ENZIMLER

Biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen protein yapisindaki maddelere “enzim”
denir (Kiigiik bir grup katalitik RNA molekiillerinin haricinde tiim enzimler protein
yapisindadirlar). Protein yapisinda olduklarindan proteinlerdeki aminoasitlerin dizilisi,
enzimlerin belirli bir konformasyonu almasinda ve ii¢ boyutlu yap: kazanmasinda
biiyiik oneme sahiptir. Bu ii¢ boyutlu yapi, katalitik aktivitesinde ve spesifik olmasinda
etkilidir. Enzimler reaksiyon hizini 10°-10'® defa arttirabilirler. Enzimler tarafindan
katalizlenen reaksiyonlarda yan iiriin meydana gelmez ve reaksiyon verimi %100"d{ir.

Enzimin etki ettigi bilesige substrat ad1 verilir. Substrat, enzimin her yerine degil
aktif merkez denilen 6zel bir yerine baglanir ve biyokimyasal reaksiyonlar burada

gerceklesir.

Enzim Kinetiginde Michaelis-Menten Denklemi

1913 yilinda Michaelis ve Menten, enzimle Kkatalizlenen reaksiyonlarin
Ozelliklerini kapsayan basit bir model 6ne siirmiislerdir. Bu modelle, enzim substratiyla
geri dontisiimlii olarak baglanir, daha sonra enzimi serbest birakarak, {iriine doniisen bir
enzim-substrat (ES) kompleksi meydana getirir. Bir substrat molekiiliinii kapsayan

model asagidaki gibidir.

S : Substrat
1 ka , .
E+S=ES=E+U E: Enzim
k-1 k-2 ES : Enzim-substrat kompleksi

ki, k1, k2, k2 : Hiz sabitleri

k2 <<ke V=k2.[ES]
Michaelis-Menten denklemi, reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonu ile
degisimini gostermektedir.

V : Reaksiyon hizi
Vm . [S] Vm : Maksimum hiz
T, rer Km : Michaelis-Menten sabiti
[S] : Substrat konsantrasyonu

Km +[S]

Michaelis-Menten denklemi
Sabit bir enzim konsantrasyonu igin substrat konsantrasyonu degistirilerek ilk

hizlar dlgiiliir ve grafige gecirilirse sekildeki egriye benzer bir grafik elde edilir.
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Km Substrat konsantrasyonu

Sekil 1. Michaelis-Menten grafigi

Bu grafikten Vmax /2’ye karsilik gelen substrat konsantrasyonundan Km degeri
bulunur. Km degeri, aktif merkezin yarisin1 doldurmak igin gerekli substrat

konsantrasyonudur ve her enzim igin farkhdir.

8.2. Enzimatik Tepkimeyi Etkileyen Etkenler

Enzimle katalizlenen reaksiyonlarin hizi, enzim ve substrat konsantrasyonu,

sicaklik, ortamin pH'si, zaman ve reaksiyon iiriinleri gibi etkenlerden etkilenmektedir.

* Enzim konsantrasyonunun etkisi
* Sicakligin etkisi
* pH'nin etkisi

* Zamanin etkisi
8.3. Enzim Aktifliginin Diizenlenmesi

Enzimle Kkatalizlenen reaksiyonlarin hizi, inhibitor adi verilen bazi maddeler
tarafindan azaltilir. Inhibitorler, reaksiyon hizini, enzim-substrat (ES) kompleksinin
normal sekilde olusmasina engel olarak azaltirlar. Inhibisyon calismasi ile; enzimin
substrat spesifikligi, aktif merkezin fiziksel ve kimyasal yapisi, aktif merkezde rol
oynayan fonksiyonel gruplar ve enzimatik reaksiyonlarin kinetik mekanizmalar:

hakkinda bilgi edinilebilir. 2 tip inhibisyon vardir;



1) Tersinmez (irreversible) inhibisyon: Inhibitor, aktif merkeze kovalent baglarla
baglanarak enzimi inaktive eder.
2) Tersinir (reversible) inhibisyon: 3 cesittir;
a) Yarigmali (competitive) inhibisyon
b) Yar: yarismali (uncompetitive) inhibisyon
¢) Yarigmasiz (noncompetitive) inhibisyon
a) Yarismali (competitive) inhibisyon: Inhibitér (I), molekiil yapisi bakimindan
substrata (S) benzer ve enzimin aktif merkezine, substratin baglanmasini engelleyecek
sekilde baglanarak, enzim-inhibitor (EI) kompleksini olusturur. EI kompleksi iiriine
doniisemeyecegi icin enzimin aktivitesini azaltir. Ortamda substrat konsantrasyonunun
arttirilmasiyla enzimin inhibitére olan ilgisi azaltilabilir, boylece inhibisyon ortadan
kaldirilabilir.
b) Yar yarismali (uncompetitive) inhibisyon: Bu tiir inhibisyonda inhibitor direkt
enzime degil, ES kompleksine baglanir. Boylece kompleksin yapisi bozulacagindan iiriin
meydana gelmez. Inhibitér ya serbest enzime ya da ES kompleksine baglanarak
reaksiyonu yavaglatir.
¢) Yarismasiz (noncompetitive) inhibisyon: Bu tiir inhibisyonda inhibitor, ya enzime ya
da ES kompleksine aktif merkezin disinda bir noktadan baglanarak inhibisyona neden
olur. Bu tiir inhibitorler genellikle enzimin {i¢ boyutlu yapisinda degisiklige neden

olurlar. Bu nedenle ES olusmasi ve ayrismasi normal hizlari ile olmaz.
8.4. Enzim Aktiflik Birimleri

Enzimler biyolojik ortamda ¢ok az miktarda bulunurlar ve miktariin dl¢timii
¢ok zordur. Ancak optimum sartlarda katalizledikleri reaksiyon hizlar1 dl¢iilerek tayin
edilebilirler. Genellikle ortamda enzimi doyuracak kadar substrat bulundugu igin,
substratin azalma miktarini 6l¢mek zordur. Bunun yerine tiriiniin olusma hiz 6l¢iilmesi

tercih edilir.

Optimum sartlarda birim zamanda, substrat: iiriine doniistiiren enzim miktarina enzim

aktivitesi denir. Enzim aktivitesini gostermek i¢in kullanilan birimler sunlardir;

Enzim iinitesi (U) : 25°C de, optimum sartlarda, 1 dakikada, 1um substrati iiriine

dontistiiren enzim miktaridir.



Spesifik aktivite: 1 mg protein basma enzim initesidir. U/mg protein seklinde

hesaplanir. Enzimin saflik derecesini gosterir.

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

iiriine gevrilen substrat molekiilii sayisidir.

Katal: Optimum sartlarda 1 saniyede 1 mol substrati iiriine doniistiiren enzim miktaridir.

8.5. Enzimlerin Siniflandirilmas:
Enzimler, etki ettikleri reaksiyon cesidine gore 6 gruba ayrilir.

1. Oksidorediiktazlar

Oksidasyon - rediiksiyon, yani yiikseltgenme indirgenme reaksiyonlarimi
katalize eden enzimlerdir. Bu enzim grubuna 6rnek olarak; laktat dehidrojenaz, katalaz,
polifenol oksidaz enzimleri verilebilir.
Katalaz, protein yapisinda bol miktarda bulunan bir enzimdir. Katalazin temel
fonksiyonu, dokularda ve 6zellikle karacigerde bulunan hidrojen peroksidi Oz ve H20
ya parcalamaktir. Bu sayede hiicreyi serbest radikal ve diger reaktif molekiillerin

oksidatif hasarindan korur.

Polifenol oksidaz (PPO; monofenol dihidroksifenil alanin), yapisinda bakir
bulunduran ve birden fazla alt birimden olusan oligomerik yapida bir enzimdir. PPO,
fenolik bilesikleri, molekiiler O2 varhignda yiikseltgeyen bir enzimdir. ki tiirlii

reaksiyonu katalizler; hidroksilasyon ve oksidasyon.

2. Transferazlar
Bir atomun veya atom grubunun bir molekiilden digerine aktarilmasini saglar.

Ornek; glutamik piriivik transaminaz, fosforilaz vb.

Glutamik Piriivik Transaminaz (GPT), bir¢cok dokuda bulunan bu enzimin bir
diger adi, alanin amino transferazdir (ALT, ALAT). GPT, alaninin amino grubunu a-keto

glutarata aktarir, reaksiyon sonucunda piriivat ve glutamat olusur.

3. Hidrolazlar
Baglarin su katilarak koparilmasimi (hidroliz) katalize eden enzim grubudur.

Ornek; proteazlar, karbonhidrazlar, lipazlar vb.



4. Liyazlar

Baglar1 oksidasyon ya da hidrolizden baska yollarla koparan veya olusturan
enzimlerdir. Ornek; piriivat dekarboksilaz, sitrat sentaz, adenilat siklaz vb.
5. izomerazlar

Molekiil i¢inde degisiklik yaparak molekiiliin optik, geometrik ya da yapisal
izomerine doniistimiinii katalizleyen enzimlerdir. Ornek; triozfosfat izomeraz, glukoz-6-
fosfat izomeraz vb.
6. Ligazlar (Sentetazlar)

Enerji kullanarak iki molekiiliin birbirine baglanmasini saglayan enzimlerdir.

Ornek; DNA ligaz vb.

8.6. Klinik Enzim Aktivite Tayinleri

Viicut sivilarinda veya dokularinda bulunan enzimlerin aktivite ol¢iimleri
hastaliklarin teshisi agisindan oldukc¢a Onemlidir. Enzimlerin viicut sivilarinda veya
doku ekstraktindaki miktarlar1 ¢ok diisiik oldugundan direkt olarak 6lgmek zordur. Bir
enzimin miktarmi belirlemek igin Ornekte bulunan enzim tarafindan katalizlenen
reaksiyonun hizi 6lgiilmektedir. Olgiilen reaksiyonun hizi enzim konsantrasyonu ile

orantilidur.

Deneysel Calismalar
Deney 1. Polifenol oksidaz Enziminin Aktivite Tayini

Deneyin prensibi: Bu deney, PPO enziminin, bir difenol olan katekoliin oksidasyonunu

katalizlemesi sonucu benzokinon olusturmasi esasina dayanan kolorimetrik bir metottur.

Deneyin yapilisi: Fosfat tamponunda (pH 7.2) hazirlanmis katekol ¢ozeltileri kullanarak
spektrofotometrik olarak asagidaki ¢alismalar yapilacaktir:
(1) Polifenoloksidaz enzimin aktivite tayini yapilacak,
(2) Aktiviteye (reaksiyon hizina) substrat konsantrasyonunun etkisi; V-[S] grafigi
(Michaelis-Menten grafigi) cizilerek incelenecek,

(3) Michaelis-Menten grafigi tizerinde enzimin Vmax ve Km degerleri bulunacaktir.



(4) Farkli konsantrasyonda hazirlanmis katekol (pH 7.2) substrati ve enzim, tabloda
verilen miktarlarda almip karistirilarak 420 nm’de 2 dakika siiresince, her 15
saniyede bir absorbans degerleri kaydedilecektir. Absorbans-zaman grafigi

cizilerek reaksiyon hizlar1 belirlenecektir.

Katekol Std.1
Std.2 Std.3 Std.4 Std.5
konsantrasyonlar1 05
ImM) | 2mM) | GmM) | (4mM)

mM)
Katekol (mL) 2.8 2.8 2.8 2.8 2.8
PPO (mL) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

420 nm’de 2 dakika siiresince absorbans artis1 her 15 saniyede
spektrofotometrede okuma yapilarak kaydedilir.

(5) Her substrat konsantrasyonu igin absorbans — zaman grafigi cizilerek egimden
ilk hizlar (enzim aktivitesi) bulunur.

(6) Tk hiz degerleri substrat konsantrasyonuna karsi grafige gecirilirse Michaelis-
Menten grafigi elde edilir. Bu grafige gore substrat konsantrasyonunun hiza
etkisini tartiginiz.

(7) Michaelis-Menten grafigi tizerinde enzimin Km ve Vmax degerleri bulunur.

Cozeltiler:
1) 0.5; 1; 2; 3 ve 4 mM konsantrasyonlarinda fosfat tamponunda (pH 7.2) hazirlanmig
katekol ¢ozeltileri.

2) Polifenoloksidaz enzimi (1 mg /20 mL fosfat tamponu)

Deney 2. PPO Inhibisyonu

Deneyin prensibi: Substrat olarak katekol (pH 7.2) ve polifenoloksidaz enziminin bir
inhibitorii olan L-sistein (pH 7.2) kullanildig1 deneyde hizdaki azalma incelenerek enzim

inhibisyonu gozlenecektir.



Deneyin yapilisi:
Deney asagidaki semada belirtildigi gibi yapilacaktir.

Kor 2.8 mL Katekol

Ornek Kor + 0.2 mL PPO

420 nm’de 2 dakika siiresince her 15 sn’de absorbans artis1 spektrofotometrede okunarak

kaydedilir.

Absorbans — zaman grafigi cizilerek egimden hiz degeri bulunur.

Kor 1.4 mL Katekol + 0.2 mL L-Sistein

Ornek Kér + 0.2 mL PPO

420 nm’de 2 dakika siiresince her 15 sn’de absorbans artis1 spektrofotometrede okunarak

kaydedilir.

Absorbans - zaman grafigi cizilerek egimden hiz degeri bulunur.

Inhibitor ilave edildikten sonra enzim aktivitesindeki degisme, hiz degerleri mukayese

edilerek tartisilacaktir.

Cozeltiler:
1) 2 mM L-Sistein (pH 7.2)
2) 2 mM Kkatekol (pH 7.2)

3) Polifenoloksidaz enzimi (1 mg /20 mL fosfat tamponu)

Deney 3. Glutamik Piriivik Transaminaz (GPT) Aktivitesinin Tayini

Deneyin prensibi: Glutamik pirtivik transaminaz enziminin katalizledigi
transaminasyon reaksiyonunda, alanin ve a-keto glutarik asitten, piriivik asit ve
glutamik asit meydana gelmektedir. Olusan piriivik asit, 2,4-dinitrofenil hidrazin ile

reaksiyona girerek hidrazon olusturur. Bazik ortamda kahverengi olan bilesigin renk




siddeti GPT aktivitesiyle dogru orantilidir.
CH,-COOr CH,-COOr
CH; CH, CH; CH,
| | GPT | |
CH-NH;* , C=0 < (lj:O + CH-NHy”
éOO‘ ‘COO' COO COO-
Alanin o-Keto glutarat Piriivat Glutamat
Deneyin yapilisi: Asagidaki tablolarda belirtilen islemler sirasi ile uygulanur.
I. Asama: Ornek calismasi
Maddeler / mL Kor Ornek
Substrat 0.5 0.5
37°C’de su banyosunda 3 dakika bekletilir.
Distile su 0.1
Serum - 0.1
37°C’de su banyosunda 30 dakika bekletilir.
2,4-dinitrofenil hidrazin 0.5 0.5
Oda sicakliginda 20 dakika bekletilir.
0.4 M NaOH 5
Oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.
Absorbans degerleri kore kars1 510 nm’de okunur.
II. Asama: Standart kalibrasyon grafiginin ¢izilmesi
Maddeler / mL Kor StTupl StTip2 StTiip3
Unite Degerleri - 28 57 97
Substrat 1 0.9 0.8 0.7



Distile su 0.2 0.2 0.2 0.2

Sodyum piriivat - 0.1 0.2 0.3
2,4-dinitrofenil
1 1 1 1
hidrazin
Oda sicakliginda 20 dakika bekletilir.
0.4 M NaOH 10 10 10 10

Oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.

Absorbanslar kore karst 510 nm’de okunur. Olgiilen absorbans degerleri iiniteye
kars1 grafige gecirilerek standart kalibrasyon grafigi cizilir ve bu standart grafik

kullanilarak serum GPT enzim {initesi hesaplanir.

Cozeltiler

Fosfat tamponu: 13.97 g KaHPOs ve 2.69 g KH2POs bir miktar distile suda ¢oziilerek
litreye tamamlanir (pH 7.4) ve +4°C’de saklanur.

Substrat: 29.2 mg a-keto glutarik asit ve 1.78 g dl-alanin 1 M NaOH'’de ¢oziiliir. pH 7.4’
ayarlanir. Fosfat tamponu ile 100 mL’ye tamamlanur.

2,4-Dinitrofenil hidrazin: 19.8 mg 2,4-Dinitrofenil hidrazin 10 mL derisik HCl'de
¢oziliir, distile su ile 100 mL’e tamamlanir. Oda sicakliginda koyu renkli sisede saklanir.
Sodyum piriivat: 22 mg sodyum piriivat 100 mL fosfat tamponunda ¢oziiliir.

Dondurularak saklanir.
Deney 4. Enzim Aktivitesine Sicaklik ve Enzim Miktarinin Etkisi

Deney prensibi: Deneyde, karacigerde bulunan katalaz enziminin, H20:2 ile

reaksiyonunun hizinin, sicaklik ve enzim miktar: ile degisimi gozlenecektir.

a) Sicakligin etkisi

Deneyin yapilist: Karaciger kiigiik parcalara kesildikten sonra 2 kisma ayrilir. Bir kism1
su dolu bir kapta kaynatilir. Suda kaynatilmis karaciger pargalar: bir behere alimir ve
tizerine 3 mL H2O: eklenir. Bagka bir behere, oda sicakligindaki karaciger parcalar1 alinir

ve lizerine 3 mL H202 eklenir. Reaksiyon hizina sicakligin etkisi gozlenir.



b) Enzim miktarinin etkisi

Deneyin yapilisi: Esit miktarda karaciger parcalar: alinarak 2 kisma ayrilir. Parcalardan
biri havanda doviilerek ezilir. Esit miktarda (3 mL) H202 bulunan deney tiiplerinden

birine ezilmis karaciger, digerine parca karaciger koyularak reaksiyon hizlar1 gozlenir.
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