodunun standart eğrisi 
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Şekil 3.6.Değişik konsantrasyonlardaki α-amilaz kullanımının oluşturduğu renk değişikliklerinin CNPG3 yöntemiyle gösterilmesi. CNPG3 
testinde CNPG3 maddesinin katılımıyla açık sarı renk oluşmakta ve spektrofotometrede okunarak α-amilaz aktivitesi belirlenmektedir. 

 

3
1
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3.4. DNS Metodu 

DNS testi için ilk olarak DNS çözeltisi hazırlandı. 

DNS maddesinin hazırlanması: 100 ml DNS hazırlamak için 1 g DNS 50 ml 

distile suda çözündü. 

Potasyum sodyum tartarate: Diğer ismi Rochelle tuzudur. 1 molar  

hazırlanmıştır. 

DNS Reaktifi: 1 g DNS 50 ml distile suda çözündü. 20 ml NaOH ve 28.2 g 

Rochelle tuzu eklendi. Son olarak distile su kullanılarak 100 ml ye tamamlandı(78). 

3.4.1. DNS Metodunda Standart Eğrinin Oluşturulması Protokolü 

Standart eğri oluşumunda birçok kez sulandırılmalar yapılmış olup numuneleri 

okuyabilecek uygun bir standart eğri oluşturulamamıştır. 

 

Tablo3.6.DNS metodu standart eğri oluşumu için α-amilaz enziminin seyreltme 
oranları 

 

 

 

 

 

 

Test için uygun standart eğri oluşturuldu fakat numuneler seyreltilmelerine 

rağmen standart eğri aralığında renk yoğunluğu elde edilmedi. Ayrıca DNS testinde 

kaynatma gibi bir aşama bulunmaktadır. Birkaç örnek için kolay gibi görünse de bir çok 

numune okunması gerektiğinde pratik gözükmemektedir. Ağzı kapalı tüpler içerisinde 

kaynatma gerçekleşse de tüplerin içerisine su girişi olabilmektedir. 

 

 

STANDARTLAR U / mI 

1.standart 30 

2.standart 3 

3.standart 0,3 

4.standart 0,03 
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3.4.2. DNS Testinin Protokolü 

Tükürük örneklerinden α-amilaz aktivasyonunu belirleyebilmek için DNS 

yöntemi kullanıldı. Bu yöntemin çalışma protokolü aşağıda özetlenmiştir; 

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

 5 dakika 37 derecede inkübe edildi. 

 1 ml DNS eklendi. 

 10 dakika kaynatıldı ve soğumaya bırakıldı. 

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

3.4.3. DNS Yönteminin Standart Eğrisi 

α-amilaz enzimi çeşitli oranlarda sulandırılarak standart eğri oluşturulmaya 

çalışıldı fakat istenilen sonuç elde edilemedi. 

 

Şekil 3.7.DNS metodunun standart eğrisi 
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Şekil 3.8.Değişik konsantrasyonlardaki α-amilaz kullanımının oluşturduğu renk değişikliklerinin DNS yöntemiyle gösterilmesi. 
 

3
4
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3.5.Deneme 

Bu yöntemlerin kullanılabilirliğini test etmek için salon Türkiye şampiyonasına 

katılan, 16-20 yaş arası (n=7), olimpik yayla atış yapan, erkek elit sporcunun tükürük 

örneklerinin bir kısmı α-amilaz (n=140) yönünden incelenmiştir. α-Amilaz analizi 

yapılan tükürük örnekleri, kapsamlı bir çalışma için alınan örneklerin bir kısmını 

içermekteydi. Söz konusu kapsamlı çalışmanın etik kurul onayı, yürütücü araştırmacının 

başvurusunu yaptığı Ondokuz Mayıs Üniversitesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’ndan 

alınmış olup (OMÜ KAEK 2017/98, Ek:1) başvuruda örneklerin α-amilaz yönünden 

İnönü Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizyoloji Anabilim Dalı Laboratuvarında analiz 

edileceği belirtilmiştir. Tükürük örnekleri şampiyona sürecindeki 3 farklı günde 

(sıralama atışları-1. Gün, eleme atışları-2. Gün ve takım atışları-3.gün olmak üzere 

sabah uyanınca 0, 30, 45, 60. dakikalarda alınmıştır. Ayrıca, birinci sıralama ve ikinci 

gün eleme atışlarında yarışmadan 30dkve 15 dk öncesinde, yarışma arasında ve yarışma 

sonrasında α-amilaz analizi için tükürük örnekleri toplanmıştır (89). Sporcuların 

tükürük α-amilaz seviyeleri nişasta-iyodin yöntemi ve CNPG3 yöntemleriyle 

ölçülmüştür.  

3.5.1.α-Amilaz Enzimi İçin Tükürük Toplanması 

Katılımcı bireylerden α-amilaz örneklerinin alınması için aşağıdaki şekilde bir 

uygulama protokolü hazırlanmıştır(90). Her katılımcıya örnek verme ile ilgili 

bilgilendirmeler yapılmış ve hazırlanan protokol şeması, ölçeklerle birlikte bireylere 

verilmiştir. Uygulama aşamaları aşağıdaki şekilde özetlenmiştir: 

1-İlk olarak deneklere üzerinde isimlerinin ve dakikaların yazılı olduğu tüpler 

verilmiştir. 

2-Tükürük numunelerini vermeden önce denekler diş fırçalama, yeme içme sigara 

kafein alma gibi durumlardan uzak tutulmaları için bilgilendirilmiştir. 

3-Tükürük numuneleri pasif akış yöntemiyle (passive drool) alınmıştır. Bu amaçla çene 

göğüs kafesine doğru eğilerek, kendiliğinden ağız içine dolan tükürük tüpe aktarılacak 

şekilde numuneler toplanmıştır. 

4-Alınan tükürük numuneleri, denekler ile iletişime geçilerek gün içerisinde toplanmış 

ve laboratuvarda -20 derecede muhafaza edilmiştir. Numuneleri gün içerisinde 

laboratuvara getiremeyen deneklerin ise numuneleri aynı gün kendi buzdolaplarının -20 

derece bölmesinde dondurmaları sağlanmıştır. Numuneler laboratuvara getirildiğinde  
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-40 C’de hemen dondurulmuş ve analizler yapılana kadar burada tutulmuştur (91, 92). 

3.6. İstatistiksel Analiz 

Verilerin analizinde MINITAB (ABD) istatistik programı kullanıldı. Veriler 

ortalama ± standart hata olarak sunuldu. Standart eğrilerin oluşturulmasında 4-

parametre lojistik eğri kullanıldı (Gen5, BioTek Synergy, ABD). Nişasta-iyodin testi ile 

CNPG3 testi arasındaki ilişki Pearson korelasyonuyla ortaya konuldu. Okçularda α-

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

 

α-Amilaz analizleri; nişasta-iyodin testi, CNPG3 kromojen substrat testi ve 

dinitrosalisilik (DNS) asit testleriyle yapılmış ve elde edilen standart eğriler Şekil 4.1, 

4.2 ve 4.3’de sunulmuştur. 

4.1. Nişasta-İyodin Testi Standart Eğrisi 

Nişasta-iyodin testiyle elde edilen α-amilaz standart eğrileri 5 testte çalışılmış ve 

ortalama standart eğri değerleri Şekil 4.1’de sunulmuştur. 

 

 

 

Şekil 4.1. Nişasta-iyodin yöntemine göre artan α-amilaz konsantrasyonlarında optik dansitede 
meydana gelen değişiklikleri gösteren standart eğri. α-amilaz konsantrasyonlarındaki (ünite/ml) 
değişikliklerin oluşturduğu renk değişimleri spektrofotometrik olarak 580 nm dalga boyunda 
ölçülmüş ve yukarıdaki standart eğri grafiği elde edilmiştir. Değerler, 5 testte elde edilen 
değerlerin ortalaması ve standart hatası olarak sunulmuştur. Standart eğrinin 0,06 U/ml ile 1,5 
U/ml arasında lineer olduğu belirlenmiştir. 
 

4.2. CNPG3 Testi Standart Eğrisi 

CNPG3 testiyle elde edilen α-amilaz standart eğrileri 13 testte çalışılmış ve 

ortalama standart eğri değerleri Şekil 4.2’de sunulmuştur. 
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Şekil 4.2.CNPG3 kromojen substrat yöntemine göre artan α-amilaz konsantrasyonlarında optik 
dansitede meydana gelen değişiklikleri gösteren standart eğri. Ölçümler 405 nm’de yapılmış 
olup, 13 standart eğrinin ortalaması olarak sunulmuştur (± SEM). Eğrinin 0-7,5 U/mL aralığında 
lineer olduğu tespit edilmiştir. 
 

4.3. Dinitrosalisilik Asit Testi Standart Eğrisi 

Dinitrosalisilik asit (DNS) testiyle elde edilen α-amilaz standart eğrisi Şekil 

4.3’de sunulmuştur. 

 

Şekil 4.3. Dinitrosalisilik asit testinde, α-amilaz konsantrasyonlarındaki artışla birlikte optik 
dansitede meydana gelen değişiklikleri gösteren standart eğri. Standart eğride, 3-30 U/ml 
arasındaki konsantrasyon farkına karşılık optik dansite de yaklaşık olarak 0,300 birimlik bir 
değişiklik meydana gelmiştir. 
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4.4. Örneklerin Dondurulup Çözdürülmesinin α-Amilaz Üzerine Etkisi 

Örneklerin dondurulup çözdürülmesi gerekliliği, analizlerde sıklıkla karşılaşılan 

bir sorundur. Bu bağlamda tez çalışmasında, 11 örnek ve 1 standart sekiz defa seri 

olarak seyreltildikten sonra dondurulmuş ve çözdülürülerek CNPG3 testinde optik 

dansite değerleri incelenmiştir. Daha sonrasında da, bu örnek ve standart dilüsyonları 

(n=96) tekrar dondurulmuş ve aynı şekilde yeniden incelenmiştir. İki okuma için elde 

edilen optik dansite değerleri arasındaki korrelasyon incelenmiş ve bunun çok kuvvetli 

olduğu belirlenmiştir (R2=0.991; y=0.0015 +0.958x; P<0.000; Şekil 4.3). 

 

 

Şekil 4.4. Örnekleri dondurup çözmenin CNPG3 testinde α-amilaz üzerine etkisi. Grafikte y 
ekseni, normal bir şekilde yapılan testten elde edilen optik dansite değerlerini gösterirken, x 
ekseni ise aynı örneklerin dondurulup çözdürülüp bir sonraki gün çalışılması sonucu elde edilen 
optik dansite değerlerini göstermektedir. Bu amaçla  11 farklı kişinin tükürük örneği ve 1 
standart çözeltisi, 8 defa seri olarak seyreltilmiş ve elde edilen 96 örnek her iki testte de 
incelenmiştir. Elde edilen veriler, bir defa dondurup çözmenin α-amilaz üzerine olumsuz bir etki 
oluşturmadığını göstermektedir çünkü her iki test arasındaki uyum % 99,1 oranında 
bulunmuştur. 
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4.5. Profesyonel Okçularda Müsabaka Dönemi α-Amilaz Düzeyleri 

α-amilaz testlerinin performansı profesyonel okçularda (n=7)  3 günlük 

müsabaka  boyunca sıralama (1. Gün), eleme (2. Gün) ve takım atışları (3. Gün) sabah 

uyandıktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda incelenmiştir. Ayrıca, ilk iki gün 

yarşmadan 30 ve 15 dakika önce, yarışma arasında ve yarışma sonunda da tükürük 

örnekleri α-amilaz düzeyi bakımından incelenmiştir. Şekil 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10 ve 

4.11’de, çalışmada incelenen her okçu katılımcı için CNPG3 kromojen testi ile nişasta-

iyodin testlerinin bulguları sunulmuştur.   

  

 
 

Şekil 4.5.Birey #KS için CNPG3 (sol taraftaki grafikler) ve nişasta-iyodin testleriyle  
(sağ taraftaki grafikler) elde edilen tükürük α-amilaz düzeyleri. 

 
En üstteki grafikler birey uyandıktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alınan 

tükürük örneklerindeki α-amilaz düzeyini (α-amilaz uyanma yanıtı, AAUY) verirken 

alttaki grafikler ise okçuluk yarışması sürecinde, yarışmadan 30 ve 15 dakika öncesiyle 

yarışma arası ve yarışma sonrası α-amilaz düzeylerini göstermektedir. AAUY1, 

AAUY2 ve AAUY3 sırasıyla okçuluk müsabakasındaki birinci (sıralama atışları günü), 

ikinci (eleme atışları günü) ve üçüncü (takım atışları günü) günleri temsil etmektedir. 
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EYÖ ve EY ise sırasıyla, birinci (eleme yarışması öncesi, EYÖ) ve ikinci (eleme 

yarışması, EY) gün yapılan atış müsabakaları sürecini temsil etmektedir. 

  

  

 

Şekil 4.6.Birey #MU için CNPG3 ve nişasta-iyodin testleriyle tükürük α-amilaz  
düzeyleri. 

 
En üstteki grafikler birey uyandıktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alınan 

tükürük örneklerindeki α-amilaz düzeyini (α-amilaz uyanma yanıtı, AAUY) verirken 

alttaki grafikler ise okçuluk yarışması sürecinde, yarışmadan 30 ve 15 dakika öncesiyle 

yarışma arası ve yarışma sonrası α-amilaz düzeylerini göstermektedir. AAUY1, 

AAUY2 ve AAUY3 sırasıyla okçuluk müsabakasındaki birinci (sıralama atışları günü), 

ikinci (eleme atışları günü) ve üçüncü (takım atışları günü) günleri temsil etmektedir. 

EYÖ ve EY ise sırasıyla, birinci (eleme yarışması öncesi, EYÖ) ve ikinci (eleme 

yarışması, EY) gün yapılan atış müsabakaları sürecini temsil etmektedir. 
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Şekil 4.7.Birey #FB için CNPG3 ve nişasta-iyodin testleriyle tükürük α-amilaz  
düzeyleri. 

 
En üstteki grafikler birey uyandıktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alınan 

tükürük örneklerindeki α-amilaz düzeyini (α-amilaz uyanma yanıtı, AAUY) verirken 

alttaki grafikler ise okçuluk yarışması sürecinde, yarışmadan 30 ve 15 dakika öncesiyle 

yarışma arası ve yarışma sonrası α-amilaz düzeylerini göstermektedir. AAUY1, 

AAUY2 ve AAUY3 sırasıyla okçuluk müsabakasındaki birinci (sıralama atışları günü), 

ikinci (eleme atışları günü) ve üçüncü (takım atışları günü) günleri temsil etmektedir. 

EYÖ ve EY ise sırasıyla, birinci (eleme yarışması öncesi, EYÖ) ve ikinci (eleme 

yarışması, EY) gün yapılan atış müsabakaları sürecini temsil etmektedir. 
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Şekil 4.8.Birey #OET için CNPG3 ve nişasta-iyodin testleriyle tükürük α-amilaz  
düzeyleri. 

 
En üstteki grafikler birey uyandıktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alınan 

tükürük örneklerindeki α-amilaz düzeyini (α-amilaz uyanma yanıtı, AAUY) verirken 

alttaki grafikler ise okçuluk yarışması sürecinde, yarışmadan 30 ve 15 dakika öncesiyle 

yarışma arası ve yarışma sonrası α-amilaz düzeylerini göstermektedir. AAUY1, 

AAUY2 ve AAUY3 sırasıyla okuçuluk müsabakasındaki birinci (sıralama atışları 

günü), ikinci (eleme atışları günü) ve üçüncü (takım atışları günü) günleri temsil 

etmektedir. EYÖ ve EY ise sırasıyla, birinci (eleme yarışması öncesi, EYÖ) ve ikinci 

(eleme yarışması, EY) gün yapılan atış müsabakaları sürecini temsil etmektedir. 
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Şekil 4.9.Birey #BB için CNPG3 ve nişasta-iyodin testleriyle tükürük α-amilaz  
düzeyleri. 

 
 En üstteki grafikler birey uyandıktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alınan 

tükürük örneklerindeki α-amilaz düzeyini (α-amilaz uyanma yanıtı, AAUY) verirken 

alttaki grafikler ise okçuluk yarışması sürecinde, yarışmadan 30 ve 15 dakika öncesiyle 

yarışma arası ve yarışma sonrası α-amilaz düzeylerini göstermektedir. AAUY1, 

AAUY2 ve AAUY3 sırasıyla okçuluk müsabakasındaki birinci (sıralama atışları günü), 

ikinci (eleme atışları günü) ve üçüncü (takım atışları günü) günleri temsil etmektedir. 

EYÖ ve EY ise sırasıyla, birinci (eleme yarışması öncesi, EYÖ) ve ikinci (eleme 

yarışması, EY) gün yapılan atış müsabakaları sürecini temsil etmektedir. 
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Şekil 4.10.Birey #OE için CNPG3 ve nişasta-iyodin testleriyle tükürük α-amilaz  
düzeyleri. 

 
En üstteki grafikler birey uyandıktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alınan 

tükürük örneklerindeki α-amilaz düzeyini (α-amilaz uyanma yanıtı, AAUY) verirken 

alttaki grafikler ise okçuluk yarışması sürecinde, yarışmadan 30 ve 15 dakika öncesiyle 

yarışma arası ve yarışma sonrası α-amilaz düzeylerini göstermektedir. AAUY1, 

AAUY2 ve AAUY3 sırasıyla okçuluk müsabakasındaki birinci (sıralama atışları günü), 

ikinci (eleme atışları günü) ve üçüncü (takım atışları günü) günleri temsil etmektedir. 

EYÖ ve EY ise sırasıyla, birinci (eleme yarışması öncesi, EYÖ) ve ikinci (eleme 

yarışması, EY) gün yapılan atış müsabakaları sürecini temsil etmektedir. 
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Şekil 4.11.Birey #BY için CNPG3 ve nişasta-iyodin testleriyle tükürük α-amilaz  
düzeyleri. 

 
En üstteki grafikler birey uyandıktan sonraki 0, 15, 30 ve 45. dakikalarda alınan 

tükürük örneklerindeki α-amilaz düzeyini (α-amilaz uyanma yanıtı, AAUY) verirken 

alttaki grafikler ise okçuluk yarışması sürecinde, yarışmadan 30 ve 15 dakika öncesiyle 

yarışma arası ve yarışma sonrası α-amilaz düzeylerini göstermektedir. AAUY1, 

AAUY2 ve AAUY3 sırasıyla okçuluk müsabakasındaki birinci (sıralama atışları günü), 

ikinci (eleme atışları günü) ve üçüncü (takım atışları günü) günleri temsil etmektedir. 

EYÖ ve EY ise sırasıyla, birinci (eleme yarışması öncesi, EYÖ) ve ikinci (eleme 

yarışması, EY) gün yapılan atış müsabakaları sürecini temsil etmektedir. 
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4.6. Okçuluk Müsabakası Yanıtlarının Genel Karşılaştırmaları 

Üç günlük müsabaka sürecinde, α-amilaz düzeyi hem CNPG3 hem de nişasta-

iyodin testine göre erkek okçularda (n=7) bireysel farklılıklar vardı (P<0.001). Fakat her 

iki testte ölçülen α-amilaz düzeyleri dakikalar arasında (0, 15, 30, 45, -30, -15, 

yarışmanın yarısı ile sonu), günler arasında (sıralama, eleme, takım) farklılık göstermedi 

(P>0.05). Bununla beraber CNPG3 ile ölçülen α-amilaz düzeyleri sabah uyanma 

döneminde düşük iken yarışma sürecinde yüksek bulundu (P=0.010; Şekil 4.12).  

 

Şekil 4.12. CNPG3 analizlerine göre okçularda (n=7) müsabaka sürecinde uykudan uyanma 
sonrası α-amilaz düzeylerinde görülen ortalama değişim (sol) ile ok atışlarının yapılması 
sürecinde (-30, -15, yarışma arası, yarışma sonu) α-amilaz değerleri (sağ). Yarışma süreci 
ortalama α-amilaz düzeyi, uyanma süreci α-amilaz düzeyinden daha yüksek olarak belirlendi 
(P=0.010). 

 

Nişasta-iyodin testiyle belirlenen α-amilaz düzeyleri, gerek uyanma sürecinde 

gerekse yarışma sürecinde zaman bakımından farklılıklar göstermedi (P>0,05; Şekil 

4.13).  
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Şekil 4.13. Nişasta-iyodin testiyle belirlenen α-amilaz düzeyleri, gerek uyanma sürecinde 
gerekse yarışma sürecinde zaman bakımından farklılıklar göstermedi (P>0,05; Şekil 4.13). 
 

4.7. α-Amilaz Düzeyleri Arasındaki Korrelasyonlar: 

Ölçümü yapılan tüm örneklerde nişasta-iyodin yöntemi ile CNPG3 kromojen 

substrat yöntemi bulguları arasındaki korrelasyonlar incelendiğinde, her iki yöntem 

arasında istatistiksel olarak belirgin fakat düşük düzeyli bir ilişki bulunduğu tespit 

edilmiştir (Lineer regresyon için: R2=0.048; p<0.05, kuadratik regresyon için R2=0.106; 

P<0.01). 
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5. TARTIŞMA 

 

Mevcut çalışmada, tükürük α-amilaz aktivitesinin ölçüm yöntemleri ve bu 

yöntemlerin stres fizyolojisinde kullanılabilirliği incelenmiş ve tükürük α-amilaz 

aktivitesinin ölçüm yöntemleri ilk defa birbirleriyle karşılaştırılmıştır. α-amilaz 

enziminin tükürükteki aktivitesini ölçmek amacıyla karşılaştırılan nişasta-iyodin 

yöntemi, CNPG3 yöntemi ve DNS yönteminin birbirlerine üstünlükleri ve stres 

fizyolojisinde kullanılabilirlikleri aşağıda ayrı ayrı tartışılmıştır. 

5.1. Nişasta-İyodin Yöntemi ile α-Amilaz Tayini 

Nişasta-iyodin testi başarılı bir şekilde kurulmuş olup, standart eğrinin dinamik 

aralığının 0,05-3 U/ml arasında bulunduğu ve hassasiyetinin de 0,05 U/ml olduğu tespit 

edilmiştir. Ayrıca, testin optik dansite aralığı da yaklaşık olarak 0 ile 4,000 arasında 

dinamik bir değişiklik göstermektedir. Bir diğer ifadeyle, α-amilaz aktivitesine oldukça 

hassas olan bir testtir. Test bu haliyle, tükürük örnekleri yaklaşık 4000x 

sulandırıldığında örneklerdeki α-amilazı tespit edebilmektedir. Bununla beraber bu 

düzeydeki bir sulandırma iş yükünü nispeten artırmakta ve zaman kaybına yol 

açmaktadır. Öte yandan inkübasyon süresinin çok kısa olması ve malzemelerinin 

nispeten kolay ve ucuz elde edilmesi nedeniyle tercih edilebilecek bir yöntem olarak 

gözükmektedir.Fakat her tükürük örneği için ayrı sulandırmaların gerekliliği, testin 

pratik olarak uygulanabilirliği üzerine zayıf bir olumsuz etki oluşturmaktadır.  

Nişasta-iyodin testi, ucuz, kolay kurulabilen ve uygulanabilen, malzemeleri 

nispeten rahatlıkla bulunabilen bir test olup, çok sayıda sulandırma gerektirmekte ve bu 

nedenle işyükünü nispeten artırmaktadır. Öte yandan en önemli özelliğinin de testin 

optik dansite değerlerinin 0 ile 4,000 arasında değişiyor olması ve bu nedenle oldukça 

dinamik bir test olması da önemli bir tercih nedeni olmaktadır. 

5.2. Profesyonel Okçularda Nişasta-İyodin Testiyle Belirlenen α-Amilaz          

Düzeyleri 

Okçularda, genel olarak uyanma döneminde α-amilaz düzeyi yüksek iken 

uyandıktan sonraki 15, 30 ve 45.dakikalarda bazal seviyeye düşüş gözlenmiştir (Şekil 

4.13). Bu yönüyle incelendiğinde, α-amilaz uyanma yanıtının bulunabileceğine ilişkin 

bir kanıt sunmuştur. Bununla beraber, uyanma yanıtı bireysel olarak incelendiğinde, 
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incelenen 6 katılımcıdan ikisinde α-amilaz’ın uyanma anında yüksek olduğu ve 

uyandıktan sonraki 15 dakika içinde düştüğü (#FB ve #OET) fakat üçünde (#KS, #MU 

ve #BD) görülmüştür. α-amilaz düzeyi uyanma anında yüksek olan bireylerde de bazı 

günler α-amilazın yüksek olduğu fakat bazı günlerde ise yüksek olmadığı görülmektedir 

(örneğin #KS, Şekil 4.5). Dolayısıyla tüm bu bulgular, α-amilaz uyanma yanıtı adı 

verilebilecek bir artışın bazı katılımcılarda bazı günlerde gözüktüğü belirlenmiştir. Bu 

bulgular Rohleder ve ark. tarafından bildirilen bulgularla uyumludur (Şekil 2.10). 

Dolayısıyla, HPA ekseni aktivitesi uyanmayla birlikte artarken (kortizol uyanma yanıtı), 

SAM aktivitenin ise uyanmayla birlikte azaldığı düşünülebilir. Bu bağlamda da, 

uyanmanın uykunun hangi safhasında (REM veya non-REM) oluştuğu önemli olabilir. 

Çünkü REM uykusu SAM aktivitesiyle ilişkili bulunmuştur.  

Öte yandan, nişasta-iyodin testinde, okçuluk atış sürecinde α-amilaz düzeyinde 

herhangi bir değişikliğe yol açmadığı ve α-amilaz düzeyinin bazal seviyede seyrettiği 

belirlenmiştir. α-amilaz aktivite artışının SAM’ın bir göstergesi olduğu düşünüldüğünde 

ve aynı çalışmada yarışmadan hemen önce kortizol düzeyi arttığı halde (89) α-amilaz 

aktivitesinin artmamış olmasının nedeni bilinmemektedir. Söz konusu çalışmada, 

tükürük örneği yarışmadan 30 dakika önce alınmaya başlanmış olduğundan, SAM 

aktivitesi daha öncesinde artmış olabilir. 

5.3. CNPG3 Yöntemi ile α-Amilaz Tayini 

CNPG3 testi başarılı bir şekilde kurulmuş olup, standart eğrinin dinamik 

aralığının 3-15,75 U/ml arasında bulunduğu ve hassasiyetinin de 0,100 U/ml olduğu 

tespit edilmiştir. Ayrıca, testin optik dansite aralığı da yaklaşık olarak 0,1 ile 0,8 

arasında dinamik bir değişiklik göstermektedir. Test bu haliyle, tükürük örnekleri 

yaklaşık 5x sulandırıldığında örneklerdeki α-amilazı tespit edebilmektedir. Tek bir 

sulandırma yapılıyor olması iş yükünü ve zaman kaybını en aza indirgemekte fakat 

fazla miktarda tükürük kullanılması ve inkübasyon süresinin uzunluğu olumsuz bir etki 

oluşturmaktadır. 

 CNPG3 testi, kolay kurulabilen ve uygulanabilen, işyükünü azaltan fakat 

nispeten pahalı olan bir yöntemdir. 

5.4. Profesyonel Okçularda CNPG3 Testiyle Belirlenen α-Amilaz Düzeyleri 

Okçularda, uyanma yanıtı bireysel olarak incelendiğinde, incelenen 7 

katılımcıdan üçünde (#KS, #FB ve #OET) α-amilaz’ın uyanma anında veya 15 dakika 
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sonrasında yüksek olduğu görülmektedir. Bununla beraber, uyanma döneminde CNPG3 

yöntemiyle ölçülen ortalama α-amilaz düzeyi uyandıktan sonraki 0, 15, 30 ve 

45.dakikalarda bazal seviyede seyretmiştir (Şekil 4.13). Bu yönüyle incelendiğinde, bu 

yönteme göre α-amilaz uyanma yanıtının bulunabileceğine ilişkin bir kanıt elde 

edilememiştir. Fakat okçuluk atış sürecinde ise yarışma öncesi 30. dakikadan sonra 15 

dakika ve yarışma arasında CNPG3 yöntemiyle ölçülen α-amilaz en yüksek düzeye 

erişmiştir ve yarışmanın sonuna doğru tekrar düşüş eğilimine girmiştir. Dolayısıyla 

CNPG3 yöntemiyle ölçülen α-amilaz düzeyinin yarışma süreciyleyakından ilgili olduğu 

belirlenmiştir. Bu açıdan değerlendirildiğinde, CNPG3 yönteminin, yarışma esnasındaki 

α-amilaz yanıtını en iyi bir şekilde yansıttığı görülmektedir. Bunun pratikte ne anlama 

geleceğinin sonraki aşamalarda yapılacak çalışmalara bağlı olduğu aşikârdır. 

5.5. DNS Yöntemi ile α-Amilaz Tayini 

DNS yöntemi daha çok biyokimyasal alanda üre ve şeker tayini için kullanılan 

bir yöntem olarak bilinmektedir.DNS maddesi laboratuvar koşullarında hazırlanılmış 

olup, yöntem için standart bir eğri oluşturulmuştur. DNS standart eğrisinin dinamik 

aralığının 0,3-0,03 U/ml arasında bulunduğu ve hassasiyetinin de 0,4 U/ml olduğu tespit 

edilmiştir. Ayrıca, testin optik dansite aralığı da yaklaşık olarak 0,1 ile 0,4 arasında 

küçük bir değişiklik göstermektedir. Bu nedenle tercih edilme olasılığı çok düşük olup 

ayrıca testin birçok aşamadan oluşması da olumsuz bir faktör olarak düşünülmüştür. 

Kaynatma gibi zor bir aşamasının bulunması ve örneklerin standart eğrinin optik 

aralığında yer almaması da önemli eksiklikler olarak not edilmiştir. Tüm bu 

nedenlerden ötürü, DNS testi mevcut tez çalışmasında örneklerdeki α-amilaz 

aktivitesini ölçmek için kullanılamamıştır. Ayrıca, test gereği gibi çalışsa da çok sayıda 

örneği pratik bir şekilde incelemek için de uygun değildir. 

5.6. İncelenen Testlerin Birbirleriyle Karşılaştırılması 

Mevcut tez çalışması kapsamında kurulan α-amilaz testleri birbirleriyle genel 

özellikleri bakımından karşılaştırılmış ve bu veriler Tablo 5.1’de sunulmuştur. Tablo 

incelendiğinde, inkübasyon sürelerinin 30-60 dakika arasında ve nispeten kısa olduğu 

görülmektedir. Bununla beraber, her test için ayrı sayıda aşama ve seyreltme bulunması 

veya kaynatma işleminin gerekliliği gibi faktörler testlerin toplam süresini 

etkilemişlerdir. Yine toplam test sürelerinin yaklaşık 3-3,5 saat olması uygulanabilir 

yöntemler olarak kabul edilmelerine olanak sağlamaktadır. 
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Testlerin optik ve dinamik aralıkları dikkate alındığında nişasta-iyodin testinin 

en iyi sonucu verdiği anlaşılmaktadır. Benzer şekilde nişasta-iyodin testi en ucuz test 

olduğu için tercih nedeni olacağı düşünülmektedir.  

 

Tablo 5.1.Tez kapsamında incelenen testlerin genel özelliklerinin karşılaştırılması. 
 

 

METODLAR 

 

Nişasta-iyodin 

metodu 

 

CNPG3 metodu 

 

DNS metodu 

 

Total inkübasyon 

süresi(dak) 

 

30 

 

60 

 

40 

 

Optik aralık ve renk 

oluşum süresi 

 

0-4000 

Hemen 

 

0,1-0,8 

Yavaş yavaş 

 

Yavaş yavaş 

 

Dinamik aralık (U/ml) 

 

0,05-3 

 

3-15,75 

 

0,3-0,03 

 

Aşama sayısı 

 

6 

 

5 

 

5 

 

Dilüsyon düzeyi ve 

sayısı 

 

4000x 

8 

 

5x 

7 

 

- 

15 

 

Kullanılan madde 

veya solüsyon sayısı 

 

6 

 

4 

 

6 

 

Testin toplam süresi 

(dk) 

 

2 saat 

 

3 saat 

 

3,5 saat 

 

Optik dansite (nm) 

 

580 

 

405 

 

540 

 

Maliyet 

 

Nispeten ucuz 

(1,81) 

 

Pahalı 

(5,09) 

 

Ucuz 

(2,39) 

 

5.7. Stres Fizyolojisinde Nişasta-İyodin Testi ile CNPG3 Testinin Pratik 

Olarak Karşılaştırılması 

Her iki testin sonucunda elde edilen bulgular birbirleriyle karşılaştırıldığında, iki 

tekniğin bulguları arasında zayıf fakat belirgin bir fark bulunduğu gözlenmiştir. Öte 

yandan, nişasta-iyodin testinde bulgular yaklaşık 0-70 U/ml arasında değişirken, 



   

53 
 

CNPG3 testinde 0-2 U/ml arasında değişmektedir. Bu farklılığın nedeni 

bilinmemektedir. Fakat her iki testin prensibinin farklı olması, iki test arasında belirgin 

bir fark oluşmasına yol açmış olabilir. Ayrıca, nişasta-iyodin testi α-amilaz tarafından 

parçalanan nişasta ile ilişkili olduğu halde, CNPG3 testi özel olarak tasarlanmış bir 

substratı parçalamaktadır. Dolayısıyla, α-amilaz muhtemelen nişastayı kolaylıkla 

parçalarken, CNPG3 substratını daha zor parçalamaktadır. Yine, çok sayıda gen 

tarafından α-amilazın üretilmesi ile birlikte (93) α-amilaz polimorfizmi 

bilinmemektedir. Fakat mevcut tez çalışması, böyle bir olasılığı düşündürmektedir. 
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Şekil 5.1.Tükürük α-amilaz aktivitesini ölçen üç farklı yöntemin karşılaştırılması. 
 

CNPG3 substrat görevi görmekte ve enzime bağlanarak sarımtırak bir renk 

oluşturup α-amilaz miktarını tayin edebilmektedir.CNPG3 metodu daha az aşamadan 

oluşan, pratik bir testtir. 

Nişasta-iyodin metodunda parçalanamayan nişasta miktarı iyodin ile 

boyanarak amilaz tayini yapılmaktadır. Nişasta-iyodin metodu, CNPG3 metoduna 

göre ucuz bir yöntemdir.  

Dinitrosalisilik asit metodu nispeten zor aşamalardan oluşmaktadır. DNS 

metodunda indirgenen şeker miktarı ölçülmektedir. DNS yöntemi 

laboratuvarımızda kurulamamıştır. 

CNPG3 METODU 

NİŞASTA-İYODİN 

METODU 

DNS METODU 

5
4
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Mevcut tez çalışmasıyla elde edilen sonuçlar aşağıda sıralanmıştır: 

 Nişasta-iyodin testi başarılı bir şekilde kurulmuştur. 

 CNPG3 kromojen testi başarılı bir şekilde kurulmuştur. 

 DNS testininstandart eğrisi başarılı bir şekilde oluşturulmuş fakat örnekler optik 

dansiteyle uyumlu olmadığından mevcut tez çalışmasında kullanılamamıştır. 

 Kurulan testlerin hassasiyetleri ve çalışma aralıkları uygun bulunmuş; nişasta-

iyodin testinde 4000 kat, CNPG3 testinde ise 5 kat sulandırma gerekmiştir. 

 Kurulan iki test arasında zayıf fakat istatistiksel olarak belirgin pozitif bir ilişki 

gözlenmiştir. 

 Stres fizyolojisinde her iki testin de kullanılabileceği; bireyler ve uygulamalar 

arasında α-amilaz yanıtı bakımından farklılık bulunduğu belirlenmiştir. 

 Her iki test de ucuz ve kolay uygulanabilir ve kısa süren testler olarak 

gözükmektedir. Nişasta-iyodin testi CNPG3 testine göre 4-5 kat daha ucuz 

olmakla birlikte, CNPG3 testi daha az aşamadan oluşan daha pratik bir testtir. 
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