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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 K
E+S ﬁESﬁ E+P
Ky Ky

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

+ Uyarilmis uyum modeli: Bu modele gore enzimin aktif
merkezi,enzim substrattan uzakta oldugu dénemde
substrata benzerlik gostermez. Enzim substrata yaklastikc¢a
enzimin aktif merkezi substratin seklini alir.

* Substrat ile enzim arasinda kovalent baglar bulunmaz. H
baglari, hidrofobik baglar, iyonik ve Van der Waals baglar
enzimle substrat arasindaki nonkovalent baglardir.
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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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* SOD’lar  olaganistu katalitik etkinw calisan
metalloproteinlerdir. O2”’i H,O,’e donustirme roli olan
SOD’larin aktif merkezlerinde yer alan metal iyonlarina gore
U¢ izoenzimi vardir. Bunlar bakir ve cinko iceren Cu/ Zn SOD,
mangan iceren Mn SOD ve demir iceren Fe SOD’lardir.

Y%7

@s.en.alibaba.cein
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* Yapilan calismalarda; SOD’larin ifadesindeki artislarin
biyotik ve abiyotik strese bagli olusan oksidatif stresle
basa c¢lkmada ve bitkilerin stres kosullari altinda
canhhgr strdarmesine katki saglamada 6nemli rolleri

oldugu ileri strdlmastar.



indirekt analiz m
e
guvenilirlik ve kullanim kolayligr acisindan en cok tercih

edileni nitroblue tetrazolium (NBT) metodudur.

* Bu amacla SOD enzim aktivitesi tayininde 19160 SOD

determination kit (Sigma) kullaniimaktadir.
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a) WST Solution 5 ml x 1

b) Enzyme Solution 100 pl x 1
c) Buffer Solution 100 ml x 1
d) Dilution Buffer 50 ml x 1

e) Manual



a) Plate readem

b) 96-well microplate
c) 10 &l & 100-200 [l pipettes and a multi-channel pipette
d) Incubator

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

preparation of an inhibition curve




of Buffer smam“

b) Enzyme working solution: Centrifuge the Enzyme Solution

tube for 5 sec. Mix by pipeting, and dilute 15 pl of
Enzyme Solution with 2.5 ml of Dilution Buffer.

c) SOD Solution (for assay monitoring, if necessary): Dilute SOD

with Dilution Buffer to prepare SOD Standard

*Solution as follows:

200 U/ml, 100 U/ml, 50 U/ml, 20 U/ml, 10 U/ml, 5 U/ml, 1 U/ml, 0.1
U/ml, 0.05 U/ml, 0.01 U/ml, 0.001 U/ml



of ddH,O (double distille

2) Add 200 Bl of WST Working Solution to each well; and mix.
3) Add 20l 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 37 °C for 20 min.

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



| sample |Blank1 | Blank2 | Blank3_

Sample 20 ul 20 ul

solution

ddH,O 20 ul 20 ul
WST working 200l 200l 200 I 200 pl
solution

Enzyme 20 ul 20 ul
working
solution

Dilution 20 ul 20 ul
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:

* SOD aktivitesi (inhibition rate %) = {{(Ablank 1 - Ablank
3) - Asample - Ablank 2)]/ (Ablank 1 - Ablank 3)} x 100



The rate of WST-1 inhibition (%)

80
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Control

80 uM 160 uM 320 uM 640 uM 1280 uM
Different concentrations of heavy metal contamination
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Lipid peroksidasyonunun beli

*  Oksidatif strese neden olan serbest radikaller, yapilarinda bir veya daha
fazla sayida ortaklanmamis elektron tasiyan atom ya da molekdllerdir.
Serbest radikaller arasinda oksijen serbest radikalleri en 6nemlileridir.
Oksijen ortaklanmamis elektronlari nedeniyle indirgenme egiliminde

oldugundan toksik dzellik gdsterir.
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* Hucre icinde oksijenin son indirgenme basamagi sudur. Ancak oksijenin

indirgenmesi sirasinda reaktif oksijen tiirleri (ROT) adi verilen ara Griinler
olusur. Bu ara triinlerin baslicalari; siiperoksit anyonu (O,"), hidroksil
radikali (OH") ve hidrojen peroksittir (H,0O,). Bunlar arasinda organizma

icinde en aktif dolayisiyla en toksik olani hidroksil radikalidir
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* Serbest radikaller hiicreyi olusturan tim yapilarla reaksiyona girebilirler

ancak bu etkilesime en hassas yapilar lipitlerdir. Serbest oksijen
radikallerinin dokulara etkisi ile olusan, lipit peroksidasyonu esnasinda bir
dizi reaksiyon sonucu meydana gelen, oldukc¢a reaktif olan metabolik

triinlerden bir tanesi malondialdehit (MDA)'tir.



* Plazma MDA dizeyinin belirlenmesi do
peroksidasyonunun ve dolayisiyla oksidatif stresin hassas
gostergelerinden biridir. MDA uzun émurli olmasi ve
yuksek reaktivitesiile hicre ici ve hucre disinda bulunan
protein, nikleik asit gibi bircok biyomolekule etki ederek
geri dontisima mumkin olmayan yapisal ve fonksiyonel
hasarlarin ortaya ¢ilkmasina neden olur. Bu amacla stres
calismalarinda canlida stres olusumunu géstermek icin
MDA analizi yapiulrr.
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100 mg 6rnek %80’lik 1 ml alkol ile homojenize edilir. 3000 g de +4 °C’de 10 dk santrifij
edilir.
Santrifij sonrasi elde edilen siipernatant ikiye bélindr;

# 1 hacim alinir + 1 hacim %20’lik TCA (trichloroaceticacid) + 1 hacim %0,01’lik BHT
(butylated hydroxytoluene) eklenir. (-TBA)

*# 1 hacim alinir + 1 hacim %0,65 TBA (2-thiobarbituric acid) iceren %20’lik TCA + 1 hacim
%0,07’lik BHT eklenir. (+TBA)

a ve b seklinde ayrilmis ve yukaridaki sekilde hazirlanmis olan tiipler 95 °C’de 25 dk

inkiibasyon sonrasi ani bir sekilde sogutma amaciyla buza alinir.
Soguyan 6rnek 3000 g’de 10 dk santrifiij edilir ve siipernatant alinir.

Birinci asamada 532-600 nm’de, ikinci asamada ise 532-600-440 nm’de 6lcilir.



Spektrofotometrede o

hesaplanmasinda asagidaki formuller kullanilmistir. —_—
ABS=Absorbans

MDA=Malondialdehit

*((ABS 532+TBA)—(ABS 600+TBA)—(ABS 532-TBA)—(ABS 600-TBA)= A
*((ABS 440+TBA)-(ABS 600+TBA)x0,0971=B

*nmolMDA/ml= (A-B/157000)x10°



Malondialdehyde equivalents

(nmaol ml)

20

15

10 -

——Cu
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Control  80pM  160puM  320pM  640pM  1280uM

Different concentrations of heavy metal contamination




