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Amag: Tukirik alfa (o) amilaz enzimi sempatik sinir sistemi aktivitesini 6lcmek icin kullanilan bir biyo-belirtecdir. Bu calismanin amaci tiikiriik

a-amilaz enzimi aktivitesini 6l¢ebilmek icin mevcut olan li¢ ydontemi laboratuvarda kurmak ve bu yontemleri kullanilabilirligi acisindan birbirleriyle
karsilastirmaktir.

Gerec ve Yontem: a-amilaz enzim aktivitesi; nisasta-iyodin, 2-chloro-4-nitrophenyl maltotrioside (CNPG3) ve dinitrosalisilik asit (DNS) yontemleri
olmak lizere lic yontem ile hazir kitlerde dlclilebilmektedir. Bu baglamda bu yontemlerin manuel olarak calisilabilmesi icin laboratuvarda standart
egrileri olusturuldu ve avantaj ve dezavantajlari ortaya konuldu. Bu yontemlerin kullanilabilirligi test edildi.

Bulgular: Nisasta-iyodin ve CNPG3 metodlari basarili bir sekilde kuruldu, fakat DNS metodu icin basaril bir standart egri olusturulmasina ragmen
numuneler okunamadigindan ve bircok yénden dezavantajlari olmasi sebebi ile bu test calismalar icin uygun bulunmadi. Nisasta iyodin ve CNPG3
testleri icin test hassasiyetleri ve bunlarin calisma araliklari uygun bulunmus olup, nisasta-iyodin testinde 4.000 kat, CNPG3 testinde ise 5 kat
seyreltme gerekmistir. Kurulan iki test arasinda zayif fakat istatistiksel olarak anlamli pozitif bir iliski gozlenmistir (Lineer regresyon icin R2=0,048;
p<0,05, kuadratik regresyon icin R2=0,106; p<0,01).

Sonug: CNPG3 ve nisasta-iyodin metodlarinin uygulanabilir, uygun maliyetli, kolay ve zaman acisindan kisa stirmesi nedeniyle calismalarda
kullanilabilir olduklari belirlenmistir. Nisasta-iyodin metodu daha ucuz bir yéntemdir fakat CNPG3 metodu da daha az asamadan olusan pratik bir
testtir. Bu agidan tiikiiriik a-amilaz enzimi yontemi tizerine kurulu calismalardaki en etken yontemin CNPG3 yontemi olduguna karar verilmistir.

Anahtar Kelimeler: a-Amilaz enzimi, CNPG3, DNS, nisasta-iyodin, tiikiiriik
ABSTRACT

Aim: Salivary alpha (a)-amylase enzyme is a biomarker used to measure sympathetic nervous system activity. This study aimed to establish three
existing methods for measuring salivary a-amylase enzyme activity in the laboratory and to compare these methods in terms of their usability.

Materials and Methods: ci-amylase enzyme activity can be measured in ready-made kits by three methods: Starch-lodine, 2-chloro-4-nitrophenyl
maltotrioside (CNPG3) and dinitrosalicylic acid (DNS) methods. In this context, standard curves were created in the laboratory for manual study of
these methods and their advantages and disadvantages were presented. The usability of these methods was tested.

Results: The starch-iodine and CNPG3 methods were successfully established. However, although a standard curve was successfully established for
the DNS method, this assay was not suitable for the studies as the samples were not readable and had many disadvantages. The test sensitivities and
working ranges were appropriate for the starch-iodine and CNPG3 tests, requiring 4,000-fold dilution for the starch-iodine test and 5-fold dilution
for the CNPG3 test. A weak but statistically significant positive correlation was observed between the two tests (R2=0.048 for linear regression;
p<0.05, R2=0.106 for quadratic regression; p<0.01).

Conclusion: The CNPG3 and starch-iodine methods were feasible, cost-effective, accessible, and time-efficient. The starch-iodine method is a
cheaper but the CNPG3 method is also a practical test with fewer steps. In this respect, it has been decided that the CNPG3 method is the most
effective method in studies based on salivary a.-amylase enzyme method.
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GiRiS
Takirtk vicudumuzda kolaylkla elde edilebilen bir sividir
ve Onemi giderek artmaktadir'2. Tikirik alfa (o)-amilaz
enzimi, tikirik bezleri tarafindan uretilen, otonom sinir
sisteminin aktivasyonuna bagh olarak salinan ve nisastayi
parcalayan bir enzimdir®. Ayni zamanda stres fizyolojisinin
arastirilmasinda da ©&nemli bir parametredir®s. Tikiriik
a-amilaz enzim aktivitesini teorik olarak tic yontemle 6lcmek
mumkiindir. Nisasta-iyot yontemi, nisastanin a-amilaz
enzimi tarafindan parcalanmasina dayanir.
enziminin parcalayamadigi nisasta iyot ile boyanir ve
spektrofotometrede okunarak belirlenir’. Dinitrosalisilik asit
(DNS) yontemi ise indirgenen seker miktarinin belirlenmesi
esasina dayanir®. Substrat yonteminde 2-kloro-4-nitrofenil
maltotriosid (CNPG3) substrat gorevi goriir ve enzime
baglandiginda sar bir renk olusturarak enzimin aktivitesini
gosterir®".

a-amilaz

Farkli yontemlerle o-amilaz 6lclimi  yapilabilirken, bu
yontemler cogunlukla hazir kitlerle calisiimaktadir ve bunlari
birbirleriyle karsilastiran  bir calismaya rastlanmamistir.
Bu nedenle bu calismada laboratuvarda o-amilaz enzim
aktivitesini dlgen lic yontem olusturulmus ve maliyet, zaman
ve uygulanabilirlik agisindan karsilastiriimistir.

Bu calisma, bu testleri laboratuvarda kurmayi, en uygun
testi belirlemeyi ve daha sonra stres fizyolojisini arastirmak
icin kullanmayr amaclamistir. Ayrica bu konuda bilgi birikimi
kazanilacaktir.

GEREG VE YONTEM
Deneysel Galismalar

Nisasta-lyot Yonteminin Olusturulmasi

Nisasta-iyot yontemi, a.-amilaz enziminin glukozlar arasindaki
baglantisini tespit etmeyi amaclar. Nisasta ve iyot parcalanir ve
etkilesime girerek mavi-mor bir renk olusturur. Bu, a-amilaz
aktivitesinin dlctlmesini saglar.

Nisasta, amiloz ve amilopektin adi verilen iki gruptan olusur.
Amiloz dogrusal bir molekdldiir. Glikoz molekiilleri birbiri ardina
siralanarak bir sarmal olusturur ve ¢ift sarmal meydana getirir.
iki amiloz molekiilii bir ¢ift sarmal icinde birbirine sarilir ve
mavi-mor bir renk olusturabilir. lyot molekiilleri bu sarmallara
girebilir ve mavi-mor bir renk olusturabilir. Amilopektin bir
cal gibi merkezden dallanan bir sekle sahiptir’. Calisma icin en
uygun olan standart nisasta-iyot c¢ozeltisinin hazir sivi %1'lik
cozelti olduguna karar verilmis ve calismalarda hazir ¢ozelti
kullaniimistir.

Nisasta-lyot Yonteminde Standart Egri Olusturma Protokolii

Standart egrinin olusturulmasinda a-amilaz birka¢ kez

seyreltilmistir. En uygun konsantrasyonun 1. Standart: 30 U/mL,
2. Standart: 3 U/mL, 3. Standart: 1,5 U/mL, 4. Standart: 0,6 U/mL,
5. Standart: 0,3 U/mL, 6. Standart: 0,15 U/mL ve 7. Standart:
0,06 U/mL olduguna karar verilmistir. Numuneleri okumak icin
numuneler belirli bir araliga kadar seyreltilmistir. Bu deneme-
yanilma prosediirlerinin sonunda numuneler okunmadiginda,
yeniden seyreltilerek testte yeniden calistinlmistir. Bu amacla
seyreltme icin tampon ¢6zelti (PBS) kullaniimistir.

Nisasta-lyot Testi Protokolii

Tiklrtk orneklerinde o-amilaz aktivasyonunu belirlemek
icin nisasta-iyot yontemi kullanilmistir. Bu yontemin c¢alisma
protokolii asagida dzetlenmistir;

- Her bir kuyucuga 40 pL nisasta ¢ozeltisi pipetlenmistir.

- Tim kuyucuklara 40 pL tiikiiriik (a-amilaz) eklendi (5-10
saniye boyunca hafifce calkaland).

- Firinda (50 santigrat derece) 30 dakika inkiibe edildi.
- Tim kuyucuklara -20 pL HCI ¢ozeltisi eklendi.
- Tim kuyucuklara 100 pL iyot ¢ozeltisi eklendi.

- Plaka okuyuculu bir spektrofotometrede 580 nm'de okundu
(Sekil 1)%2.

CNPG3 Yonteminin Kurulumu

CNPG3 ydnteminin birincil amaci, enzime bir substrat olarak
baglanarak islev gérmesidir. Enzim substratina baglanir ve sari
bir renk olusturur. Bdylece ai-amilaz aktivitesi 6l¢iilebilir™ .

CNPG3 kromojeni ticari olarak temin edilebilen bir substrattir'.
PBS icinde dogrudan ¢o6ziinlir ve acik sari bir renk olusturur.
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Sekil 1. Nisasta-iyot yontemi, farkh  a-amilaz
konsantrasyonlarinin neden oldugu renk degisikliklerini
gostermektedir. Nisasta-iyot testinde renk saridan koyu
kahverengiye degisir. Enzimin aktivitesi bu rengin bir
spektrofotometrede (580 nm) okunmasiyla 6lctiliir

123



BARUTGU ve YILDIZ. Amilaz Enzimi Ol¢iim Yéntemlerinin Laboratuvarda Kurulumu

Nam Kem Med J 2024;12(2):122-127

Testin uygulanmasi icin standart bir egri olusturulmustur.
Bu standart egriyi olusturmak icin a-amilaz enzimi farkl
oranlarda seyreltilmistir.

CNPG3 Ydnteminde Standart Egri Olusturma Protokolii

Standart egrinin olusturulmasinda birkac¢ seyreltme yapilmis
ve en uygun seyreltmelerin 1. Standart: 30 U/mL, 2. Standart:
15 U/mL, 3. Standart: 7,5 U/mL, 4. Standart: 6 U/mL, 5.
Standart: 3,75 U/mL ve 6. Standart: 3 U/mL olduguna karar
verilmistir. Numunelerin okunabilmesi icin numuneler belirli
bir aralikta seyreltilmistir. Tim numuneler okunamadiginda,
numuneler farkli oranlarda yeniden seyreltilmis ve okunmustur.
Seyreltmeler PBS ile yapiimistir.

CNPG3 Testinin Protokolii

Tukirik orneklerinde a-amilaz aktivasyonunu belirlemek icin
CNPG3 yontemi kullaniimistir. Bu yontemin ¢alisma protokoli
asagida ozetlenmistir;

- Her bir kuyucuga 175 pL PBS cozeltisi pipetlenmistir.

- Tim kuyucuklara 5 pL tikirik (o-amilaz) eklendi (5-10
saniye boyunca hafifce calkalandi).

- 1 saat boyunca inkibe edildi (37 santigrat derecede).
- Tiim kuyucuklara 20 pL CNPG3 ¢ozeltisi eklendi.

- Plaka okuyuculu bir spektrofotometrede 405 nm'de okundu
(Sekil 2)#-1e,
DNS Ydntemini Ayarlama

DNS ydntemi a-amilaz aktivitesini dlcmek icin kullanilir'? ve
indirgen seker miktarinin 6l¢tilmesine dayanir. DNS yontemi,

bir numunedeki indirgen sekerlerin konsantrasyonunu
tahmin etmek icin kullanilir. indirgeyici sekerler, cogu
reaktifi indirgeyebilen serbest karbonil grubu icerir. Tim
monosakkaritler ve bazi disakkaritler indirgeyici sekerlerdir®.
3,5-DNS indirgen sekerlerle reaksiyona girdiginde turuncu
renkli 3-amino-5 nitrosalisilik asit olusur.

DNS Yonteminde Standart Egri Olusturma Protokolii

Standart egri olusturulurken birkag seyreltme yapiimis ve en
uygun seyreltmelerin 1. Standart: 30 U/mL, 2. Standart: 3 U/mL,
3. Standart: 0,3 U/mL ve 4. Standart: 0,03 U/mL olduguna karar
verilmistir. Test icin uygun standart egri olusturulmus ancak
numuneler seyreltilmesine ragmen standart egri araliginda
renk yogunlugu elde edilememistir. DNS testinde bir de
kaynatma adimi vardir. Birkac numune icin kolay gibi goriinse
de cok sayida numunenin okunmasi gerektiginde pratik
degildir. Kaynama kapali tiiplerde gerceklesse de tiiplerin icine
su girebilir.

DNS Testi Protokolii

Tiikirik 6rneklerinde a-amilaz aktivasyonunu belirlemek icin
DNS yontemi kullaniimistir. Bu ydntemin calisma protokoli
asagida ozetlenmistir;

Her tlipe 0,9 mL substrat ve 0,1 mL enzim eklendi.

37 derecede 5 dakika inkiibe edildi.

1 mL DNS ilave edildi.

10 dakika kaynatildi ve sogumaya birakildi.

Plaka okuyuculu spektrofotometrede 540 nm'de okundu
(Sekil 3)1&°,

Sekil 2. Farkl konsantrasyonlarda a-amilaz kullaniminin
neden oldugu renk degisikliklerini gésteren CNPG3 yontemi.
CNPG3 testinde, CNPG3 ilavesiyle acik sari bir renk olusur ve
a-amilaz aktivitesi spektrofotometrede (405 nm) okunarak
belirlenir
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Sekil 3. Farkli konsantrasyonlarda o-amilaz kullaniminin
neden oldugu renk degisimlerinin DNS yontemiyle
gosterilmesi. DNS deneyinde, DNS ilavesiyle sari renk
olusur ve spektrofotometrede (540 nm) okunarak o-amilaz
aktivitesi belirlenir
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istatistiksel Analiz

Veri analizi icin MINITAB (ABD) istatistik programi kullanilmistr.
Veriler ortalama+standart hata olarak sunulmustur. Standart
egrileri olusturmak icin 4 parametreli bir lojistik egri
kullanilmistir (Gen 5, BioTek Synergy, ABD). Nisasta-iyot
testi ile CNPG3 testi arasindaki iliski Pearson korelasyonu ile
gosterilmistir.

BULGULAR
Nisasta-lyot Standart Egrisi

Nisasta-iyot deneyi ile elde edilen a-amilaz standart egrileri
5 testte calistirlmis ve ortalama standart egri degerleri elde
edilmistir (Sekil 4).

Meydana gelen degisiklikleri gosteren standart egri. a-amilaz
konsantrasyonlarindaki (linite/mL) degisikliklerin neden oldugu
renk degisiklikleri 580 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak olciilmiis ve yukardaki standart edri grafigi elde
edilmistir. Degerler 5 testte elde edilen ortalama ve standart
hata degerleri olarak sunulmustur. Standart egri 0,06 U/mL ile
1,56 U/mL arasinda dogrusaldir.

CNPG3 Standart Egrisi

CNPG3 testi ile elde edilen a-amilaz standart egrileri 13 testte
calistinlmis ve ortalama standart egri degerleri elde edilmistir
(Sekil 5).

DNS Test Standart Egrisi

Yogunluktaki degisiklikleri gosteren standart egri. Standart
egri, 3-30 U/mL arasindaki konsantrasyon farkinin optik
yogunlukta yaklasik 0,300 birim. Degisim meydana gelmistir
(Sekil 6).
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Sekil 4. Nisasta-iyot ybdntemine gbre artan o-amilaz
konsantrasyonlarinda optik yogunluk

TARTISMA

Bu calismada, tikiriik a-amilaz aktivitesi olctim yontemleri
arastirilmis ve tikurik a-amilaz aktivitesi 6lctiim yontemleri ilk
kez karsilastirllmistir. a-amilaz enzim aktivitesini 6l¢gmek icin
kullanilan nisasta-iyot karsilastirmali tikiirik yontemi, CNPG3
yontemi ve DNS yontemi tartisiimistir.

Nisasta-lyot Yontemi ile o-amilaz Tayini

Nisasta-iyot testi basariyla olusturulmus ve standart
egrinin dinamik arahgi 0,05-3 U/mL arasinda ve hassasiyeti
0,05 U/mL olarak bulunmustur. Ek olarak, testin optik yogunluk

Optik yogunluk (@405 mm)

0 10 20 30 40
Alfa-amilaz (U/ml)

Sekil 5. Kromojen substrat yontemine gore artan a-amilaz
konsantrasyonlarinda CNPG3 optik yaniti. Yogunluktaki
degisiklikleri gosteren standart bir egri. 405 nm'de yapilan
olclimler 13 standart egrinin ortalamasi olarak sunulmustur
(+SEM). Egri 0-7,5 U/mL araliginda dogrusaldir
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Sekil 6. DNS testindeki standart egri, artan o-amilaz
konsantrasyonlari ile optik yogunluktaki degisiklikleri
gostermektedir. Standart egride, 3-30 U/mL arasindaki
konsantrasyon farkina yanit olarak optik yogunlukta yaklasik
0,300 birimlik bir degisiklik olmustur
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araligi yaklasik O ila 4.000 arasindadir ve bu da dinamik bir
degisim gosterir. Bagka bir deyisle, a-amilaz aktivitesine duyarli
bir testtir. Bu haliyle test, tukiirtik 6rneklerinde yaklasik 4.000x
seyreltildiginde a-amilazi tespit edebilir. Ancak bu seyreltme
seviyesi is ylikiinl nispeten artirmakta ve zaman kaybina neden
olmaktadir. Ote yandan, inkiibasyon siiresinin ¢ok kisa olmasi
ve materyallerin kolay ve ucuz temin edilebilmesi nedeniyle
tercih edilebilir bir ydontem gibi goriinmektedir.

Ancak her tiliklriik ©rnegi icin ayri seyreltme yapilmasi
gerekliligi testin pratikte uygulanabilirligini bir miktar olumsuz
etkilemektedir. Nisasta-iyot testi ucuz, kurulumu ve uygulamasi
kolay ve malzemeleri kolayca temin edilebilen bir testtir. Ancak,
cok sayida seyreltme gerektirir ve is yiikiinii nispeten artirir. Ote
yandan, testin en 6nemli 6zelligi optik yogunluk degerlerinin O
ile 4.000 arasinda degismesidir. Dolayisiyla dinamik bir testtir
ve bu da 6nemli bir tercih sebebidir.

CNPG3 Ydntemi ile o-amilaz Tayini

CNPG3 tahlili basarili bir sekilde olusturulmus ve standart
egrinin dinamik araligi 0,100 U/mL hassasiyetle 3-15,75 U/mL
arasinda bulunmustur. Ayrica, tahlilin optik yogunluk araligi
da yaklasik 0,1 ila 0,8'lik bir dinamik aralik gdstermektedir.
Bu nedenle tahlil, tikurik o6rneklerindeki a-amilazi yaklasik
5x seyreltmede tespit edebilir. Tek bir sulandirma islemi is
yukinii ve zaman kaybini en aza indirir, ancak kullanilan
buylik miktarda tikiirik ve inklibasyon siresinin uzunlugu
olumsuz bir etkiye sahiptir. CNPG3 tahlili, is yukini azaltan
ancak nispeten pahali olan, kurulumu ve uygulamasi kolay bir
yontemdir.

DNS Ydntemi ile o-amilaz Tayini

DNS yontemi biyokimyasal alanda lire ve seker tayini icin
kullanilan bir yontem olarak bilinmektedir. DNS materyali
laboratuvar kosullarinda hazirlandi  ve standart egri
olusturuldu. DNS standart egrisinin dinamik araliginin 0,3-
0,03 U/mL arasinda oldugu ve hassasiyetinin 0,4 U/mL oldugu
tespit edilmistir. Ek olarak, testin optik yogunluk araligi
yaklasik 0,1 ile 0,4 arasinda hafifce degismektedir. Bu nedenle
tercih edilme olasiligi ¢cok dustik olup, testin bircok asamadan
olusmasi olumsuz bir faktor olarak degerlendirilmektedir.
Kaynatma gibi sorunlu bir adimin varligi ve numunelerin
standart egrinin optik araliginda olmamasi da temel eksiklikler
olarak belirtilmektedir. Ayrica, test amaclandigi gibi ¢calissa da,
¢cok sayida numunenin pratik olarak incelenmesi icin uygun
degildir.

Cahismanin Kisithliklar

Calismamizda, laboratuvarda olusturulan yéntemlerin avantaj
ve dezavantajlarini ortaya koymada bazi kisitlamalar olabilir.
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SONUG
Nisasta-iyot ve CNPG3 kromojen testleri basariyla
gelistirilmistir. DNS  testinin standart egrisi basariyla

olusturuldu, ancak 6rnekler optik yogunluk ile uyumlu degildi.
Olusturulan testlerin hassasiyetleri ve calisma aralklari
uygundur; nisasta-iyot testi icin 4.000 kat seyreltme ve CNPG3
testi icin 5 kat seyreltme gerekmistir. Her iki testin de ucuz,
kolay uygulanabilir ve kisa siireli oldugu goriilmistiir. Nisasta-
iyot testi CNPG3 testinden 4-5 kat daha ucuz olmasina ragmen,
CNPG3 testi daha az adimla daha pratik bir testtir.

Etik

Etik Kurul Onayi ve Hasta Onayi: Bu calisma bir laboratuvar
calismasi oldugu icin etik kurul onayr ve hasta onayi
gerekmemistir.
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