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* Enzimler protein yapisinda v
canlilar tarafindan sentezlenen biyolojik katalizorlerdir.
 Etki ettikleri maddeye SUBSTRAT denir ve bu maddenin
sonuna "ase=az" eki getirilerek ya da katalizledigi

tepkimenin ¢esidine gore adlandirilirlar.
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Enzim cesitleri

Y

Basit enzim Bilegik enzim (holoenzim)
{protein yapil) K,’/— \
Protein kisim Yardimei kisim
{apoenzim) m;’_ m
Vitamin Mineral

{koenzim) (kofaktdr)



* Basit Enzimler: Sadece proteinden
enzimlerdir. Bunlara en iyi 6rnek sindirim enzimleri ve Ureyi
parcalayan Ureaz

** Bilesik Enzimler: Bilesik enzimler iki kissmdan meydana
gelir.

- Protein + Vitaminler
- Protein + Mineral maddeler veya metal iyonlaridir.



Apoenzim

el lngl vitamin, mineral vs.

Basit enzim Bilesik enzim



actve site — cubstrate

coenzyme

u enzimlerin pro
vitamin kismina koenzim vey

Organizmalarda vitamin veya metal iyonlari eksik olursa
protein kisimlar reaksiyonu gerceklestiremez. Koenzim
metal iyonu ise buna "Kofaktor" denir.

Bazi durumlarda koenzim apoenzim kismina sikica
baglanmistir, bu baglanan Elsma "Prostetik grup";
prostetik.grupla.apoenzim kisminin her ikisine birden
'Holoenzim" denir. e

Aktif Bolge Koenzim

Apoenzim

=
Holoenzim
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EC 1 Oxidoreductases
EC 2 Transferases
EC 3 Hydrolases

EC 4 Lyases

EC 5 Isomerases

EC 6 Ligases

-

da birinci numara sinifini,

ikinci numara alt sinifini,

uclincli numara grubunu,
dordiincli numara da kendine 6zgi sira numarasini verir.

Enzyme
Amylase

Maltase
Sucrase
Lipase
Pepsin

Substrate
Starch (Nisasta)
Maltose
Sucrose
Fats
Proteins



http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC2/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC4/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC5/
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC6/
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v'Enzimin hangi substratla c¢alisilacagini saptayan kismi
apoenzim kismidir. Dolayisiyla apoenzim kismiyla substrat
arasinda bir iliski vardir.
v'Koenzim kismi daha ¢ok kimyasal baga yakin olarak islev
gosterir, ornegin ester baglarini pargalar vs.

Bu anlamda enzimin apoenzim kismi bir ya da birkag¢ yerinden
(aktif bolgelerden) substrat molekiiliine yapisir ya da baglaniyor
(yani bir enzim-substrat kompleksi olusturuyor) ve
v'bu arada koenzim kismi substrat tizerindeki baglarla gercek
anlamda birlesmeye veya baglanmaya giderek onu parg¢alar.




Substral , , P
Enzim aktivasyonu gergeklesir,

Substrat enzimin aktif Enzim/Substrat Enzim ayni kalr
bolgesineg baglamir kompleksi olugur urun olusur

Genel enzim reaksiyonu seklinde 6zetlenebilir.

K
E+S ﬁlEsKﬁ E+FP
Ko Ky4

E= Enzim; S= Substrat; ES= Enzim-Substrat Kompleksi; P= Uriin’ diir.
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+ Anahtar kilit modeli: Bu modelde enzimin aktif merkezi
substaratabirebir benzer.

«+5UAOal I ah OWOIi TIAIAAARI Eg OA A]
merkezi,enzimsubstratanOUAEOA [ 1 AOg O A
substrataA AT UAO1 EE CE ifshatall A @B A bl

7 ~ ~ yd AN

enzimin aktif merkezO OA O hOAMEQ aEll E Al a O8

+ SubstratE1 A AT UEkovakdADall A@ AHI O
A A g ihidrofabik AAg |l AOh EUIWaaldA A@GA AG
enzimlesubstratA O A O anbnkokdieBtA Ag 1 AOA g Oc¢
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r/\ (1) The substrate, sucrose, consists Glucose D, Fructose
,r"f\/ b of glucose and fructose bonded b
/ together. o

\ — (2) The substrate binds to the enzyme,
\_/ \ forming an enzyme-substrate
Bond complex. @ Products are released,
\ H.O / \ and the enzyme is free
2

k fo bind other substrates.
(8 The binding of the

substrate and enzyme
Active site places stress on the

glucose-fructose bond,
and the bond breaks.

Enzyme




Enzimler kimyasa
faktorlerin etkisi altinda kalirlar.

unlar;

Isi: Her enzim reaksyonunun optimal bir isi seviyesi vardir.
Insanda bu i1s1 36,5 derecedir. 0 derecede enzimler canlilikta
kaybedilmeyebilir. Genel olarak enzimler 60C’de bozulurlar.

pH: (asitlik-bazlik orani): Her reaksiyonun gerceklesebilmesi
ortamin pH'ini belirleyen belli oranda [[H+]] ve [[OH-]] iyonlari
konsantrasyonu olmasina bagldir.
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** Substrat konsantrasyonu: Ortamda reaksiyon hizini artirici
yapilardan biride enzim ve substrat miktaridir. Her ikisinin
miktari belirli oranlarda artirilirsa reaksiyon hizi sturekli artar.

Su: Enzim reaksiyonunun gerceklesebilmesiicin ortamda
belirli oranda su olmasi gerekir. Cinki molekullerin birbirine
carparak reaksiyonu gerceklestirebilmesi icin hareketi
saglayacak sivi bir ortamin olmasi gerekir.



*Enzimler hiicrede bir TAKIM halinde ¢alisir; i

birinin son Uruni kendisinden sonraki enzimin substratini yapar,

*Ornegin, amilaz enzimi nisastayi iki zincirli maltoza,
maltaz enzimi ise maltozu tek zincirli glikoza cevirir.

*Bazl enzimler ortama yalniz belirli iyonlar eklendiginde etkindirler,
ornegin bazi enzim zincirine ancak Mg++ iyonu eklenince glikozu
laktik aside cevirebilir. Tukrikteki amilaz nisastayr yalniz Cl
iyonlarinin bulundugu ortamda parcalayabilir.



doseme endustrisi gibi alanlarda ESTER
*Deterjan sanayinde PROTEAZLAR, LIPAZLAR
*Gida endistisinde drnein meyvesularinda PEKTINAZLAR

*Biodegradable plastikde polimer parcalayan organizmalarin
Urettigi enzimler

*Deri ve tekstil endustrisinde zararli kimyasallarin yerini
alabilecek mikroorganizmalarin Urettigi enzimler

*Biyoetanol tUretiminde oOzellike

misir, bambo.....
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*Genellikle ya kaybolan ya donltsen substrat miktar yada
meydana gelen Urun miktari tayin edilerek enzimlerin
aktiviteleri olcalur.

*Enzim aktivite tayininde yontem secerken metodun pratik
olusuna ve kisa slirede yapilisina, ayrica hassas olusuna da 6zen

gostermek gerekir.



e Monometrik yontem, Bir komponenti
olcmek icin kullanilan yontemdir. Ornegin; oksidaz
dekarboksilazlarla karbon dioksit salinimi bu yontemle olctlur.

e Thunberg yontemi, Cok sayida dehidrogenaz enziminin aktivitesi bu yontem
kullanilarak olctltr

e Elektrot yontemi, Cam elektrotlarla olusan urtnlerin olciilmesi esasina
dayanur.

e Polimerik yontem, Pekcok enzimin substrati optikce aktiftir. Eger Grlinde
optik aktivite degismesi goriilecek olursa bu yontem kullanilmaktadir.

 Kromatografik yontem, Diger yontemlerle bir 6lgme yapilamadiginda bu
yonteme basvurulur.

e Kimyasal tayin yontemi,Bircok enzim reaksiyon basladiktan sonra belirli
zaman araliklarinda karisimdan ornek alip, substrat ve Grinin kimyasal
yontem ile miktari tayin edilir.

alinimi ve
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« Unite: Bir mikromol substrati bir dakikaaa ve optimal
kosullarda Uuriine c¢eviren enzim miktari bir Unite olarak
kabul edilmektedir. Enzim  Gniteleri U  seklinde
gosterilmektedir.

Spesifik Aktivite: Bir miligram proteinde bulunan enzim
unite sayisi spesifik aktivite olarak kabul edilir. Spesifik
aktivite Ginite/mg protein olarak kabul edilmektedir.

Buna gore spesifik aktiviteyi asagidaki gibi yazabiliriz;
Ornegin; 5 mg proteinde 750 Unite dlcmissek, bu enzimin
spesifik aktivitesi 150 U/mg bulunur.
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«somar 11 Ag Al ikéxdifik  etkinlikte  &A i
metalloproteinlerdir. O%& H,0,&8 AET | h OO Ololan
SO A akiifimerkezlerindeyeralanmetal EUT T ICBR€®© a1 A
| ézoenzimiO A O Buml@ A A Bva@ébko Eeren Cu/Zn SOD,
manganEeren Mn SODve demir iégrenFeSO A OA g O
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+ 9 A D aéNdédnhklardg SO A Qadésindeki Ald A Oa il
biyotik ve abiyotik strese Adgl 1dChan oksidatif stresle
AMa &3 E 1 Avke Aditkilerin stres koD 1 1 AlO@a T A
A ATgbGil | GrAelsine E A Gaglamada Enemli rolleri
[1AGauileriOl Oi 1 11 hOi O



Indirekt analiz

e
Cl OAT REBOI BEIag AAd :@ai éAl ABrcih

edileninitroblue tetrazolium (NBT)metodudur.
«" O Al Aél A 3/ $ Al UED1I60ASODE OE (
determination kit (Sigmad E Ol | AT a1l | AEOAA



a) WST Solution 5 ml x 1

b) %l UUI A 311 OOET 1

c) Buffer Solution 100 ml x 1
d) Dilution Buffer 50 ml x 1

e) Manual

g

SPP

{1

%)

2



a) Plate reader (450 nm =

b) 96-well microplate
c) 10l & 1062002l pipettes and a multichannel pipette
d) Incubator

e) Superoxide dismutase (SOD), if necessary for the

preparation of an inhibition curve




of Buffer Solution. \

b) Enzyme working solution Centrifuge the Enzyme Solution
tube for 5sec. Mix bypipeting, and dilute15{ bf

Enzyme Solution witi2.5ml of Dilution Buffer.

c) SOD Solutior(for assay monitoring, if necessary): Dilute SOD
with Dilution Buffer to prepare SOD Standard

+Solution as follows:
200U/ml, 100U/ml, 50 U/ml, 20U/ml, 10U/ml, 5 U/ml, 1U/ml, 0.1
U/ml, 0.05U/ml, 0.01U/ml, 0.001U/ml



of ddH,O (double distille

2) Add 200l of WST Working Solution to each well, and mix.
3) Add 20rl of Dilution Buffer to each blank 2 and blank 3 well.

4) Add 20@l of Enzyme Working Solution to each sample and blank 1 well, and

then mix thoroughly*.
5) Incubate the plate at 371C for 20 min.

6) Read the absorbance at 450 nm using a microplate reader.



| sample| Blankl | Blank2 | Blank3_

Sample 20p | 20p |

solution

ddH,0O 20 | 20 |
WST working 200p | 200p | 200p | 200 |
solution

Enzyme 201 20p |
working
solution

Dilution 201 20p |
buffer

Tablo : Ornekler, blank 1, 2 ve 3 igin gerekli solusyon miktarlar
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Calculate the SOD activity (inhibition rate %) using the

following equation:

« SODaktivitesi (inhibition rate %) = {|fAblank 1- Ablank
3) - Asample- Ablank2)]/ (Ablank 1- Ablank 3)} x 100



The rate of WST-1 inhibition (%)
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Lipid peroksidasyonunun beli

« | EOEAAOEALA OOOAOGA TAAAT T1 AT OAOAAOOD
AAUTI A OAUaAA 1T OOAEIT AT i1 Ai ah Al AEOOT 1
3A0OAAOO OAAEEAI T AO AOAOGal AA T EOEEAI
| EOEEAT 1 OOAEI ATi Ai ah Al AEOOTT1 AOa
I1TAOs Ol AAT OT EOEE EUAI T EE CEOOAOEOS
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« (1 AOA EeET AA TEOEEATET OI1 ET AEOCAI
ET AEOCAT I AOE 0gOAOa1 AA OAAEOEAZE | EOE
[T O0h0O0O8 "O AOA 1 0i 11 AOET,), Adkdkdilg AAT AO
radikali (OH) ve hidrojen peroksittir (HO,d8 " OT 1 AO AOAOal A/
EeET AA AT AEOEAZA Al 1 AuagbagUli A AT OI EO
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« Serbestradikaller E i A Q A Weh GO AAA D g tedk<sybragirebilirler
ancak bu AOE E | Arh BabsaAs U A D glipitfer@ir. Serbest oksijen
radikallerinindokularaetkisiile T 1 O Hiph ipdroksidasyonuA OT A Ghg 1 A A
dizi reaksiyon sonucu meydana gelen, I 1 A Oreakti&k olan metabolik
| O1 1 1 Bir@Aekiimalondialdehit(MDA)ir.



«01 AUIT A -$! AT UA
PAOT EOEAAQUT T O61 OT OA AT 1T AUc

CEOOAOCAI AOET AAT AEOEAEO8 -
Ui EOAE OAAEOEOEOAOE EI A EI ¢/

bOl OAET h TI1EIAEE AOEO CEAE
CAOE AEIl T hii1 T1TTEIT T11AU/
EAOAOI AOagl 1 OOAUA" @ akll A&igA /

Al ahi A1l AOal AA AAT 1 aAA OO0/
-$! Al Al EUE UAPal a0



SPP | C EMRIL AlElkobilthndojenizeedilir. 3000 g de +2Cale 10dkOAT OOE £

edilir.

3A1 OOEA&EI E Ol OIOBRDQIEATEANIRO ALEID All ON

« T EAAEI Al a GilkTCA @chlaroadeticéci) i+ 1 atirR %08k BHT
(butylated hydroxytoluene) eklenir. (TBA)

« ¥ EAAEIT Al al g O hiotarbituric Adio] B @ A GKKTAHPIThESHN T
%0,0&k BHT eklenir. (+TBA)

A OA A hAEI ETAA AUOal iagh OA UOfA«rgdkAEE F
ETEI ADODUDRAOa AT E AEO hAEEI AA O1 gO0O0OI A Ai /
31 s OUAT E Gile AGEk OYAR FORD EGEIORE DA DEAA BXA 19GA38
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3DAEOOI Al
EAOADI AT 1 AGgTl AA AhAgaAAE
ABS-Absorbans

MDA=Malondialdehit

+((ABS532+TBAXABS600+TBAYABS532TBAHABS600-TBA)= A
+((ABS440+TBAYABS600+TBA),097EB
*nmMOoIMDA/mI= (AB/157000x1C



Malondialdehyde equivalents

(nmaol ml)
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Control  80pM  160puM  320pM  640pM  1280uM

Different concentrations of heavy metal contamination
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