ENZIM AKTIVITESININ BELIRLENMESi

Canli hiicreler tarafindan biyolojik kosullarda sentezlenen, biyokimyasal tepkimeleri
katalizleyen protein yapisindaki maddelere ‘enzim’ denir. Kiiciik bir grup katalitik RNA
molekiillerinin (ribozim) haricinde tiim enzimler protein yapisindadirlar. Protein yapisinda
olduklarindan proteinlerdeki amino asitlerin dizilisi, enzimlerin belirli bir konformasyonu almasinda
ve {li¢ boyutlu yap:1 kazanmasinda biiyiik 6neme sahiptir. Enzimlerin bu {i¢ boyutlu yapisi, katalitik

aktivitesinde ve 6zgiil olmasinda etkilidir.

Enzimlerin katalizleme giicii diger kimyasal katalizorlere gore oldukga fazladir. Tepkime
hizin1 10%-10% defa arttirabilirler. Enzimler tarafindan katalizlenen tepkimelerde yan iiriin meydana

gelmez ve tepkime verimi %100"diir.

1.1. Enzim Katalizi

Enzimle katalizlenen bir tepkimenin ayirt edici 6zelligi, enzim tizerinde ‘aktif merkez’ denen
bir cep smirlar1 icinde meydana gelmesidir. Aktif merkez, enzim molekiilii tizerinde, substrat baglama
ozelligine sahip 6zel bolgedir; substrati tutar ve enzim-substrat kompleksi olusur. Substratin iiriine

dontismesiyle olusan enzim-iiriin kompleksinden enzimin ayrilmasiyla iiriin serbestlesir.

7.1. Enzim Aktivitesi

Bir enzimatik tepkimenin hizi, enzimin etkinligi veya enzimin aktivitesi ile iligkilidir. Bir
enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan katalizlenen enzimatik tepkimenin hizinin, enzim etkisiyle
optimum kosullarda belirli siirede {iriine doniistiiriilen substrat miktarina gore ifadesidir. Etkinligi
veya aktivitesi fazla olan bir enzim, belirli bir siirede daha fazla substrat molekiiliinii {irin haline

dontistiiriir.

Enzim aktivitesini gostermek i¢in kullanilan birimler sunlardir;

Enzim iinitesi (U) : 25°C’de, optimum sartlarda, 1 dakikada, 1 uM substrat1 iirtine doniistiiren enzim

miktaridir.



Spesifik aktivite: 1 mg protein basina enzim tinitesidir. U/mg protein seklinde hesaplanir. Enzimin

saflik derecesini gosterir.

Molar aktivite (turnover sayis1): Bir tek enzim molekiilii tarafindan birim zamanda {irtine gevrilen

substrat molekiilii sayisidir.

Katal: Optimum sartlarda 1 saniyede 1 mol substrati {iriine doniistiiren enzim miktaridur.

1.3. Enzim Kinetigi

Deneysel parametrelerdeki degismelerle enzimatik tepkimelerin hizlar1 arasindaki iligkileri
ifade eder. Bir enzimatik tepkimenin hizi, enzim etkisiyle birim zamanda (1 dakikada veya 1 saniyede)
olusan iiriiniin veya {iriine doniisen substratin miktarina gore ifade edilir. Optimum pH, 25°C sicaklik
ve doygun substrat konsantrasyonlarinda bir tek enzim molekiilii tarafindan birim zamanda tiriine
doniistiiriilen substrat molekiilii sayisina, enzime ait ‘ddniisiim (turnover) sayis1’ denir ve kisaca “keat’

sembolii ile gosterilir.

Enzim Substrat Kcat (s)
Katalaz H202 40,000,000
Karbonik anhidraz HCOs 1,000,000
Asetilkolinesteraz Asetilkolin 14,000
p-Laktamaz Benzilpenisilin 2,000
Fumaraz Fumarat 800
ATPaz ATP 0.4

1.4. Enzimlerin Siniflandirilmas:
Enzimler, etki ettikleri reaksiyon gesidine gore 6 gruba ayrilir.
1. Oksidorediiktazlar

Oksidasyon-rediiksiyon, yani yiikseltgenme indirgenme reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Bu
enzim grubuna Ornek olarak; laktat dehidrogenaz, katalaz, polifenol oksidaz enzimleri verilebilir.
Bu enzimler, oksijenle solunum yapan tiim canli hiicrelerde bulunur ve yiiksek bir aktiviteyle

calisir, ¢linkii oksijenli solunumda stirekli H202 meydana gelir, bu madde hiicre i¢in son derece toksik



olup ortamdan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Enzim, H20:i suya indirgemek igin baz1 maddeleri
elektron vericisi olarak kullanir. Insanda bu tepkime igin tercih edilen elektron vericisi, molekiil
agirligr 85,000-88,000 dalton araliginda olan glutatyondur (GSH). Katalaz, herbiri 57,500 daltonluk
dort adet, 6zdes alt birimden meydana gelmistir. Yapisinda hem grubu ve buna bagh ferrik demir
(Fe) bulunmaktadir. Bundan dolayi, sitokromlar gibi siyaniir tarafindan biiyiik oranda inhibe olur.

Katalaz bilinen en aktif enzimlerden biri olup, turnover sayis1 4x10”dir.

2. Transferazlar
Bir molekiilden digerine fonksiyonel bir grubu aktaran enzimlerdir. Ornek; glutamik piriivik

transaminaz, fosforilaz vb.

3. Hidrolazlar
Baglara su katilarak baglarin koparilmasini (hidroliz) katalizleyen enzim grubudur. Ornek; amilaz,

proteazlar, karbonhidrazlar, lipazlar vb.

4. Liyazlar
Baglar1 oksidasyon ya da hidrolizden bagka yollarla koparan veya olusturan enzimlerdir. Ornek;

pirtivat dekarboksilaz, sitrat sentaz, adenilat siklaz vb.

5. izomerazlar
Molekiil icinde degisiklik yapan enzimlerdir. Ornek; triozfosfat izomeraz, glukoz-6-fosfat izomeraz

vb.

6. Ligazlar (Sentetazlar)

Enerji kullanarak iki molekiiliin birbirine baglanmasim saglayan enzimlerdir. Ornek; DNA ligaz vb.

1.4.1. Amilaz

Nisastanin kismen hidrolizi, agizda ¢igneme sirasinda tiikiiriik amilazi (a-amilaz) ile etkilesmesiyle
baslar. Enzimin aktivitesi ortamin asidik veya bazikligine (pH) gore degisir. Tiikiiriikteki amilaz yalniz bazik

ortamda etkilidir. Mide 6z suyu ¢ok asitli oldugundan amilaz bu ortamda etkin degildir. Nisastanin sindirimi



ince barsakta tamamlanir. Kisaca karbohidratlar: parcalayan esas enzim amilazdir, o ve  olmak {izere ikiye

ayrilir.

1.5. Enzim Aktivitelerinin Tayininde Kullanilan Yontemler

(1) Spektrofotometrik yontem, pek cok enzim substrati, iiriinii veya koenzimi, goriiniir 1sikta veya
ultraviyole 1s1ikta absorbans vermektedir. Bu Ozellikten yararlanilarak substratin azalmasi veya tirtiniin
olusmas: gibi koenzimdeki degisiklikler tayin edilir. Spektrofotometrik yontem, diger yontemlere gore
kolayligi, basitligi ve hassas olusu nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu yontemde optik yogunluk

degisimi, belirli miktardaki enzim iinitesini verir. Bircok enzimin aktivite tayini bu yontem ile yapilmaktadir.

(2) Monometrik yontem, bir bileseni gaz olan enzimlerin aktivitesini 6l¢mek i¢in kullanilan yontemdir.

Ornegin; oksidazlarla oksijen alinimi ve dekarboksilazlarla karbon dioksit salinimi bu yéntemle &lgiiliir.

(3) Thunberg yontemi, ¢ok sayida dehidrogenaz enziminin aktivitesi bu yontem kullanilarak olgiiliir.
Metilen mavisi elektron alicisidir. Bu bilesigin yiikseltgenmis durumu renkli, indirgenmis durumu ise
renksizdir. Enzim aktivitesini belirlemek amaciyla reaksiyon ortamina belirli miktarda metilen mavisi ilave
edilir. Renk kayboluncaya kadar gegen zaman belirlenir. Deney havanin oksijeninden korunmak igin 6zel bir

tiipte (thunberg tiipii) yapilir.
(4) Elektrot yontemi, cam elektrotlarla olusan iirtinlerin 6l¢iilmesi esasina dayanir.

(5) Polimerik yontem, pek¢ok enzimin substrati optikge aktiftir. Eger {irtinde optik aktivite degismesi
goriilecek olursa bu yontem kullanilmaktadir. Eger substrat ve iiriiniin ikisi de optikge aktif degilse bu

yontemin kullanilmasi uygun degildir.

(6) Kromatografik yontem, enzim substrat karisimlarindan belli zaman araliklarinda ornekler alinir. Bu
yontemde, substrat ve iiriin kromatografi kagidinda veya ince tabaka kromatografisiyle birbirinden ayurt

edilir.

(7) Kimyasal tayin yontemi, reaksiyon basladiktan sonra belirli zaman araliklarinda karisimdan 6rnek

alimip, substrat ve iiriiniin kimyasal yontem ile miktar: tayin edilir.



1.6. Deneysel Calismalar
Deney 1.1. Katalazin Etkisi
Deneyin prensibi: H2O:" in katalaz ile par¢alanma hizinin incelenmesi.

Deneyin yapilist: Bir deney tiipiine 1 damla kan konur ve 5 mL su eklenir. Tiipteki karisima 1-2 damla

H202 damlatilir ve tiipte meydana gelen degisimler gozlenir.
Deney 1.2. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Deneyin prensibi: Enzimin aktivitesi, kimyasal analiz yontemi kullanilarak belirlenir. Bu yontemde,
tepkime sonunda enzim tarafindan {iiriine doniistiiriilmeyen H>O: miktari, titrasyon yolu ile
belirlenecektir. H202 yiiksek oranda oksitleyici bir ajan oldugundan, indirgen bir madde olan
permanganat (MnOs%) iyonu ile redoks tepkimesine girer ve sonugta H202 suya yiikseltgenirken,
permanganat iyonu da indirgenerek Mn?* olusur. Tepkimenin stokiyometrik dengesi, 5 mol H20>" ye

2 mol permanganat seklindedir.

2MnOs +5 H202+ 6 Hf = 5 02+ 2 Mn? + 8 H20

Deneyin yapilist: Yontemde permanganat iyonu kaynag: olarak 0.005 M (5 mM) KMnOs ¢bzeltisi
kullanilir. Bu madde koyu bordo haldedir. Permanganat, peroksit ile tepkimeye girip, Mn?

yiikseltgenince, renk kaybolur. Aktivitenin tayininde bu prensip temel olarak alinir.

L. Asama: Tiiplerin hazirlanmasi

Cozeltiler / mL Kor Tiip I Tiip II Tiip III
6 N H:S0x 2 - - -

10 10 10 10
0.02 M fosfat tamponu
0.05 M H:0: 2 2 2 2
Saf su 1 1 1 0.5
5x10° M KCN - - - 0.5
Enzim kaynag1 0.5 0.5 - 0.5
Kaynatilmis enzim kaynag: ; B 0.5 ;




Tiipler buz tizerinde 5 dk bekletilir.

6 N H2SO4 - 2 2 2

Tepkime bitiminde titrasyon islemine gecilir. Permanganat ¢ozeltisi damla damla tepkime
karisimina ilave edilir. Tepkime karisimi siirekli ¢alkalanarak, peroksit ile permanganatin hizla
tepkimeye girmesi saglanir. Ortamdaki peroksit miktar1 sabit oldugundan bir siire sonra permanganat
ile tepkimeye girecek peroksit kalmayacak ve permanganat, rengini tepkime karisgtmina vererek,
ortamin pembelesmesini saglar.

Ortamda sabit pembe renk olusunca titrasyon islemine son verilir ve harcanan permanganat
miktar1 belirlenerek asagida verilen tabloya kaydedilir. Ardindan ikinci tiipilin titrasyon islemine
gecilir. Ayni sekilde tiim tiiplerin titrasyon islemleri gergeklestirilerek, harcanan permanganat

miktarlar: tabloya kaydedilir.
II. Asama: Enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Katalaz aktivitesi; 1 mL tam kan igin 0°C'de ve bir dakikada enzim tarafindan kullanilan pmol
substrat (hidrojen peroksit) olarak ifade edilir.

Bu tanima gore enzim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in 6ncelikle her tiipte kullanilan substrat (H202)
miktarmi bulmak gerekir.

Tepkimenin baglatilmasi icin her tiipe 0.05 M H20: ¢ozeltisinden 2 mL eklenir. Hesaplamalar1
yapabilmek icin baslangictaki H202 konsantrasyonunun bulunmasi gerekir, bu deger 0'inc1 dakikada
inhibe edilen kor tiipiindeki degerdir. Eger enzim tepkimeye girmigse I, II. ve IIL tiiplerde
belirlenecek H20:2 konsantrasyonunun kor tiiptekine gore daha az bulunmasi gerekir.

Titrasyon isleminde permanganat ile tepkimeye giren peroksit, 5 dakikalik inkiibasyon
siiresince {riine doniismeden kalan peroksittir. Bu peroksitin miktarin1 bulmak icin o6ncelikle
titrasyonda kullanilan KMnOx4'in mol sayisin1 bulmak gerekir.

Deney sonucunda bir tiipte enzim tarafindan kullanilan substrat miktari, 1/1000 kez
seyreltilmis kan 6rneginin 0,5 mL’sinin, 0°C’deki enzim aktivitesine esittir. Tam kan icin belirtilen

aktiviteyi hesaplamak icin gerekli hesaplamalar yapilir.

Katalaz aktivitesi (u mol) _u mol H,0,x 2 x100/5



Kaynatmadan ve KCN'den kaynaklanan % inhibisyon degerleri, I nolu tiip i¢in hesaplanan

aktivite degerleri %100 kabul edilerek bulunur.

Kor Tiip I Tiip II Tiip 11

Kullanilan KMnOs (mL)

Titrasyonda kullanilan KMnOs (umol)

Titrasyonda kullanilan H20:2 (umol)

Enzimin kullandig1 H20: (umol)

Orijinal enzim aktivitesi (umol)

% inhibisyon degerleri - -

Cozeltiler:
Enzim kaynag: 1:100 oraninda seyreltilmis insan kanu.

Isitilmis enzim kaynagi: Kaynar su banyosunda 1sitilmis, 1:100 oraninda seyreltilmis kan.
Fosfat tamponu: 13.97 g KeHPO: ve 2.69 g KH2POu bir miktar saf suda ¢oziilerek litreye tamamlanir
(pH 7.4) ve +4° C’de saklanir.

0.05 M H20:2 (substrat): 0.43 mL H202 alinir ve tampon ¢ozelti ile 100 mL’ye tamamlanur.
0.005 M KMnOu: 0.080 g KMnOs 100 mL saf suda ¢oziiliir.

Deney 1.3. Serumda Amilaz Tayini

Deneyin prensibi: Nisastanin hidrolizinden yararlanarak, serum amilaz diizeyinin spektrofotometrik

Ol¢iim sonucu belirlenmesi.

Deneyin yapilisi: Kor ve 6rnek tiipler asagidaki tabloya gore hazirlanir.

Cozeltiler / mL Kor Ornek
Serum - 0.1




Tampon 1.0 1.0
Nisasta 1.0 1.0
Renk ay1raci 5.0 5.0

Tiipler iyice karigtirihr ve 37°C'de su banyosunda 20 dk bekletilir.

Su banyosunda ¢ikarilan tiiplerin oda sicakligina gelmesi icin 10 dk bekletilir ve
spektrofotometrede 580 nm'de okumalar yapilir ve asagidaki formiile gére amilaz

miktar1 hesaplanir.

Amilaz miktar1 (U/L) = Ornek OD x 15.500

Cozeltiler:

%0.1'lik Nisasta: 0.1 g nisasta tartilir ve 5 mL saf su ile siispansiyon haline getirilir {izerine 30 mL
kaynar saf su ilave edilir ve iyice kanstirilir (Bulaniklik oldugu takdirde yeniden hazirlanmalidir).
Sogumaya birakilir, saf su ile 100 mL’ye tamamlanir (Polietilen sisede sogukta saklanir. Kullanmadan

once iyice karistirilmalidir).

Tampon ¢ozelti: 1.938 g Tris (hidroksimetil) aminometan [CsH1:1NOs] saf suda ¢oziiliir ve tizerine 0.497

g NaCl eklenir ve iyice ¢oziindiikten sonra saf su ile 100 mL’ye tamamlanir ve pH 7.5 ayarlanir (Cozelti

15-259C'de polietilen sisede saklanmalidir). (Ma (Tris (hidroksimetil) aminometan=121.14 g/mol).

Renk ay1raci: 0.01494 g KI bir miktar suda ¢oziildiikten sonra tizerine 0.01269 g I> eklenerek 100 mL'ye

tamamlanir. 15-25C9'de saklanir. 1/100 oraninda su ile seyreltilerek kullanilir. Bu ¢6zelti 1 ay oda

sicakliginda koyu renkli sisede saklanabilir.

Deney 1.4. a-Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi



Deneyin prensibi: a-Amilaz nisasta molekiiniin a-1,4-glikozidik baglarini gelisi giizel parcalar ve

oligosakkaritleri olusturur. Uzun siire enzim etkisi sonucu oligosakkaritleri de parcalayarak maltoz

olustururlar.
a-amilaz
Nigasta + HLO —>» Dekstrin + Maltoz
Deneyin yapilisi:
L. Asama: a-Amilaz aktivitesinin bulunmasi

(1) a-Amilaz aktivitesinin bulunmasi i¢in asagida verilen cizelgeye gore kor ve 6rnek tiipii

hazirlanir.
Cozeltiler / mL Kor Ornek
Saf su 0.50 0.45
Nisasta ¢6zeltisi 0.50 0.50
Enzim ¢ozeltisi — 0.05

Tiipler kanistirilir, oda sicakliginda 5 dk bekletilir

Tiiplere 1 mL renk ayiraci eklenip karigtirilir ve kaynar su banyosunda
10 dk bekletilir.
Soguyan tiiplere 5’er mL saf su eklenip karistirilir ve kore kars: 546
nm’de absorbanslar okunur.

IL. Asama: Standart kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi
Cozeltiler / mL Kor 1 2 3 4 5
Saf su 1.00 0.90 0.80 0.70 0.60 0.50
Maltoz standard: — 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50
Renk ayiraci 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00




Tiipler ¢alkalanip, kaynar su banyosunda 10 dk bekletilir ardindan ¢ikarilip, sogutulur.

Tiiplere 5’er mL saf su eklenip karistirilir. Spektrofotometrede kore kars: 546 nm’de
absorbans okunur.

Maltoz konsantrasyonlarina karsi absorbanslar grafige gecirilerek maltoz standart kalibrasyon
egrisi elde edilir. Maltoz standart egrisinden O6rnek icin okunan absorbans degerine karsi gelen

konsantrasyon bulunur. Ozgiil aktivite asagidaki formiile gore hesaplanir.

Ozgiil aktivite = [umol maltoz/5x0.05 (U/mL)l/ mg protein (U mg/protein)

Cozeltiler:

10 mM maltoz standarti: 0.171 g maltoz 50 mL saf suda ¢oziiliir.

a-amilaz ¢ozeltisi: 1 mg a-amilaz 1 mL 0.05 M pH 7.0 fosfat tamponunda ¢oziiliir.

0.05 M fosfat tamponu (pH 7.5): 2.94 g Na2HPO4.2H20 ve 1.33 g NaH2POs tartilir 500 mL’ye saf su ile
tamamlanur.

%0.1'lik Nisasta ¢ozeltisi: 500 mg nisasta 50 mL saf suda hafifce 1sitilarak ¢oziiliir.

Renk ayrac:: 1 g 3,5 dinitrosalisilik asit, 20 mL 2 N NaOH, 50 mL saf suya 30 g Na-K tartarat ilave

edilip, 100 mL’ye tamamlanir.
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