ENZIMLER

*Yasamin devami igin iki temel kosuldan ilki organizmanin tGremesi iken digeri ise organizmadaki
kimyasal tepkimeleri katalizleme 6zelligidir.
*Sekerin oksijen varliginda CO2 ve H20 ya donisimu normalde ekzergonik bir slrectir..
*Ancak enzim yoksa bir torba sekeri oksijen varliginda yillarca sakhyabilirsiniz
*Termodinamik olarak istemli ancak kinetik limitasyona tabi bir siirec
*Katalizsiz yasamda tepkimeler uygun zaman araliginda meydana gelmez

Protein sindiriminde gorevli kemotripsin yapisi ve substratla etkilesimi




ENZIMLER

*Biyolojik sistemlerdeki katalizorler olan enzimler, pek¢cok durumda inorganik ya da sentetik
katalizorlere kiyasla olaganistl katalitik glice sahiptirler ve sentetiklere gore
*Yuksek 6zgullik
*Muthis hizlandirilmis reaksiyonlar
Sivi fazda is gorebilme gibi islevlere sahip
*Sivi faz neden 6nemli?
*Hayat sivi fazda
Sivi fazda hiz daha fazla




ENZIMLER

*Enzimlerin yoklugu ve eksik ¢alismasi ve asiri calismasi pekgok hastaligin temel nedenidir
*Krabbe hastaligi myelin kaplamayi lireten enzim yetersiz, sinir iletim bozuklugu...

*Bu nedenlerden dolayi enzim seviyelerinin 6lcimi hastalik tanisi agisindan ¢cok 6nemlidir

*Tip alani disinda, kimya mihendisligi, yiyecek ve ziraatte de 6nemli uygulamalari mevcuttur




ENZIMLER-Tarih

*ilk arastirmalar midenin salgilariyla etin sindirimi tizerinde 1700 lerin sonlarinda

*Ardindan alkol Gretiminde etkin fermentler ¢alisihsmistir

*1926 da Samner Ureaz kristalinin elde edilmesi tamamen protein yapida oldugun gosterilmesini

ve uzun sure tim enzimlerin protein yapida oldugu kanisina yol acti

*Bltln enzimler tamamen protein yapisinda midir?

* Katalitik RNA molekdllerinin kigtk bir grubu haric evet

*Dogal konformasyonlari ve bunun saglamhgi katalitik islevde sart
*Ne durumda bozuluyordu?

*Denatiire olduklarinda ya da tamamen AA lerine parcalanirlarsa
Katalitik aktivite kaybolur hidroliz

*12 kDa ile 1000 kDa arasinda molekul agirhiga sahip

*islevde kritik olan Kofaktdr ve Koenzim?

!
'

Tes Sumrer. 18873988



ENZIMLER

*Bazi enzimlerde AA kalintilari islev igin

yeterli iken bazilari bir yada birka¢ metal lons Enzymes
iyonuna gereksinir. Bu iyonlar kofaktor olarak Cu™* Cytochrome oxidase
Fe?* or Fe?* Cytochrome oxidase, catalase,
adlandirilir. eroxidase
K* Pyruvate kinase
. . . . . 2+ 1 -
*Koenzimler ise yine enzimlere eslik eden = SEE L T
pyruvate kinase

Kompleks organik ya da metalloorganik Mn2* Arginase, ribonucleotide reductase
molekillerdir. Mo Dinitrogenase

Coenzyme Examples of chemical groups transferred Dietary precursor in mammals

Biocytin COs Biotin

Coenzyme A Acyl groups Pantothenic acid and other compounds

5'-Deoxyadenosylcobalamin H atoms and alkyl groups Vitamin B,s

(coenzyme Bqs)

Flavin adenine dinucleotide Electrons Riboflavin (vitamin Bs)

Lipoate Electrons and acyl groups Not required in diet

Nicotinamide adenine dinucleotide  Hydride ion (:H ) Nicotinic acid (niacin)

Pyridoxal phosphate Amino groups Pyridoxine (vitamin By)

Tetrahydrofolate One-carbon groups Folate

Thiamine pyrophosphate Aldehydes Thiamine (vitamin B,)




ENZIMLERIN SINIFLANDIRMASI

*Pekcok enzim aktivitesini tarif eden kelimeye ya da substratin adina —az eki getirilerek
isimlendirilir
*DNA polimeraz niikleotitlerin polimerlereserek DNA olusturmasini
*Pepsin ya da tripsin gibi bazi enzimler herhangi birsey belirtmez
*Bazi durumlarda ayni enzima ait iki isim olabilir
*Hem yikim hem redoks icerenleri hidrolaz ve oksidorediiktaz olarak adlandirilabilir

*Yeni kesfedilen enzimlerin isimlerinde karisiklik olmamasi icin belli standartlar getirilmistir
*Asagida belirtilen siniflar baz alinarak isimler olusturulmaktadir

(Class no. (Class name Type of reaction catalyzed
1 Oxidoreductases Transfer of electrons (hydride ions or H atoms)
2 Transferases Group transfer reactions
3 Hydrolases Hydrolysis reactions (transfer of functional groups to water)
4 Lyases Addition of groups to double bonds, or formation of double bonds by remaoval of groups
5 [somerases Transfer of groups within molecules to yield isomeric forms
6 Ligases Formation of C—C, C—S, C—O0, and C—N bonds by condensation reactions coupled to

cleavage of ATP or similar cofactor




ENZIMLERIN KINETIGI

Katalitik 6zellikleri incelemek i¢in enzimlerin ne
yaptigi ve nasil yaptigi incelemek gerekir
*Ne yaptigini anlamak icin kinetik kavramlari
hatirlamamiz gerekmektedir
*Daha once canli sistemlerde zaman kisitindan
dolayi katalizlenmenin sart oldugunu gorduk
Orn sindirim, sinir uyarilirinin
gonderilmesi...

*Enzimle katalizlenen bir tepkimenin ayirici
ozelligi aktif —katalitik- yer denilen enzim
uzerinde sinirlandirilmis bir bolge icinde
meydana gelmesidir
sinorganik katalizdrlerde aktif bdlge
kavrami genellikle yok tiim ylzeyde rks.

*Aktif bolge ylizeyi, yan gruplari substrata
baglanan ve bunun kimyasal
transformasyonunu katalizleyen AA
kalintilarindan olusur

Kimotripsin aktif yeri



ENZIMLERIN KINETIGI

E+S— ES — EP — E+PF

*ES ve EP enzimin substrat ve Grinle olusturdugu gecis kompleksleridir, sistemden izole
edilebilirler

E
*Enzim girdigi gibi ¢iktigindan denge K. _E S & SO P

4 [S]

*Enzim (katalizorler) denge denkleminde yer almazlar

*Katalizorlerin islevi tepkimeyi her iki yonde de hizlandirarak dengeye daha kisa stirede
ulasiimasini saglamaktir.
*Sadece ileri yonde katalizlese denge sabitini bluylteceginden denge esitliginde yer alirdi




ENZIMLERIN KINETIGI

*S &2 P dengesinde hem ileri hem de geri tepkimeler icin baslama noktasi, zemin durumu

olarak adlandirilir

Free energy, (;

Starting
point

| | state

Transition state (1)

Ground

state

AG!

P—>8

e

Reaction coordinate

AGP: standard free-
energy change

AG®: biochemical
standard free-
energy change

*Girdilerden urtiinlere ve Urlinlerden girdilere olan aktivasyon enerijileri pozitif degerler
*Biyokimyasal standart serbest enerji farki (AG’®) pH = 7 de standart durumlardaki (1 atm ve 298

K) serbest enerji farkidir

*Substrattan Uriin (P) olusurken ki AG’® negatif bir degere sahip
*Denge, Urlnleri tercih eder ancak olculebilecek bir hizda Grin olusacagi anlamina gelir mi?



ENZIMLERIN KINETIGI

Transition state (1)
:'. Al "r-i\—:fP
=il
E Albp 5
5 rE __13"  AG?: standard free-
I ("
I energy change
& /|Ground = T=TTTTT7 ——= , gy g
| | state Ground AG?: biochemical
Starting state standard l:‘ree-
point _ energy change

Reaction coordinate

*Gecis durumu, enerji egrisinin tepe noktasi yani S veya P durumuna déntsme olasiliginin esit
oldugu bir noktadir

*Tepkimenin hizini

*Zemin durumlari ile gecis durumu arasindaki serbest enerji farki, yani aktivasyon enerjisi
yansitir.

*Yiksek aktivasyon enerjisi yavas tepkime anlamina gelir

*Hizi belirleyen diger faktor de sicakliktir. Bu durumda ne olur? aktivasyon enerijisi ?
Sicaklik yeterli enerjiye sahip molekdllerin sayisini arttirir



ENZIMLERIN KINETIGI

Transition state (%)

TTESTEPTTN T T T T T T T

Free energy, G

Reaction coordinate

*Katalizorler reaksiyon hizini sicaklik gibi degil ancak aktivasyon enerjisini diistrerek arttirirlar
*Aktivasyon enerjisi hem S—=>P yoninde hem de P->S yoniinde katalizlenmemis tepkimeye gore
dusdridlmastar.

*S& 2P tepkimesi enzimlerce katalizlendiginde ES ve EP arabilesiklerdir ve diyagramdaki vadiler

*Birden fazla asamada gerceklesen reaksiyonlarda en yavas (en ylksek aktivasyon enerjili) olan
hiz sinirlandirici basamaktir.

*Enzimler her tepkimeyi degil (kompleks makromolekdiller alttaslarina kendiliginden ayrilsaydi
yasam varolmazdi, bunlarda aktivasyon enerjisi cok yiksek) sadece yasam icin gereklileri diistrGr



ENZIMLERIN KINETIGI

, [P] o _ ;
P AG” = —RTIn K.,

*Negatif standart serbest enerji farklari tercih edilen dengeyi (substratin tamamen Urine
dondigu) gosterir ve azaldik¢a denge sabiti blydr, tepkime hizi ?
*Hizli olacagi anlamina gelmez

*S& 2P denge tepkimesinin hizi genel olarak TABLE 6-4 _

V= k [S], V tepkime hizi, >0, birim zamanda K., AG" (kJ/mol)
harcanan S ya da olusan P derisimi, k hiz sabiti 10°° 34.2
107° 28.5
*Bu sekilde ifade edilen tepkime S e gére 1‘3": 22.8
10~ 17.1

Ve toplamda birinci dereceden tepkimedir

-2
Tepkime dereceleri kesirli sayilar bile olabilir 10 1.4
107" 5.7
. : o . 1 0.0
*Tepkimelerin hizi her zaman M/s ile ifade edilir 0 e
Bu durumda birinci dereceden tepkimenin hiz e _11'4
Sabiti nin birimi san 1 10° 171

V=k. [S,][S,], toplamda kaginci dereceden
Ve hiz sabitinin birimi nedir?



ENZIMLERIN KINETIGI

*Katalizorler reaksiyon hizini sicaklik gibi degil ancak aktivasyon enerjisini distirerek arttirirlar
*O zaman hiz sabiti ile aktivasyon enerjisi arasinda bir ilinti bulunmalidir
*Bu ilinti Gssel dir ve aktivasyon enerijisi arttik¢a hiz sabiti azalmalidir

2 KT _icyrr

= —e

h

k= A. e “AGHRT grhenius denklemi genellestiriimis ifade, aslinda A icinde geometrik

konfigurasyon kolayligi da gizli, T Ussel daha etkin

*Daha duiisuk aktivasyon enerjisi,
—>daha yiksek hiz sabitleri
*Enzimler bu isi olaganustu sekilde
yerine getirirler ve buyuk 6zgullikle

* 100 katrilyon kata kadar hiz arttirimi

*Yaptiklari is aktivasyon enerjisini disirmek
*Peki nasil yapiyorlar?

Cyclophilin

Carbonic anhydrase

Triose phosphate isomerase
Carboxypeptidase A
Phosphoglucomutase
Succinyl-CoA transferase
Urease

Orotidine monophosphate decarboxylase

10°
107
10°
lﬂlﬂ
1313

—

1ﬂlf




ENZIMLERIN KATALITIK GUCU

*Enzim kataliz tepkimeleri sliresince kovalent baglar yeniden dizenlenir
*BaziI gruplar substrattan enzime gecici olarak aktarilabilir
*Bunun aktivasyon enerji dismesiyle ne alakasi var?
*Kurulan baglar yikilanlardan daha saglamsa eneriji (serbest enerji aciga ¢ikar), bu enerji
aktivasyon bariyerini disurebilir

*Temel etmen ise kovalent olmayan baglardan kaynaklanir

*Enzimatik tepkimeleri enzimatik olmayan katalitik tepkimelerden (inorganik-sentetik) temel
etmen bir ES kompleksinin olusumudur
*Bu komplekste enzim ile substrat arasinda yapiyi sabitleyen hidrojen, hidrofobik-iyonik
etkilesimler gibi bazi zayif etkilesimler bulunur
*Gecis durumunda bu etkilesimler maksimum
*Bunlardan kaynaklanan enerjiye baglanma serbest enerjisi AGg denir
eKatalizin temel nedeni ¢oklu zayif baglarin olusumu esnasinda salinan baglanma
enerjisiyle aktivasyon enerjisin ciddi sekilde dismesidir.



*Enzim bir tepkime icin aktivasyon enerijisini
dusirmede baglanma enerjisini nasil
kullanir?

*Bunu aciklayabilmek icin liseden beri
gordiglmuz anahtar-kilit modelini
sorgulamamiz gerekir

*Enzimatik katalizlere uygulandiginda bu
model yaniltici olabilir?

ZAYIF ETKILESIMLER GECIS DURUMUNDA OPT.

Q'T? §




ZAYIF ETKILESIMLER GECIS DURUMUNDA OPT.

(a) No enzyme %
O — 4/ \é — J % :
=¥
i
Substrate Transition state Products =
(metal stick) (bent stick) (broken stick)
(b) Enzyme complementary to substrate
&
Magnets .
3
c
=) B :
2
ES o
(c) Enzyme complementary to transition state
o . S
. ’
s 4 i“ AGlncat | AGm
2| AT
—_— —_ T Y, . . Y D 'EG_'-E"-E____
§ 5 ES
@ — - :
ES

Reaction coordinate

ﬁ% P *Substrat ¢ubuk, trin kirllmig gubuk,
gecis hali ve aktivasyon enj



ZAYIF ETKILESIMLER GECIS DURUMUNDA OPT.

(b) Enzyme complementary to substrate
)
Magnets E:’]
z
QD) —— :
g
ES =
(c) Enzyme complementary to transition state
O
. ’
B Lo\ |Gt | 2Cu
o S B OV
— _— <z % b S _‘EI_L:'?ﬂ____
% 5 ES
ES E

+ Reaction coordinate
y % P
*Burdaki manyetik etkilesimler (gercekteki zayif etkilesimler) ES yi kararli hale getirmek icin (cukur)
kullaniimistir.
* Tepkime icin cubuk bukilmelidir ancak kararli hale gelmis ES kompleksi cubugu bliikmek icin gereken yuksek
aktivasyon enerjisini saglayamaz, kullanabilecegi biitiin kaynagi kararl hale gelirken bitirmistir.

*Aktivasyon enerjisi dncekine gore daha da artmistir, neden?
*Tepkime gerceklesmez (b)



ZAYIF ETKILESIMLER GECIS DURUMUNDA OPT.

(b) Enzyme complementary to substrate
)
Magnets E:’]
=¥
=
QD) —— g
ES =
(c) Enzyme complementary to transition state
Q3
3
=
— — :
£
@ ) =
ES E

+ Reaction coordinate
& % P
*Gergekte ES kompleksinde yalnizca bazi zayif etkilesimler olusur
*Entropideki kayip serbest enerjiyi arttirirken kismen olusan zayif baglar ES ara kompleksin olusturur
*Manyetik (gercekte zayif Jetkilesimlerin baglanma enerjisi cubugu egmek icin gereksinim duyulan serbest

enerjideki artisi kismen subvanse eder ve de bikilmenin tetiklenmesini saglar
*Bu enerji 6demesi daha duisiik net aktivasyon enerjisi ve daha hizli tepkimeyi dogurur



ZAYIF ETKILESIMLER GECIS DURUMUNDA OPT.

(b) Enzyme complementary to substrate

Magnets

——

ES

Free energy, (7

(c) Enzyme complementary to transition state

O . S
B g\ }Muncat AGyy
£ AN T T e,
— _ @ 4 s [AGey
E 5 ES
ES E

+ Reaction coordinate
& % P
*Gergek enzimatik tepkimelerde, ES kompleksinde bazi zayif etkilesimler olusur

*Ancak subsrat ve enzim arasindaki bu gibi etkilesimlerin tam uyumu vyalnizca substrat gecis durumuna
eristigi zaman olusur




ZAYIF ETKILESIMLER GECIS DURUMUNDA OPT.

*Bu durumda salinan baglanma enerjisi, (olusan bag = eneriji ¢cikisi 2 negatif degerler) enerji tepesinin
zirvesine ulasmak icin gerekli enerjiyi karsilamada kullanilir

AGpg

TAGF

cat

Free energy, G

Reaction coordinate

*AGHcar + AGp = AGH,

*Bu durum, enzimlerin neden ¢ogu kez blyuk olduklarinin agiklamasidir
*Etkin kataliz icin pekgok zayif etkilesime gereksinim duyar, fonks. Grup, ylizey alani = hacim artisi
*Her bir zayif etkilesimle 4-30 kj/mol luk tasarruf sagladigi dusiinliirse 100 katrilyon kat hiz artisi i¢in
bunlarin belli bir kombinasyonu gerekli isi gorecektir.



OZGULLUK VE KATALIZ

*Bu iki kavram ayni olgudan meydana gelir!!

*Bir enzimin aktif yeri gecis durumunda belli bir
substratla cesitli zayif etkilesimler olusuturacak
sekilde optimal olarak diizenlenmis islevsel
gruplara sahipse enzim diger bir molekille ayni
derecede etkilesimde olamayacaktir

*Or: enzimdeki glu grubuyla etkilesecek 6zel OH
grubuna sahip molekil etkilesecek , hidroksil
olmayan!

*Ozgilligiin ve katalizin kaynagi da maksimum
zayIf etkilesim saglayan durum

Free energy, G

AGp

TAG?

cat

Reaction coordinate



BAGLANMA ENERJISI NELERE HARCANIR?

*Pek cok durumda baglanma enerjisi katalizin ana
yada tek kaynagidir

*Entropi azalmasi:
*iki substratin tepkimesini aktif bélgesinde
katalizleyen bir enzim distnelim
*bu bir enerji 6demesidir ancak hiz bakimindan
istenen bir durumdur
*Baglanma enerjisi substratlari tepkimeye
yonelik bir dizende tutar
*Bu katalize ana bir katilimdir ¢lnki
cOzeltideki molekiller arasinda Griin
olusturan carpisma ¢ok ender olabilir
*Hidrojen baglarinin bozunmasi: E-S etkilesimleri
substrat ve su arasindaki hidrojen baglarinin
cogunun ya da hepsinin yerini alabilir

*indiiklenmis uyum: ??

Free energy, G

AGp

TAG?

cat

Reaction coordinate



iIMMUNOGLOBULINLER-OZGULLUK, UYARILMIS UYUM

Conformation
with no antigen
bound

.Ligantin proteine baglanmasi,
proteinin konformasyonel degisiklikler
gecirmesini tetikleyebilir. Buna P-L
arasinda uyariimis uyum denir.



IMMUNOGLOBULINLER-OZGULLUK, UYARILMIS UYUM




BAGLANMA ENERJISI NELERE HARCANIR?

*Pek cok durumda baglanma enerjisi katalizin ana
yada tek kaynagidir

*Entropi azalmasi:

*iki substratin tepkimesini aktif bélgesinde

katalizleyen bir enzim distnelim

*bu bir enerji 6demesidir ancak hiz bakimindan

istenen bir durumdur
*Baglanma enerjisi substratlari tepkimeye
yonelik bir dizende tutar
*Bu katalize ana bir katilimdir ¢lnki
cOzeltideki molekiller arasinda Griin Reaction coordinate
olusturan carpisma ¢ok ender olabilir

*Hidrojen baglarinin bozunmasi: E-S etkilesimleri

substrat ve su arasindaki hidrojen baglarinin

cogunun ya da hepsinin yerini alabilir

Free energy, G

_ Baglanma enerjisinin kaynagi bu degil
*Indiiklenmis uyum: Enzim Gzerindeki 6zgul mi?

islevsel gruplarin tepkimeyi katalizlemeki¢cin —~  Aynianda devam eden kompleks
tercih edilen pozisyona getirilmesine etkilesim ve degisimler kiimesi



OZGUL KATALITIK GRUPLAR VE KATALIZ

«Zayif etkilesimler disinda, kovalent etkilesimler ve substrattan grup transferleri de
katalize katkida bulunabilir

*Enzim substratinda baglandiginda uygun pozisyondaki katalitik gruplar
*Asit-baz katalizi
*Kovalent kataliz
*Metal iyon katalizi iceren bir grup mekanizmayla bag ayrilmasi ya da
olusumuna katkida bulunabilir (% 30unda etkin)

*Mesela metal iyonlari iyonik etkilesimler ile (M*? elektron zenginlerini ceker)
substrati tepkimeye yonlendirmeye, yikli gecis durumlarini sabitlemeye ve
redoks tepkimelerine aracilik ederek (e alisveris aracisi) katalize yardim

edebilir
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*Amit —peptit- baginin kirllmasi esnasinda
kararsiz ara bilesikten proton alicisi ve
amine proton saglayici yoksa

tepkime tekrar tepkenlere geri doner

*Uygun D-A varliginda acilasyon ve amit
bagi kirrmi gerceklesir,

*pek cok durumda su D ya da A dan biri
olarak davranir



GENEL ASIT-BAZ KATALIZ]

*Enzimlerin aktif yerinde, birkag AA yan
zinciri benzer olarak proton D-A gibi hareket
ederler

*Bu sayede 10000 kata kadar hiz arttirimlari
gerceklesebilmektedir

*pH ve pKa iliskisine gore D ya da A olarak
davranir

Amino acid General acid form General base form
residueas {proton donor) {proton acceptor)
Glu, Asp R—COOH R—C00
H .
Lys, Arg R_LII:"IH R—NH,
R—C=CH R—C=CH
t

His I{hf{,%__ﬁﬁ\_'{]] H‘illl_‘_hﬁ;"i

Ser E—0OH R—0

v o e




KOVALENT KATALIZ

A—B T A+ B

In the presence of a covalent catalvst (an enzvime with
a nuecleophilic group X:) the reaction becomes

A—PRB+ X — ﬂ—}{+ﬁi‘ﬂ-ﬂ+}{: + B

*E-S arasinda gecici bir kovalent bag olusur
*Kovalent kataliz olabilmesi icin yeni yol katalizsiz yoldan (metal cubugun katalizsiz
biklilmesi ornegi gibi) daha diistik aktivasyon enerjisine sahip yani yeni basamaklarin
her ikiside katalizsiz yoldan daha hizli
*Kovalent katalizde mevcut reaksiyonun aktivasyon enerjisini diistirme katkisi
degil de alternatif bir yol cizme olarak distintlebilir
*Serbest enzim sonunda salinmall



Chymotrypsin
Ser!9® Ser!?
N
B I—IO/ “BH (l)/
C
Vs
R*—N—C—R! 7'—’ 4 \Rl
T
™5 ATLY
A-------- B

Genel baz kataliziyle desteklenen kovalent kataliz

KOVALENT KATALIZ

A----X
+ B (R-NH,)
A-----XH*-----B

Gosterilmemis ara komplek
Baz tarafindan destekleniyor

Yine gosterilmemis ama E en
son serbest kalmall



ENZIM KINETIKLERI

*Bir tepkimenin hizini etkileyen ana etmen nedir?

*Tipik olarak E nM S ise binlerce kat daha fazladir

*Enzim Kinetigi deneylerde temel yaklasim substrat derisimine karsi ilk hizi V, 6lgmektir
*Substrat derisimi sabit degil?

*ilk hiz 6lcim alinirken ki kiiciik zaman araliginda substrat derisimi sabit kabul edilebilir
*Tepkimenin basinda tipik olarak S her zaman >> E dir

Initial velocity, Vi (un/min)

Substrate concentration, [S] (mn)



ENZIM KINETIKLERI

*Bu deneysel gozleme gore kicuk S derisimlerinde ilk hiz dogrusal artar
*S ¢ok arttiginda V,, giderek daha az artar

*Sonlara dogru S deki artis ihmal edilebilecek artisa neden olur

*Bu plato benzeri bolge V.., a yakinsar

Initial velocity, Vi (un/min)

Substrate concentration, [S] (mn)



ENZIM KINETIKLERI

*Bunu aciklayabilmek icin kinetik modeller ileri

strtlmis -
*En populeri Michaelis-Menten E
*Bu davranisi aciklamak icin enzim substratiyla ES ara E /1y

kompleksini olusturmak durumundadir £ i

s [

. = |

ellk asama hizla, ikinci asama daha yavas yani hiz |

belirleyici asamadir. P

Substrate concentration, [3] (mn)

*Cogu durumda Urlnlerin geri donusimu olasi degildir

ani k ,<<k,<k,,k_, yani aslinda ikinci tepkime tek yonli k1
yanEassetatay P Y E +S = ES
*Tum tepkime hizini yavas basamagin hiz yasasi yani k1
k,*[ES]
Fea
ES—E+P



ENZIM KINETIKLERI

*[E ]= [ES] + [E]
*Duslk S derisimlerinde enzimleri cogu serbest E
halindedir

*Hiz S ile orantilidir

*S derisimi arttik¢a birinci dengeden ES derisimi artar
yani toplam hiz artar (hiz ~ [ES])

Initial velocity, Vi (uM/min )

Katalizlenen tepkimede maksimum ilk hiz (V_,,)

Enzimin hepsi ES olarak bulundugunda .
gozlemlenmektedir, serbest E yok Substrate concentration, [S] (m)

[ES] = [Ed ve Vo (K X [ES]) 2 Vinay (ka X [E{)

ke
*Bu durumda enzim substratiyla tamamen doymustur E+S k= ES
Daha fazla S nin hiza higbir etkisi yok '
-cUnki serbest E yok ,
*ES kompleksi parcalanip P verdikten sonra enzim
subtratla tepkimeye girebilecek duruma gelir .
ES—E+P

Saturasyon etkisi enzim katalizinin karakteristigidir ko



ENZIM KINETIKLERI

*M-M teorisiyle hizin substratla gosterdigi degisim son

derece glzel sekilde aciklanabilmektedir é ————————————————————————————————
1% Vmax [S] E [ /4 e
° K +[S] [

*Cok dustik ve cok yiiksek S derisimleri icin beklenen Substrate concentration, [S] (mn)
trendleri sagladigini gérebiliyor muyuz?

ke
*Burdaki butlin terimler deneysel olarak dlgulebilir E+S k: ES
*Normalde V, ile ES iliskili ancak ES in deneysel '
Olcimi sorun arzediyor
*Vmax burdaki grafikle biraz problemli ama alternatif
gosterimler var
Fea
ES—E+P



ENZIM KINETIKLERI — MM Cikarilis

*Normalde ilk hiz ~ [ES] ancak bunun olgimu problematik
*ES derisimi icin alternatif tanimlar bulmak gerekir (Mesela hizi daha kolay
Olculebilir [S] gibi 6geler Uzerinden ifadelendirebilir miyiz?)
*Bunu yapabilmek icin duragan durum varsayimi kullanilir yani aratrun
konsantrasyonundaki degisim ihmal edilebilir
*Asagidaki gercek datada da ES in genis bir zaman araliginda sabit derisimde
*Bu yaklasim ¢ok basamakli enzimatik tepkime mekanizmalarinin agikliga
kavusturulmasinda da basariyla kullaniimaktadir (herbir aratrin kompleksi icin)

«d([ES])/dt = 0 yani yapim hizi = yikim hizi }

Michaelis - Menton

CZ2o0

N,

“‘74 [E] -
| -
Time

[1s1 > E1, |

[E]



ENZIM KINETIKLERI

*M-M esitligi pek¢ok enzimin kinetik davranisini agiklar

*Yani V, In S ye hiberbolik bagimlilik gésterdigi bitln enzimlerin M-M kinetigine uydugu
soylenebilir ve K, deneysel datadan biraz dnceki gibi cekilebilir

*Burda V,_, I1n tam guvenilirlikle saglanmasi M-M biraz degistirilerek olanaklidir

*Normalde artan konsantrasyon hizi cok oynatmiyorsa pratik olarak V_ ., a ulagildi
denebilir

*Tam hassaslikla tayini icin Lineweaver-Burk eq.

Initial velocity, V (uM/min)

Substrate concentration, [S] (mn)



ENZIM KINETIKLERI-Cift ters grafik!

_ VI'.I'.I.ELH‘. [5] 1 _ Kn + [S] 1 K. N 1
Hm + [S] vﬂ vmsu: [E] VIII VIT.I.EI [E] Vma_x

*Herhangi > 2 noktayla bu egri cizilip

y eksenini kestigi yer tayin edilir ve burasi
1/V..., hassaslikla tayin edilebilir

*x eksenini kestigi yerden ya da egimden K
bulunabilir




ENZIM KINETIKLERI-K

*Bu teoriyle aciklanan tek substratli enzimler disinda, cok basamakli ya da birden fazla substratl
(inhibisyon durumlari gibi) senaryolar da —duragan durum varsayimi ile aciklanabilmektedir yani
aradrun kompleksinin degisimi ihmal edilerek ¢cozimlenebilmektedir

*Ayni enzim benzer yapili farkli substratlar icin farkli hiz sabitlerine sahip olabilir
*Bu durumda farkl K_, degerlerine sahip olmasi da normaldir
*Enzimden enzime ve ayni enzim icin substrattan substrata farklilik normal

ke
E+5S—ES
k
Enzyme Substrate K, (mM)
Hexokinase (brain) ATP 04
D-Glucose 0.05
D-Fructose 15
ko Carbonic anhydrase HCO3; 26
—_—l
EE ~ E + P Chymotrypsin Glycyltyrosinylglycine 108
L N-Benzoyltyrosinamide 2.b
kg + .IIE' -1 B-Galactosidase D-Lactose 4.0
Km — Threonine dehydratase L-Threonine 5.0




ENZIM KINETIKLERI-K

K., enzimin substrata olan ilgisinin ya da katalitik gliciin 6lgtsi olarak digunalebilir mi?

*Birinci durum icin ancak sadece kisith bir takim senaryoda, ikinci durum icin ise Km
indirekt olarak kullanilir (6zgulluk sabiti k,./K.,)

*Normalde biz ilgili K ile tanimlamigtik ve nM ya da pM seviyeler ¢ok yuksek ilgiyi
belirtiyordu , 6r Ab-An

*Bdyle bir ¢ikarimi K i¢in yapabilmek icin k,<< k_; diyebilmemiz gerekir ki K_ ~ K
olabilsin ve enzimin substrata olan ilgisini belirtsin

L3
E + S = ES by + b,
ko K =——o
ky
kz
ES==E+P



ENZIM KINETIKLERI-k,

*Hiz kisitlayici basamak tanimi enzimden enzime degisebilir
*Mesela trinin olustugu oldukca yaygin olan EP = E + P tepkimesinde bu basamagin hiz
kisitlayici oldugunu disiinelim

k, ko ks
E+Ek1=‘EEk1=‘EP#E+P

Uriin olusumunda hiz kisitlayici bu son basamak ise
*Boyle bir tepkimede Uriin olusumunda k3 ile k1 ve k2 yi kiyaslamamiz gerekir, son
basamak kisitlayici ise k3 en kucukleri demektir

*Onceki basamaklar hizl, saturasyona yakin E nin tamamina yakini EP formunda
*Serbest E hemen ES ye o da hemen EP ye donusuiyor

*Bdyle bir durumda tepkimi hizi= en yavas basamagin hizi= k;*[EP]

*Yine boyle bir durumda maksimum hiz=?

*EP nin alabilecegi maksimum deger?

.Vmaxz k3 * [Et]



ENZIM KINETIKLERI-k, . (d6nlsim sayisi)

*Genel olarak su ifadeyi soyleyebiliriz:
*Bir tepkimede degisik basamaklar varsa ve bir tanesi hiz sinirlayici ise k,,, bu basamagin
hiz sabitine esittir

ky ka ks
E+Ek1=‘EEkm=‘EP#E+P

*Bu durumlar icin genel ilk hiz ifadesi:

Feat|E][S]

K + [S]

0

*k,.; birinci derece hiz sabiti ve birimi san™
*Basit MM ¢ikarimi igin ve yukaridaki senaryo icin k., neye esit? V-V, iligkisi ?



ENZIM KINETIKLERI-k,,

*Bu katsayi ayrica turnover (donisiim) sayisi olarak adlandirilir!

*Yani enzim substratiyla doygun hale geldigi zaman, V —> Vmakx, tek bir enzim

molekulinde verilen birim zamanda Grine donulsturulen substrat molekilu sayisi
*Daha 6ncesinde k. * [ES] degeri daha disuk

*Clnki bu basamak triine dontsimde belirleyici basamak

_ ReatlEi][S]
Km + [S]

0

«iki enzim ayni k., sahipken katalitik gugleri farkh olabilir, nasil agiklariz?
*Katalizsiz haldeki hiz sabitleri farkl

Katalitik etki icin farkh bir 6ge kullanmaliyiz _

Enzyme Substrate Foae (™)
Catalase Hs05 40,000,000
Carbonic anhydrase HCO3 400,000
Acetylcholinesterase Acetylcholine 14,000
B-Lactamase Benzylpenicillin 2,000
Fumarase Fumarate 800

RecA protein (an ATPase) ATP 0.5




ENZIM KINETIKLERI - Ozgulluk Sabiti

*Cesitli enzimlerin katalitik etkilerinin veya farkl substratlarin ayni enzimle déntsiminin
karsilastinimasinin en iyi yolu iki tepkime igin k,.,/K., oraninin karsilastiriimasi
*Bu orana ozgullik sabiti denir

_ Reat[E]IS]
Km + [S]

0

* S << K, oldugu pek ¢ok durumda V, = 6zglllik sabiti * [ E][S] olarak ifade edilebilir
* Birimi ?



ENZIM KINETIKLERI - Ozgulluk Sabiti

kcn.t Km I"I:i.',n.i;"":'rfln

Enzyme Substrate ) (M) ms7h
Acetylcholinesterase Acetylcholine 1.4 x 10* g x 10°° 1.6 % 10°
Carbonic anhydrase CO, 1 x 10° 12 %1072 83 % 107
HCO3 4 % 10° 26 x 1072 1.5 % 107

Catalase H.0s 4% 107 1.1 x 10° 4 % 107
Crotonase Crotonyl-CoA 5.7 x 10° 2x10°° 2.8 x 10°
Fumarase Fumarate 8 x 10% 5 x 1078 1.6 x 10*
Malate 9 x 10% 2.5 % 1073 3.6 % 107

B-Lactamase Benzylpenicillin 2.0 x 10° 2% 107° 1 x 10%

*Yukarida gosterilen enzimlerin k,../K.. degerleri bir sivi ¢dzeltide difflizyon kontrolli
limite yakin degerlerdir ~ 108

Difflizyon kontrollG limit (103-10° M-1s1) E ve S bulustugu an Grtine dontstiga
durumu kapsar

*Gelen substrati ceviriyor, liriin olusumunda bilesenlerin bulusma hizi belirleyici
*Dogru oriyantasyonda bulusma, aktivasyon enerjilerinin asimi ikinci planda olacak
kadar katalitik demenin baska bir yolu

*Katalizin nirvanasi



ENZIM KINETIKLERI- > 1 substrat

*Bircok enzimatik tepkimede iki veya daha fazla substrat enzime baglanir ve tepkimeye girer

ATP + glucose — ADP + glucose 6-phosphate

*Hekzokinazda iki substrat baglanir

*Bunlarin hizi da M-M teorisiyle analiz edilebilir
*Farkli mekanizmalarla bu etkilesim
aciklanabilir, pekcogunda Ucli kompleks
olusumu var

(a) Enzyme reaction involving a ternary complex

Random order
ES
Z IR
E ES1SZ—*E+PL+PE
“‘K‘“\Q ESE’f"/J
Ordered S
E+8S; ~ES;, — ES;8s —— E+P,+ P,

(b) Enzyme reaction in which no ternary complex is formed

P, 5
E+S — E§; —EP, —=E —ES,——E+P




ENZIM KINETIKLERI - INHIBISYON

*Enzim inhibitorleri enzimatik tepkimeleri
yavaslatarak ve durdurarak etkiyen
molekuller

*Enzimatik siireclerin cok hayati oldugunu
gormustik

*Bu gibi durumlarda inhibitorlerin yapimi
farmakolojik olarak ¢cok onemlidir

*Ornegin aspirin, agri siirecinde sorumlu
molekillerin Gretimindeki enzimi
inhibe eder

*iki genel sinif inhibitér: geri déniisimli
(reversibl) ve geri donlsiimsiz (irreversibl)

*Geri donusumlide en yaygin yarismali,
ayrica yarismasiz ve karisik tirleri de
mevcut

(a) Competitive inhibition

E
1

I

EI

+ 5 ES — E+P
&,
_J;’ﬂﬁ-
K;
tﬁ:ﬁ:"};\
(1

*Enzimin aktif bolgesi icin savas

|, Eyiserbest birakmasa?

*Ayni cebe uyan islevsel gruplara sahip olmali
| ve S nin yapisi bu tipte benzerdir
*Methanol zehirlenmesinde EtOH ile tedavi
*Alkol dehidrogenaz enzimi icin EtOH inhibitor
*EtOH , zamanla tiikenecek, o ytzden derisimi
birka¢ saat kan dolasiminda kalacak sekilde
ayarlanir

*Bu sirada MeOH bobreklerden zararsiz atilir
*Formaldehid yerine Asetaldehid zararsiz



ENZIM KINETIKLERI - YARISMALI INHIBISYON

(a) Competitive inhibition

E+8S ES — E+P

I @@ﬁ@
: T (3

*inhibitér varhiginda M-M esitligi:

_ _ Vmax[5] Enzimle | nin K, degeri K
Vo = ak, + [S] a Gegern
oK _ apparent —gorunen- K _,
Where m aPP Jord i
ﬂ:1+ﬂ and KI=[E”H <>K.,?

K; [EI]



ENZIM KINETIKLERI - YARISMALI INHIBISYON

(a) Competitive inhibition

E + 8 ES—— E+P
1
(8
I = Q@
o @
: @

*S derisimi cok arttirilarak ES olusumu ve normal tepkime devam ettirilebilir
*Bu durumda inhibisyon yokmus gibi V., degerine ulasilir
*yani V., (yarismali inhibisyon) = V__, sade substrat Vinax [5]

" aK_ + [S]

max

B I _ [E]]
a =1+ K, and K; = —[EI]



ENZIM KINETIKLERI - YARISMALI INHIBISYON

Vinax [5]
V. = 1 [eEL) 1 1
Y ¥ ﬁ'm + [S] 1["Iivi:l B (Vms:\'.) [S] - vaL"r.
1] [E]1(1] T[I]
=14+ — and Ki=— =3
’ K ' ED T
*Yiksek S lerde alpha degerinden bagimsiz sekilde BE @=2

Vo=V, . » Yani y eksenini ayni yerde keserler e a=1

*Alpha = 1durumu inhibisyonsuz ve x eksenini
- No inhibitor

kestigi nokta -1 / Km L

*| arttikca alpha artar ve x eksenini kestigi nokta M“— ‘“'nlm Slope = f"’i
azalir : .

*Alpha arttik¢a egim artar (Km ve V max sabit) m(ﬁ)

*|= 0 durumuna gore artan bildigimiz | degeriyle
egim degisiminden alpha bulunur
*| y1 biliyoruz, K, ¢ekilir
*Bu iki durum yarismali inhibisyon icin karakteristik
cift ters grafikleri
*Vmax /2 yi saglayan S degeri inhibisyonsuz Km :
iken inhibisyon varhgin artar mi azalir mi? [S]= alpha.K,

FIGURE 1 Competitive inhibition.



ENZIM KINETIKLERI - YARISMASIZ INHIBISYON

*|, E ye degil sadece ES e, aktif yerin disinda bir yere baglanir

(b) Uncompetitive inhibition

E+8 ES —— E+P v Ve [S]
. ° K + &'[S]
(s
-G-GO
ESI . Julj , _ [ES]]
“® o _1+Ki and Kj= TSI



ENZIM KINETIKLERI - YARISMASIZ INHIBISYON

*Yarismasiz inhibisyonda yuksek S lerde bile
inhibisyonsuz durumla ayni V., @ ulasamayiz

+Uriin olusumunu substrat baglanmasindan sonra
etkiliyoruz

I =0ise a’=1ve Vy=V

Diger butun durumlar da V,, V,.,/ @' 1 gegemez

*Egim | ve o’ den bagimsiz, degismez

| degistikce y ve x eksenini kestigi yer kayar h
171
[S] (ﬁ)

FIGURE 2 Uncompetitive inhibition.

Vo [SI
° K+ «'[S]
=1+ K; = [ESI

[ESI]



ENZIM KINETIKLERI - KARISIK INHIBISYON

*|, aktif yerin disinda bir yere baglanir, ancak bu
baglanma E de veya ES de olabilir

*Pratikte, yarismasiz ve karisik inhibisyon birden fazla
substratl enzimlerde gozlenir

(e) Mixed inhibition

E+ 8 ES —E+ P
+ +
I I
V. — Vinax [S] s
0= - , .
R, + o [S] K K ;
ElI+ 5 ESI

<a
O=0



ENZIM KINETIKLERI - GERI DONUSUMSUZ INH.

*Geri donusiimsiz inhibitorler, bir enzimle

birlesen ve enzim aktivitesi i¢in sart olan bir ‘ﬁ' ;,CHE
islevsel grubu bozan bilesiklerdir Enz—CH,—OH + F— ]|}_D_C\H
*Kovalent baglanma yaygindir (Ser'™) [|:u CH3
.o . . . « . . H CEI(;I&"CH
*DIFP (diizopropilflorofosfat) kimotripsini geri 3 3
dontsliimsuliz bloklar % ~ DIFP
*F +H
sintihar inaktivitérleri bunlarin ézel bir sinifi ‘ﬁ' JFHE
*Enzim cebine girer, birkac basamak sonra EW—EHE—D—F—D—U{I
reaktiviteleri artar t|:i CHy
*Bu sekilde ayni AA kalintisina sahip bitin yerler _Co_
H.C” H "CH,

degil, sadece enzim aktif bolgesindeki kalintilari
bloke eder
*Or:Enzimde baska serinlerin bloke olmasi
onlenir, gecis durumuna gelmeyen enzimde
intiharcinin reaktivitesi yani etkisi diistk
*Yan etkisiz ilaglarin tasariminda kullaniliyor



ENZIM AKTIVITESI ve pH

*Enzimler max aktivitede olduklara optimum pH a
sahiptirler- bu deger normalde bulundugu
ortamin pH sina yakindir , pepsin midede

*Daha yuksek ve daha dusuk pH larda aktivite
duser

*Aktif merkezdeki AA yan zincirleri belirli bir
iyonizasyon durumundayken kritik islevleri
gorebilirler

Pepsin Glucose 6-phosphatase

log Vi

| | | | |
2 4 3] 3 10
pH

Or: Asetat derkarbosilaz enziminde bir
lizin kalintisi yakin pozitif yuklerin
elektrostatik etkisi nedeniyle

pKa degeri 10,5 den < >?

- Proton daha kolay verilir, asidik guic
artar, pKa 6.6 ya duser

Tam tersi de dogru, negatif yukler olsa
proton daha zor ayrilir

Asidik 6zellik azalir pKa yukselir

*Ornegin histidin kalintisindan bir proton
uzaklastirilmasi, enzim aktif konformasyonunun
sabitlenmesi icin gerekli bir iyonik etkilesimi
ortadan kaldirabilir

eSapmanin goruldigi pH degerleri hangi grubun
titre edildigi hakkinda bilgi saglar
*pH 7 civari ise siklikla histidin form
degistiriyordur
*Dikkat edilmeli: birbirine yakin katlanmis AA yan
zincirleri pKa degerlerini saptirabilir



ENZIM MEKANIZMALARI

Saflastiriimis bir enzimin etki mekanizmasinin tam anlasiimasi I 13 Main
tum substratlarin, kofaktor, koenzim, Grin ve dizenleyicilerin 16
anlasiimasini gerektirir
— | 43
: . - : 3 {
*Bunun disinda ara Urunlerin olus sirasi, her biri ara tirlin ve gegis 75 _@mis
durumunun yapisinin anlasilmasi gerekir S 58
B
. chain
*Onlarca yillik calismalar gerektiriyor
& Aspllt
3 iyi anlasiimis mekanizma 129
*Kimotripsin
. 136
*Heksokinaz 146
*Enolaz ! 149
| 168 g
. .. S i
*Kimotripsin 25 kDa 159 S
*Peptit baglarinin hidrolitik parcalanmasini saglayan proteaz 191 gy ©
enzimi, aromatik AA larin bitisigindeki peptit baglarini parcaliyor 501 D
*Uc bagimsiz ppz , disilfitlerle tutturulmu i
¢ bag PP S 220 |

*Hidroliz hizi kimotripsin varliginda 1 milyar kat artiyor

*iki ana asamada gerceklesiyor 45



ENZIM MEKANIZMALARI

Chymotrypsin
Ser!?? Ser!9®
N
B I—IO/ \B]-I (l)/
Y C\ ArX
RE—I]J—%—Rl 7'—’ 7 g
H + + + B ( Rz' N H 2)

H D i 20 WTLY

A-------- B

Acillenme evresi: peptit bagi kirilir ve enzimle ester bagi olusur
Deacillenme evresinde ester bagi hidrolizlenir ve acillenmemis serbest enzim yeniden olusturulur



ENZIM MEKANIZMALARI

Enzim ylzeyi seritsel gosterim oksianyon stabilizasyonu
hidrofobik cep
karbonik, hidroksil etkilesimi



ENZIM MEKANIZMALARI

Chymotrypsin
i{free enzyme)
Substrate (a polypeptide) Interaction of Ser!% and His57 generates a
Isms— o NPT strongly nucleophilic alkoxide ion on Ser!?5;
102 CW AA,—C—CH—NH—C—CH—NH—AA, . .
Asp :|— ,\ Hiss" the ion attacks the peptide carbonyl group,
o o R | forming a tetrahedral acyl- ES complex
'H enzyme. Thiz is accom-
N | panied by formation His™'
Sa=N, @ of a short-lived “u
HO—{Ser'™ negative charge Ny
When substrate binds, the side on the c:fﬂt:l-?:yl NN
H-“i{fhﬂb'c chain of the residue adjacent to :’:ﬁ?fm hich HO—{Ser'™
poc the peptide bond to be cleaved : o P,
- / \ nestles in a hydrophobic pocket is stabilized by AA—C—CH—NH—C—CH—NH—AA, —
Active site H H on the enzyme, positioning the Em‘; bond- 0O R (I!lj
Oxyanion hole Eq:,,-;?‘ fsrjl; peptide bond for attack. e el H
Gly'™ Sar™



ENZIM MEKANIZMALARI

Interaction of Ser!® and His5" generates a
strongly nucleophilic alkoxide ion on Ser!?5;

the ion attacks the peptide carbonyl group, Instability of the negative charge on
forming a tetrahedral acyl- ES complex the substrate carbonyl oxygen leads to
enzyme. This is accom- collapse of the tetrahedral inter-
panied by formation His™ mediate; re-formation of a double bond
of a short-lived “u d with carbon displaces the bond between
negative charge Ny _ Short-lived .  carbon and the amino group of the
on the carbonyl ‘N intermediate® o540 Jinkage, breaking the peptide
oxygen of the “HO—{Ser'™ (acylation) bond. The amino leaving
substrate, which P His_, group is protonated by
is stabilized by  AA,—C—CH—NH—C—CH—NH—AA, . % His%, facilitating its
hydrogen bond- O R ,:I!,j \ \g displacement.
ing in the = @ \=N-
oxyanion hole. P{H H\N ID -
et =) ‘g_(s‘“"
r C—CH—NH-L " CH— k. . age
Seo e Oksianyon stabilizasyonu
O R
A H
N
Gly'™ EGNIE Product 1
AA —C—CH—NHH

Asp stabilizes protonated his ® O R



Short-lived
intermediate®
(acylation)

H

@

\ﬁl‘ll')
1N O—{Ser'®

ENZIM MEKANIZMALARI

Instability of the negative charge on
the substrate carbonyl oxygen leads to
collapse of the tetrahedral inter-
mediate; re-formation of a double bond
with carbon displaces the bond between
carbon and the amino group of the
peptide linkage, breaking the peptide
bond. The amino leaving

His group is protonated by

2 His®7, facilitating its
displacement.

AA,—C—CH— S’IEA&’.—CH—NH—AA,.

H }
/ H
/N\

5»

Gly'™ ge 198

. Product 1
AA —C—CH—NHH

A----X

+ B (R,-NH,)

O—{Ser 198
(].‘-—CH-N H—AA,

H H

] H Gly 193 &rlﬁ
H—0

Acyl-enzyme
intermediate



ENZIM MEKANIZMALARI

O—{Ser'™
C—CH—NH—AA,

Short-lived

intermediate® H H
(deacylation) /1(\ /\\
/“ Glyms Serms
HiSST H—0O /
® “H Acyl-enzyme Acyl-enzyme
\ \% intermediate ) intermediate
N-—-H
e
(O-—{S-erm6 His™
H—0—C—CH—NH—AA, H
(g\ ® \N\gs An incoming water
&= N molecule is deprotonated
Collapse N/" H e <N e E—{Ser by general base catalysis,
~N—. _~N- Y P generating a strongly
:!: the Ci Gly'®  Ger'® H—0f_0—CH—NH—AA, nucleophilic hydroxide ion.
infatnedinte ) | Attack of hydroxide on the
P R /H i—I\ ester linkage :f the acyl—d
; enzyme generates a secon
It et o i G BB et it

oxygen in the oxyanion hole
again taking on a negative charge.

Oksianyon stabilizasyonu



Chymotrypsin

{free enzyme)
Substrate (a polypeptide)
‘mﬁ_mm}_rf‘] AA—C—C H—w—c— H—NH—AA,
\ His™' 0 Eli
X’H\Nﬁi
e k ®
HO—{Ser'™
) When substrate binds, the side
H"dmphnb'c chain of the residue adjacent to
the peptide bond to be cleaved
nestles in a hydrophobic pocket
Active m H H\ on the enzyme, positioning the
e o - peptide bond for attack.
Gly'™ Ser'®
single- )
). Most Enzyme-product 2
an pair (as in the Product 2 complex
HO—C—CH—NH—AA
han others; that is, they 4 His™
ive electronegativities of H\
*>*N=C=5=P=H.For Diffusion of the -
_ 2101 0 .
pa G._D (carbonyl) second product HO—{Ser'™
s relatively electron- from the active
lectrons. Many reactions site regenerates HO—C—CH—NH—AA,
iile)} reacting with an free enzyme.
Some common " il\
I:iSl]]'jF are shown at right. fNE? ,-é-“ e
iated at an unshared

sm diagrams. the hase

Short-lived

intermediate®

(deacylation)

N—H

(o—{se ==

H—O0—C—CH—NH—AA,

LY

H
/

Et?tllllz:pse ~N~ /\N\

cayl” Serlw
tetrahedral
intermediate
forms the second
product, a carboxylate anion,

and displaces Ser!9,

H

~ 9



ENZIM MEKANIZMALARI

-
=
«Zayif etkilesimler, kovalent kataliz ve Asit-Baz E
katalizi hem ES arabilesigini hem de gecis 2 201
durumu komplekslerinin stabilizasyonuna 3
a
katkida bulunarak kataliz islevinin yerine é
. v 1.0 -
gelmesini saglarlar = P
E
2
o
0 1 1 |
0 1 2 3
Time (mimn)
*Kimotripsin esterleri de hidrolizler ?

. . 0;N 0—C—CH 02N OH
*Yine 6nce acillenme (hizl) : “ ’ : @
Ardindan deagillenme (yavas) p-Nitrophenylacetate™___~"  p-Nitrophenol
*Serbest enzimler tamamen acillenene kadar N 0
hlZlI tepk|me Enz—0OH Enz—0—C—CH,4
*Bunun ardindan deagillenme hiz tayin edici >‘]°_W<
clinki serbest enzim eldesi bu basamaga bagl D

CH;—C—OH H,0

Acetic acid



ENZIM MEKANIZMALARI

. i - i Mg+ ATP
GIquozun C-6 sinin fosforillenmesi , Mg CH,OH g | CH,OPO2
varliginda

| Mg+ ADP

\J .

hexokinass

*C-6 daki hidroksil, suyla benzer yapida

*Su da enzimin aktif bolgesine serbestce girip

. f-n-Glucose Glucose 6-phosphate
citkar ama su fosforillenmez

*Suya oranla glukoz 1 milyon kat
katalizleniyor

*Peki neden?



ENZIM MEKANIZMALARI

*Heksokinaz dogru substratlar baglandiginda enzim konformasyonundaki degisiklik nedeniyle
Su ve glikozu ayirdedebilir = indiiklenmis uyuma 6rnek
*Su degil de glikoz ve Mg-ATP baglandiginda bu etkilesimden gelen baglanma enerjisi
katalitik olarak aktif formu olusturmak Gizere enzimde konformasyonel degisikligi dogurur
*Ksiloz da ayni degisimi dogurur ancak kendisi fosforillenmeyecek bir pozisyonda
*Su kendi basina tetikleyemez, ksiloz varliginda enzim su ile i o H o
Kandirilir, sekil degisikligi sayesinde su fosforillenir R ”
I—I—(I')—DH
HO—C—H
H—(C—0OH
H—C—0OH
H,0H

Glucose

(a) (h)

FIGURE 6-22 Induced fit in hexokinase. (a) Hexokinase has a U-shaped formational change induced by binding of D-glucose (red) (derived from
structure (PDB 1D 2YHX). (b) The ends pinch toward each other in a con- PDB ID 1HKG and PDB ID 1GLK).



ENZIM MEKANIZMALARI

*Enolaz glikoliz de etkin! D,% K,D G,% I;‘D
*Glikozdan eneriji E E L E E
*Suyun uzaklasmasi ile ¢ift bag olusumu H—C—0—P—-0 —0—P—-0" + H,0
*Mg kofaktoru ile ara Urlin stabilizasyonu I—I{le—éHE é) %I—IT, (!J
*Yan zincirler genel asit-baz katalizéru 2 Phosphoglycerate Phosphoenolpyruvate
Ma  POE S pok
N ) N
o) O H 0 H ' PO}
g N _é i oo S22 SN _é__ HOH I
Mg  CzC H [ Mg CC5C-H 2., 0 0 u
4 ;}'; (,k.}l A~ @ |\ -|'0/ '/(lm ® Ne—t=c”
( B0 0 \ g SHO 0 o’ M
H-N—H : - H-N*+H
oo I Jy,l:m. G2 Ly,l.u:. C,:f:z
{a)  2-Phosphoglycerate bound to enzyme Enolic intermediate Phosphoenolpyruvate .Mg+2 va ﬂlgl E|Ektr0n Zenglnlerini

stabil hale getirir
* Mg*2 varligi ayrica normalde
yiksek pKa ya sahip(ayrilmak

5

MECHANISM FIGURE 6-23 Two-step reaction catalyzed

by enolase. (a) The mechanism by which enolase converts istemeyen zayif asit protonu) C2
2-phosphoglycenate (2-PGA) to phosphoenolpyruvate. The

carboxyl group of 2-PCA s coordinated by two magnesium p roto n u n u n p Ka S| n | d U§u ru r' ra h at
ions at the active site. A proton is abstracted in step @ by

general base catalysis (Llys™™), and the resulting enolic

intermediate is stabilized by the two Mg”* ions. Elimination ayrl I I r

of the —OH in step (2) is facilitated by general acid
catalysis (Glu™""). (b) The substrate, 2-PGA, in relation to
the Mg?* jons, lys**, and GIu™"" in the enolase active
site. Hydrogen atoms are not shown. All the oxygen atoms
of 2-PCGA are light blue; phosphorus is orange (PDB 1D
TONEL.

(b)



DUZENLEYICI ENZIMLER

*Pekcok enzim, ardisik 6nemli metabolik yolda birlikte Hgﬁ—ii
calisir. Bu durumlarda ilk enzimin Grinu bir sonrakinin B Gog vThmemine
substrati olur. CH,
*Her bir metabolik yolda en yavas hiz sinirlayici tepkimeyi .
katalizleyip bitin tepkimenin hizini olusturan en azindan ("’@*,," debrypdratas
bir enzim vardir =2 bu enzimlere dizenleyici enzimler | A
denir i E
T
*Coklu enzim sistemlerinin cogunda dizinin ilk enzimi i _
diizenleyici enzimdir. Boylece gereksiz metobolit tretimi : ,,"
ve enerji tuketimi dnlenir. Baligi bastan kokutmuyor! i c
! E.
: *
i D
i E
oo
i HHI':[—l—H
*—-H—C—CH: r-Isoleucine
H,

tx,



DUZENLEYICI ENZIMLER

*iki ana sinifi vardir. Allosterik enzimler ve digerleri

*Allosterik enzimler genellikle kiiciik metabolitler veya
kofaktorler olan allosterik moddlatorler diye adlandirilan
bilesiklerin kovalent olmayan geri dontsumli
baglanmasiyla islev gorurler

*Diger duzenleyici enzimler geri dontsumli kovalent
modifikasyonla diizenlenirler

*Duzenleyici enzimlerin her iki sinifi da ¢oklu altbirimlere
sahiptir

FIGURE 6-32 Two views of the regulatory enzyme aspartate transcar-
bamoylase. (Derived from PDB ID 2AT2.) This allosteric regulatory en-



DUZENLEYICI ENZIMLER

*Allosterik enzimler modulator baglanmasina
yanit olarak konformasyonel degisiklige ugrar < [B> substrate
R

@ Positive modulator
]

Legz-active enzyme

*Basit enzimlerden yapisal olarak da ayrilir

A

*Aktif bolgeye (catalytic) ek olarak, modilator

-@ |+ @
baglanmasi icin dizenleyici bolgelere (regulator) [5;% c / R ?/
Birime Sahiptir More-active enzyme

*Nukleotit sentezinde kullanilan aspartat
karbamoylaz (12 ppz) da sari kirmizi yerler

regulator, maviler katalitik % c/ R#Mﬁve
enzyme-substrate
complex

*Modulatorler ya inhibitor ya da stimulator
olabilirler

*Stimulator kendi substrati ise homotropik
allosterik enzimler (Hb-enzim degil!)

*Moddilator kendi substratindan farkli ise ‘
heterotropik allosterik enzim O e e




DUZENLEYICI ENZIMLER-FEEDBACK INHIBISYON

*Bazi ¢coklu enzim sistemlerinde diizenleyici . g00
enzim, son Urunun derisimi hicre gereksinimini HN—C—H
astiginda son Urin tarafindan inhibe edilir H-C—OH
*Bu sekilde bitin ardisik enzimlerin Hy
substratlari azaldigi icin dusik hizlarda -2 |, e
calisir i N
*Hiz azalinca Grin zamanla tikenir i |
«Uriin azalinca ilk enzimin aktivitesi artar : \
Uriin olusur ve denge saglanir i B
| E
*Treonin dehidrataz heterotropik allosterik i :
bir inhibisyon 6rnegi gosterir i )
*substrattan farkl olan izolésin modulatori i .
regulator kisma baglanarak inhibisyonu : K
tetikler i 00
| N
*Hicbir ara Grin degil sadece son Urin ilk L H_E_CHE  leslencine
enzimi inhibe eder -
*Son Urin de hicbir enzimi degil sadece JJH».

treonin dehidratazi inhibe eder



ALLOSTERIK DUZENLEYICI ENZIMLER-MM Sapma

*Hiberbolikden ziyade sigmoit bir egri

*VVmax /2 degerine tekabul eden S bulunabilir

ancak bu Km degildir ¢clinki MM davranisi

gostermiyor

*[S]y 5 veya K, 5 bunun igin kullanihyor S=> modulator yani?

*Sigmoit davranis coklu altbirimler arasi
etkilesimi yansitir.
*Bir altbirimin yapisindaki degisiklikler
kovalent olmayan etkilesimlerle komsu
altbirimlerdeki yapisal degisiklikleri tetikler
*Enzimin katalitik aktivitesi ve tepkime hizi
basit enzimlerden farkli olarak altbirimlerin
birbirlerini tetiklemesi ile olusuyor
*Basit enzimde substrata uygun cep ve
MM davranis, hiberbolik egri
*Burda ise M baglanacak ona gore
altbirimlerde yapisal degisiklik...
*Stimulator varliginda ayni hiza ulasmak daha az
Sile, inhibitor varliginda ise daha fazla Sile
mumkun >

Vi (e Mimin)

V, (M min)

(a)

[S] (mm)
i(h)



DUZENLEYICI ENZIMLER-KOVALENT MODIFIKASYON

*Bu dlizenleyici enzimlerde aktivite, enzimin

kovalent modifikasyonuyla saglanir PhospRoryistion
(Tyr. Sor, Thr, His)
ATP ADP
*Fosforil, adenil, metil gibi gruplar diizenleyici Ens—S o o B g
enzimlere baska enzimler tarafindan kovalent .
v SudEnylylalbon
olarak baglanir veya uzaklastirilir (Tye)
ATP PP, 9
. . . . . I—I"‘h-il-l P—i3—CH Adani
*Metillenme 6rnegi: Bakterilerde kemotoksis | ! e

proteini bir ¢cozeltide ceken molekullere dogru
ylzmeyi, ve tehlikelilerden kagmayi saglayan
Uridyiviation

sistemin bir pargasi. (Tyr)
UTF PP,

0
. . fnr—ed s P B0 CH,
*Bilinen kovalent modifikasyonlarinin o

cogunlugunu fosforillenmeler olusturuyor 1
BH  OE
. . . .e .o . Hmmnn
*Bir proteinin 6zgll AA kalintilarina fosforil ()
takilmasi islemini protein kinazlar gerceklestirir. mthionie Bemscysans
Enz T ‘nz—CHa

*Ayrilmasini da fosfotazlar katalizler



DUZENLEYICI ENZIMLER-KOVALENT MODIFIKASYON

*Boyle bir modifikasyonun yapisal degisiklikleri (Glucose), + P, — (glucose), , + glucose 1-phosphate
tetikleyecegi aciktir Glycogen Shortened
*Hicbir AA cift negatif yiikte yan grubu yok glycogen
*Negatif yukli AA lerle elektrostatik itme
*Uc boyutlu yapi (aktif bélge konf.) degisimi Sert OH OH Ser’
substrat baglanmasi ve katalizde degisim chain  CH, CH, chain

- v. o Phosphorylase b
*Bunun bir 6rnegi kas ve karacigerde (less active)

glikojen depolarindan glikoz c¢ikaran glikojen

fosforilaz enziminde gorulebilir ! \
*Diizenleyici bir enzim |, 72P 2ATP~ |
. . . shosphorylase shosphoryla

*Bunun fonksiyonu fosforillenme ile " phosphatase inase

. . | |
dizenlenir 2H,0 2ADP
*Serinlere fosforil takilmasi fosforilaz a \ /
formunu daha aktif formu dogurur @\ ;@.

*Bu isi yapan enzim Fosforilaz kinaz
l:H2
*Aktif formdan fosforil uzaklastirilmasi ve / / / hosphorylase a
. . . {more active)

tekrar normal Ser formuna donmesi az aktif

forma cevirir
*Bu isi yapan enzim fosforilaz fosfataz



DUZENLEYICI ENZIMLER-KOVALENT MODIFIKASYON

*Glikojen fosforilaz bir kinaz midir?

Ser'* (OH OH Ser'4

gide | | gide

. v. . . hai CH CH. hai
*Protein degil ama Carbohidrat Kinaz N e e

M
*Fosforillenme substrat baglanma yatkinhgini Phosphorylase b
da d6é|§tlrebl|lr (less active)

*Sitrik asit donguslinde bir enzim olan izositrat

dehidrogenaz fosforillendigi zaman elektrostatik ,f \
. . v . . | 2P, 2ATP~_|
itme kaynakh sitratin baglanmasini inhibe eder. ph...:ph...-_\-_i.ﬁ.( )1 —
phosph kinase
f
*O zaman sitrat ne yuklG? ".\ 2H,0 2ADP /
*Trikarboksilik asit
@\ A2
n::H2

Phosphorylase a
(more active)




DUZENLEYICI ENZIMLER-KOVALENT MODIFIKASYON

*Protein kinazlarin AA diziliminde fosforilledigi ortak yapisal motifler yani AA dizileri var
*Bunlara konsensus dizileri ismi verilir
*Yani her AA yi degil de belli bir kod sirasini takiben fosforil grubunu takiyorlar
*Tipik olarak serin (S), tyrosin (Y) ve treonin (T) kalintilari fosforillenir

*Bazi kinazlar bazik komsulara sahip olan kalintiyi, bazilari hidrofobik kalinti komsularini,
bazilari prolin komsularini fosforiller

TABLE 6-10 Consensus Sequences for Protein Kinases

Protels kinzse Consensus sequence and phosphoryialng resdue” ) )
Hidrofobik

Protedn idnass & H-R-{RyW) [ T

Protein nass G R-RHR W5 T

Protedn idnase C R K| R B3 T-B-{R K- )

Protein kinase B H-R-X{5, THK-

ca’* fcaimodelin kdnase | ~B-X-R- %% (5 T 4-K-T-B-

£a’ ! fraimodulin knase || B[R WM T

Miyosin gt chain kinase (smooT musce] H-%-A-X-%-5-X-B-B-

Phoepionase b iinase K- R-H--5-V-R-

Extracellulsr sipral-mpulated Mnase (ERK) X5, THP-P-

Cyciin-dependent prmtzin knase {oie?) -5 THP-T{ KR}

Casein Mnase | Sy TR-R-{H5, THB

Casein knase Il -5, T/ Dy S, o -

H-AdENETEC recapior kKinase +{DYE), A5 THE-¥-X-

Ahodopsn Knase S THE),-

IFesuilln recepior knase R-E-E-E-Y MWK R SR -G-D- VM T- M- -G K- _
L—P--T-G-D-Y- M- N-M-5-P-¥-G-D- Bazik

Epiermal gowth tactor (EGF) recepior Kingse

LEEEYFEIV

E glutamat



