9. Hafta: Enzimler ve Enzim Kinetigi
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Enzimler, proteinlerin en biiylik ve en ¢ok 6zellesmis grubunu olustururlar. Enzimler,
canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve higbir yan {iriin olugturmadan %
100'liik bir iirlin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiillerinin kiigiik
bir grubu hari¢ olmak iizere, biitiin enzimler protein yapisindandir.

Biyokimya tarihindeki arastirmalarin biiyiik ¢cogunlugunu enzimler {lizerindeki ¢aligsmalar
olusturmustur. Kataliz olayi ile ilgili ilk 6nemli denemeler 1760-1825 yillar1 arasinda midede
bulunansindirim enzimleri lizerinde yapilmistir. Belirli bir enzim iizerindeki ilk ¢aligmay1 ise
1935 yilinda bir Isvecli kimyager olan S.S.Berzelius gerceklestirmis ve diastaz enziminin
nigastay1 "'in vivo'' olarak siilfirik asitten daha yiiksek verimde hidrolizledigini gostermistir.

ENZIMLERIN SINIFLANDIRILMASI

Enzimler, once katalitik etkilerini {izerlerinde gosterdikleri ve "‘substrat’ adi verilen
bilegiklerin isimlerinin sonuna, "az" eki getirilerek belirlenebiliyordu. Ornegin treyi CO, ve

NHg'e parcalayan enzime ireaz, argininiornitin ve ireye pargalayan enzime arginaz, fosfat

esterlerinin hidrolizlenmesinikatalizleyen enzimlerin tiimiine de fosfataz deniliyordu

Sistematik isimlendirmeye gore reaksiyonlar ve onlar1 katalizleyen enzimler 6 grupta
toplanmistir. Herbir grup da kendi iginde 4 ile 13 arasinda alt gruba ayrilmistir.

Enzimlerin adlandirilmasinda ismin ilk boliimii substrat veya substratlarindir. ikinci béliim ise
katalizlenen reaksiyonun tipinin sonuna "az" eki getirilmis hali, yani grup veya alt grup adidir.
Substratlar aralarina iki nokta konularak yazilirlar.

Reaksiyonun 6zelligini aciklayacak ifadeler gerekiyorsa, parantez i¢inde ismin sonuna yazilabilir.
Ornegin,

L-Malat + NADP" == Piruvat + CO, + NADPH + H*
reaksiyonunun bir yiikseltgenme-indirgenme reaksiyonu oldugunu belirtmek i¢in enzim adi;

L-malat: NADP " oksidorediiktaz seklinde yazilir.

Her enzime bir sistematik kod numarasi verilmistir. Bu numara E.C. harflerinden sonra ardarda
gelen dort rakamdan ibarettir.

Birinci rakam enzimin bagli oldugu grubu gdsterirken, ikincisi alt grubu, li¢linciisii alt alt grubu
belirtir. Dordiincii rakam ise, enzimin ayni ili¢ rakama sahip enzimler arasindaki sirasini verir.
Ornegin E.C. 2.7.1.1. kod numarasinda 2, bu enzimin bir transferaz enzimi oldugunu; 7, bir fosfat
grubu transfer edildigini; 1, fosfat transferinin alkol grubuna yapildigin1 ve son rakam da bu
enzimin alkol grubuna fosfat transferi saglayan enzimler arasinda ilk sirayr aldigim



gostermektedir. Sozii edilen enzim hekzokinaz geleneksel adiyla bilinen, ATP: D-heksoz-6-
fosfotransferaz enzimidir.
Enzimler 6 sinif altinda incelenmektedir:

1. Oksidorediiktazlar: Iki substratarasindaki  redoks reaksiyonlarmi katalizleyen
enzimlerdir. Substratlara S ve S’ dersek,

Sina T S'yiik Syik *+ Slind

Bu biiyiik ve 6nemli olan grup dehidrogenazlar veya oksidazlar olarak bilinmektedir.
Eski adi: Alkol dehidrogenaz

Sistematik adi: Alkol: NAD+0ksidoredﬁktaz
EC.1111

2. Transferazlar: iki substrat arasmda H' disindaki gruplarin transferini katalizleyen
enzimlerdir. Taginan gruba G denilirse,

S-G+ 8§

Genel reaksiyonu yazilabilir.

S+S-G

3.Hidrolazlar: Ester, eter, peptit, glikozid, asit anhidrit, C-C, C-halojeniir veya P-N
baglariin bir su molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini katalizleyen enzimlerdir.
Ornek:

Asetil-kolin + H,O ——=Asetik asit + kolin

4.Liyazlar : Hidrolizden farkli bir mekanizma ile gruplarin substratlardan uzaklastirilip,
cift baglarin olusturuldugu reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir.

Ornek:

HCO;+ H* H,O + CO,

Eski adi ; Karbonikanhidraz
Sistematik ad1 : Karbonat: hidroliyaz
E.C.421.1.

5.0zomerazlar : Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirlerine déniisiimiinii
katalizleyen enzimlerdir.
Ornek:



D-gliseraldehit-3-fosfat ——  Dihidroksi aseton fosfat

p—

Eski adi ; Trioz fosfat izomeraz
Sist. ad1 : D-Gliseraldehit-3-fosfat ketolizomeraz
E.C.5.3.1.1.

6.Ligazlar : ATP veya GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
parcalanmasi sonucu acgiga c¢ikan enerji yardimiyla iki bilesigin baglanma reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir.
Ornek:

ATP + L-glutamat + NH,4

ADP + PO, 3 + L-glutamin

Eski adi : Glutaminsentetaz
Sistematik adi : L- glutamat : NH 4+Iigaz (ADP)
E.C.6.3.1.2.

Enzimler uzun yillardir ekmek, bira, peynir iiretimi, sarap liretimi ve benzeri konularda
gida sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica enzimler tip, ziraat, eczacilik gibi
konularda da ¢ok genis kullanim alan1 bulmaktadir.

Enzimler, canli hiicreler tarafindan biyolojik ortamda sentezlenmektedir ve buortamdan
izole edildikten sonra bile aktivite gosterebilmektedirler. Enzimlerin katalizleme giicleri,

kimyasal katalizorlere gore 106 - 1016 kez daha fazladir. Enzimlerin mol kiitlesi 104- 106 dalton
arasinda degismektedir.
Bir ¢ozeltideki enzim aktivitesi “enzim iinitesi” olarak verilir. Her enzimi igine alabilecek bir

linite tanim1 olmamasina ragmen, 259Cde optimum kosullarda 1mikromol (10'6 mol) substrati
bir dakikada iirline doniistiiren enzim miktarina “1 enzim {initesi” denilmektedir. Ancak
uluslararasi 6l¢ii sistemine gore enzim aktivite birimi katal’dir. 1 katal enzim ise bir saniyede bir
mol madde doniisiimiine yol agan enzim miktaridir.

Enzimler aktivitelerini aktif merkez adi verilen kii¢iik bir bolgeleriyle yaparlar, bununla
birlikte bir biitiin olarak proteinin ii¢ boyutlu dogal yapisi da 6nemli bir rol oynamaktadir.
Enzimlerin katalizor olarak etki ettikleri maddelere substrat ad1 verilmektedir.

Enzimlerin aktivite gosterebilmeleri igin gerekliolan ve protein yapisinda olmayan
gruplara da kofaktor denilmektedir. Kofaktorler bir metal iyonu olabilecekleri gibi koenzim adi
verilen kompleks organik bir bilesik de olabilirler. Bazi durumlarda aktivite igin ikisi de
gerekebilir. Enzimler sicaklikla denatiire olurken kofaktorler 1siya dayaniklidir. Katalitik olarak
aktif olan enzim kofaktdrkompleksinehaloenzim adi verilir. Kofaktorsiiz proteine ise apoenzim
ad1 verilmektedir

Kofaktorlii enzimlerin, bu bilesik veya metal iyonlarina kars1 farkli derecelerde afiniteleri vardir.
Genellikle bu kofaktorler diyalizle uzaklastirilabilir. Fakat bazi enzim- kofaktdr baglanmalar
kovalent yapidadir veya diyalizle uzaklastirilamiyacak kadar saglamdir. Boyle kofaktorlere
"prostetik grup" adi verilir.



Ornegin "sitokrom C" deki "hem" grubu, enzime kovalent bir bagla baghdir. Birim zamanda
bir mol enzim tarafindan iirine dontistiiriilen substrat sayisina turnover sayisi ad1 verilir.

Kofaktor olarak metal iyonu iceren bazi enzimler
Alkol dehidrogenazZn+2

Karbonik anhidrazzn™2

KarboksipeptidazZn+2
Fosfohidrolazlar Mg+2
Fosfotransferazlar Mg+2
Arginaz Mn*2

Sitokromlar Fet2 veya Fe
+3

+3

Katalaz Fe ™2 veya Fe

Tirozinaz Cu+2

Sitokromoksidaz Cu+2

Grup transferini saglayan koenzimler
KoenzimTasmmangrup

Nikotinamidadenindiniikleotid (NAD™) 1H atomu ve 2 elektron
Nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADPY) 1 H atomu ve 2e”

Flavinmononiikleotid (FMN) 2 H atomu ve 2 elektron
Flavinadenindiniikleotid (FAD) 2 H atomu ve 2 elektron
Koenzim Q (CoQ) 2 H atomu ve 2 elektron
Tiaminpirofosfat (TPP) Aldehitler

Koenzim A (CoA) Acil gruplart
LipoaminAgil gruplar

Piridoksal fosfat Amino gruplari

Koenzimler genellikle belirli atom veya fonksiyonel gruplarin transferini yaparlar. Koenzimlerin
cogu tiamin, lipoik asit, riboflavin, pantotenik asit, nikotin amid gibi vitaminleri yapilarinda
bulundururlar.

Enzimlerin bir dakikada etkiledikleri substrat sayisina tunover sayisi adi verilmektedir.

EnzimTurnover sayisi

Katalaz 40 000 000
Karbonik anhidraz 1 000 000
Asetilkolinesteraz 14 000
Penisillinaz 2 000
Laktatdehidrogenaz 1000
Kimotripsin 100

Enzimlerle ¢alisan kofaktorlerin (metal iyonlarinin) iki ¢esit fonksiyonu vardir.
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KATALIZ

Glikozdan glikoz-6-fosfat eclde edilmesi reaksiyonunu ele alalim. Burada
aktiflesmis durumdaki glikoz molekiilleri gerekli bag olusumu ve parcalanmasi reaksiyonlarini
hemen tamamlayarak iirline doniisiir. Bu sekilde {iriiniin meydana gelebilmesi i¢in, reaksiyona
giren maddelerin belirli bir enerji bariyerini agsmalar1 gerekir. Asilmas1 gerekli olan bu enerji
engeline aktiflesme enerjisi adi1 verilmektedir ve belirli sicaklikta bir molsubstratin
aktiflesebilmesi icin gerekli enerji miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

Her kimyasal reaksiyonda aktiflesme engelinin iist noktasina karsilik gelen bir gecis hali
veya gecis kompleksi adi verilen ve etkilesen molekiillerin enerjice zengin hallerini gosteren bir
durum vardr.

Reaksiyonun hizi ge¢is kompleksi konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Sicakligin
arttirtlmasi, termik hareketi ve kinetik enerjiyi arttiracagindan gecgis kompleksinin
konsantrasyonu artacak ve reaksiyon hizlanacaktir.

Katalizorlerin reaksiyon hizlari iizerine etkileri aktivasyon enerjisini azaltmak seklindedir.
Boylece reaksiyona giren maddelerle diisiik enerjili bir ge¢is kompleksi olusturulur ve daha fazla
sayida {liriin meydana gelmesi saglanir. Reaksiyon bitiminde katalizérde herhangi bir degisiklik
meydana gelmez.

ENZIiM KATALIZLi REAKSiYONLARIN KiNETIGi

Kimyasal reaksiyon kinetiginin genel prensipleri enzim reaksiyonlarinda da aynen
uygulanmaktadir. Ancak enzim tepkimelerinde bazi farkliliklar bulunmaktadir. Bu da enzimlerin
substratla doygunluga gelmeleridir.
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Bir enzim reaksiyon hizinin substratkonsantrasyonuyla degisimine baktigimizda,

diisiik substrat konsantrasyonlarinda, reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuyla dogru orantili
olarak artar. Reaksiyon hizi substrata gore birinci derecedendir.
Substratkonsantrasyonu arttirildigi zaman, reaksiyon hizinin artmasinda bir miktar azalma
gozlenir. Burada reaksiyon hizi sifirinci ve birinci dereceler arasinda karisik bir dereceye sahiptir.
Substrat daha fazla arttirildiginda ise hiz, sabit hale gelir ve artik substratkonsantrasyonuyla
degismez, substrat ne kadar ¢ok arttirilsa da hizda herhangi bir degisiklik gozlenmez.

Bu bolgede reaksiyon sifirinci derecedendir ve tiim enzim molekiilleri substratla birlesmis yani
doymus  haldedir. Her enzim i¢in  doygunluk noktasina  erisebilme, farkh
substratkonsantrasyonlarinda gergeklesir.

Vix V. [5]

2 [s]+K,,

[S]=Km sonucunu elde ederiz. Buradan Km sabitinin tanimini, ‘maksimum hizin yarisina
erisildigi substratkonsantrasyonu’ olarak ¢ikarabiliriz. Birimi de mol/I’dir.

Michaelis-Menten denklemi enzimatik etkinin kantitatif incelenmesinde tiim enzimler i¢in
temel bir ifadedir. Ancak enzimlerin ¢ogu, bu esitligi c¢ikartirken kabul ettigimiz bazi ideal
sartlara uymayabilirler. Ornegin birden fazla enzim-substratkompleksinden sonra {iriin olusabilir.

Bundan bagka bazireaksiyonlarda iki ya da daha cok sayida substrat olabilir. Boyle bir
durumda ESq, ES, ve ES{S, gibi li¢ ayr1 enzim-substratkompleksi olusabilir. Bu tip enzim

reaksiyonlarinin kinetik analizi ¢ok karmagiktir ve ¢dziimlerinde bilgisayarlardan yararlanilir.
Bununla birlikte biitlin enzimlerin kinetiginin analizinde baslangicta Michaelis-Menten
esitliginden yararlanilir.

Km ve Vmax Degerlerinin Onemi

Enzimlerim Km degerleri 1071 ile 107® M arasinda degismektedir. Km degeri, substratin
yapist, pH, sicaklik ve iyonik siddetle degisebilir. Birden fazla substrata sahip enzimlerde, her
substrat i¢in ayr1 bir Km degeri vardir.

Enzim maksimum hizla ¢alisirken, enzim molekiillerinin yarisina bagli substrat
konsantrasyonuna Km sabiti adi verilir.

Km degeri enzimin substrata olan ilgisini gosterir, enzimin substrata ilgisi biiyiikse Km degeri
kiigiiktiir, bu da kii¢iik substrat konsantrasyonlarinda bile enzim ve substratin ES kompleksini
yapabildigini gosterir. Enzimin substrata olan ilgisi zayifsa Km daha biiyiiktiir.

V max ve Km Degerlerinin Grafikle Tayini

Bir enzimin kinetik 6zellikleri hakkinda en faydali bilgiler, Michaelis-Menten esitliginde
yer alan enzimin substrata ilgisini ifade eden Km sabiti ve enzimin Katalitik aktivitesini gosteren
Vmax degerlerinden elde edilir. Bu iki degerin deneysel olarak bulunabilmesi icin degisik
substrat konsantrasyonlarinda ilk hizlar tayin edilir. Bulunan degerlerle Michaelis-Mentenegrisi
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cizilerek Km ve Vmax degerleri belirlenir. Fakat bu egri bir hiperbol oldugu icin ve her nokta
deneysel olarak bulunamayacagi i¢in elde edilen hiz hatali olabilir. Bu nedenlerden dolay1
Michaelis-Mentendenkligini dogru denklemi haline getirmek gerekmektedir. Esitligin her iki
tarafini ters ¢evirerek bunu yapabiliriz.
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