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Enzimler ve Yasamin Temel
Gereksinimler:

- Yasamin suirdiiriilebilmesi icin organizmanin kendini cogaltabilmesi ve
kimyasal reaksiyonlari verimli ve secici bicimde katalizleyebilmesi gerekir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
S~
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Canl1 hiicrelerdeki pek cok kimyasal reaksiyon, katalizér olmadan biyolojik
gereksinimleri karsilayamayacak kadar yavas gerceklesir.

- Enzimler, biyolojik sistemlerde reaksiyon hizlarini olaganiistii ol¢lide
artiran yliksek diizeyde 6zellesmis proteinlerdir.

- Enzimlerin katalitik gilicii cogu zaman sentetik veya inorganik
katalizorlerden cok daha yiiksektir.
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Enzimlerin Biyolojik Onemi

- Enzimler substratlarina karsi yiiksek 6zgiilliik gosterir ve kimyasal
reaksiyonlari ¢cok yliksek hizlarda gerceklestirebilir.
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- Enzimatik reaksiyonlar, cogunlukla hiicresel ortamin 1liml sicaklik ve pH
kosullarinda gerceklesir.

- Hicrelerde ylizlerce reaksiyonun diizenli diziler halinde ilerlemesi,
besinlerin parcalanmasini ve kimyasal enerjinin kullanilabilir hale
gelmesini saglar.

- Enzimler ayni1 zamanda basit onciillerden biyolojik makromolekiillerin
sentezlenmesine olanak saglar.
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KEnzimlerin Tip ve Biyoteknolojdeki
Onemi

- Kalitsal genetik hastaliklarda belirli bir enzimin eksikligi veya tamamen
bulunmamasi 6nemli klinik sonuclara yol acabilir.
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- Bazi hastaliklarda ise bir veya daha fazla enzimin asiri1 aktivitesi
gortulebilir.

- Kan plazmasi, eritrositler veya doku orneklerindeki enzim aktivitelerinin
Olciilmesi baz1 hastaliklarin tanisinda 6nem tasir.

- Enzimler 1laclarin baslica etki hedefleri arasinda yer alirken kimya
miithendisligi, gida teknolojisi ve tarimda da 6nemli uygulamalara sahiptir.
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Enzim Arastirmalarinin Tarihsel
Gelisimi

- Biyolojik katalizin bilimsel olarak incelenmesi, 1700'ii yillarin sonlarinda
etin mide salgilari tarafindan sindirilmesinin arastirilmasiyla baslar.
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- 1800'l1 yallarda nisastanin tiikiirtik ve cgesitli bitki 6ziitleri tarafindan
sekere donilistiiriilmesi tizerine calismalar stirdurtliir.

- Louis Pasteur, maya tarafindan gerceklestirilen sekerin alkole
fermantasyonunun “fermentler” olarak adlandirdigi yapilar tarafindan
katalizlendigini ileri stirer.

- Pasteur bu fermentlerin canli maya hiicrelerinin yapisindan
ayrilamayacagini distiniir.
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Buchner ve Hiuicre Dis1 Kataliz

- Eduard Buchner 1897'de maya o6ziitlerinin, canli maya hiicreleri
ortamda bulunmasa bile sekeri alkole fermente edebildigini
gosterir.
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- Bu bulgu, fermantasyonda gorev alan katalitik yapilarin
hiicreden ayrildiktan sonra da islev gorebildigini ortaya koyar.

- Buchner'in ¢calismalari biyokimya biliminin gelisiminde énemli
bir doniim noktas1 olusturur.

- Frederick W. Kithne daha 6nce bu molekiilleri tanimlamak ic¢in
“enzim” terimini kullanmistar.
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Enzimlerin Protein Yapisinin Ortaya
Konmasi

- James Sumner 1926'da lireaz enzimini izole
edip kristallestirerek enzimlerin yapisinin
anlasilmasinda 6nemli bir ilerleme saglar.
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- Sumner, ureaz kristallerinin tamamen
proteinden olustugunu ve enzimlerin protein
yapisinda oldugunu ileri siirer.

é‘

J. B. S. Haldane [ /

- John Northrop ve Moses Kunitz'in pepsin,
tripsin ve diger sindirim enzimlerini
kristallestirmesi bu goriisii destekler.

1892-1964
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Eduard Buchner James Sumner
1860-1917 1887-1955
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- J. B. S. Haldane ise enzim ile substrat
arasindaki zayif baglanma etkilesimlerinin
katalitik siirecte kullanilabilecegini 6ne stirer.
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Enzimlerin Protein Yapisi ve
Katalitik Aktivite

- Kiiciik bir katalitik RNA grubu disinda bilinen enzimlerin tamama
proteindir.
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- Enzimlerin katalitik aktivitesi, dogal protein konformasyonlarinin
butinligliine baghdir.

- Bir enzim denatiire oldugunda veya alt birimlerine ayrildiginda katalitik
aktivitesi genellikle kaybolur.

- Protein yapisinin birincil, ikincil, tictinciil ve dordiinciil diizeyleri enzimlerin
katalitik iglevleri acisindan 6nem tasir.
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Enzimlerin Molekiiler Buyukligt ve
Yardimeci Bilegenler:

(Lehninger-Biochemistry)

o — - Enzimler diger proteinler gibi yaklasik Enzimler icin Ko-Faktor Olarak
(= 12.000'den 1 milyonun tizerine kadar Gorev Yapan Bazi Inorganik lyonlar
o degisebilen molekiiler agirliklara sahip olabilir. iyonlar Enzimler
— Y
o r— ) Coe i . : et Sitokrom oksidaz
o - Baz1 enzimler aktivite icin kendi amino asit - , , .
Cq . . Fe?" veya Fe3* Sitokrom oksidaz, katalaz, peroksidaz
e kalintilar1 disinda herhangi bir kimyasal gruba - , ,
ey - K Piruvat kinaz
) 1thtiya¢c duymaz. 5 :
- Mg Heksokinaz, glukoz 6-fosfataz,
“ . . .. .. piruvat kinaz
e - Baz1 enzimlerin aktivitesi ise Fe?*, Mg2?*, Mn?* = A gt
702 oibi ] T 1 bashd Mn Arjinaz, ribonukleotid rediiktaz
— veya Zn?>* gibi inorganik iyonlara baglidir. i B fiedone
(aa] . ) o . Ni2* Ureaz &
- Enzimlere yardimeci olan bu inorganik iyonlar : =
. . . Se Glutatyon peroksidaz E
A kofaktor olarak adlandirilir ve 6rnekleri — >
daki blod Tmist Zn%* Karbonik anhidraz, alkol dehidrogenaz, b
yandaki tabloda verilmigtir. karboksipeptidazlar A ve B &
A
2
ol
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Enzimlerde Kofaktor Olarak Gorev
Yapan lyonlar

(Lehninger-Biochemistry)

i - Yandaki tablo, farkli enzimlerin aktivitesinde Enzimler icin Ko-Faktor Olarak
(= kofaktor olarak gorev yapan cesitli inorganik Gorev Yapan Bazi Inorganik lyonlar
(e 1yonlar1 gostermektedir. iyonlar Enzimler
o— oy s . ot ar - chot Sitokrom oksidaz
o0 - Cu?' sitokrom oksidazda; Fe*" veya Fe®" ise — — _ ,
tok ksid katal ksidazlard Fe“" veya Fe Sitokrom oksidaz, katalaz, peroksidaz
e sitokrom oksidaz, katalaz ve peroksidazlarda o -y e
== gorev alir. o2t :
(e g Heksokinaz, glukoz 6-fosfataz,
“ ... . . . piruvat kinaz
D - K" pirtivat kinazla, Mg** 1se hekzokinaz, glukoz | . Arjinaz, riboniikleotid rediiktaz
— 6-fosfataz ve pirivat kinazla iligkilidir. i Biriradenaz
(aa) . .. . Ni2* Ureaz 5
- Mn?*, Mo, Ni?*, Se ve Zn?" gibi iyonlarin gorev . e s E
- . v . . . e utatyon peroksiaaz
A aldig1 diger enzim 6rnekleri de tabloda = pEEpS : 2
] Zn Karbonik anhidraz, alkol dehidrogenaz, %
sunulmustur. karboksipeptidazlar A ve B @
A
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Koenzimler ve Tasidiklar: Kimyasal
Gruplar
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N - Bazi Qnmmler aktivite i¢in - Belirli Atomlarin veya Fonksiyonel Gruplarin Gegici Tagtyicisi Olarak Gorev Yapan Bazi Koenzimler
=) koenzim olarak adlandirilan . _ - — —
e karmasik organik veya Koenzim Aktanlan kimyasal grup(lar)a ornekler ~ Memelilerdeki diyet kaynadi (onciil madde)
(- metalloorganik molekiillere Biyositin €O, (karbondioksit) Biyotin
> ihtiya(; duyar. Koenzim A Acil gruplar Pantotenik asit ve diger bilesikler
E 5'-Deoksiadenosilkobalamin H atomlari ve alkil gruplari Vitamin B, ,
- Koenzimler enzimatik (koenzim B1;)
m reaks:lyonlar S]_I-aS]_nda bellr]_l Flavin adenin dintikleotid (FAD) Elektronlar Riboflavin (vitamin B,)
p— fonksiyonel gruplarm geQICl Lipoat (lipoik asit) Elektronlar ve agil gruplari Diyetle alinmasi gerekmez
| tasiyicilari olarak gorev yapar. Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™) Hidrit iyonu (:H™) Nikotinik asit (niasin)
s | Piridoksal fosfat (PLP) Amino gruplar Piridoksin (vitamin B)
- Koenzimlerin buyuk boluimu Tetrahidrofolat (THF) Tek karbonlu gruplar Folat
prp— Vitaminlerden tiiretﬂir ve Tiamin pirofosfat (TPP) Aldehit gruplari Tiamin (vitamin B;)

beslenmeyle kiiclik miktarlarda

alinmasi gereken organik
bilesiklerle iligkilidir.

> B

- Baslica koenzimler, tasidiklari
kimyasal gruplar ve
memelilerdeki onciilleri yandaki
tabloda verilmistir.
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Yandaki tabloda biyositinin
CO:, koenzim A'nin ise acil
gruplarinin tasinmasinda
gorev aldigr goriilmektedir.

5'-Deoksiadenozilkobalamin
H atomlar: ve alkil
gruplarini, FAD ise
elektronlar: tasir.

Lipoat elektron ve acil =~
gruplarinin; NAD* ise hidrit
1yonunun tasinmasinda
gorev yapar.

Piridoksal fosfat,
tetrahidrofolat ve tiamin
pirofosfat sirasiyla amino,
tek karbonlu ve aldehit
glru larinin taginmasiyla
1ligkilidir.

Koenzim
Biyositin
Koenzim A

5'-Deoksiadenosilkobalamin
(koenzim By5)

Flavin adenin dintikleotid (FAD)

Lipoat (lipoik asit)

Nikotinamid adenin dintikleotid (NAD*)
Piridoksal fosfat (PLP)

Tetrahidrofolat (THF)

Tiamin pirofosfat (TPP)

Aktanilan kimyasal grup(lar)a drnekler
CO, (karbondioksit)
Acil gruplan

H atomlari ve alkil gruplari

Elektronlar

Elektronlar ve acil gruplari
Hidrit iyonu (:H™)

Amino gruplari

Tek karbonlu gruplar
Aldehit gruplari

Baslica Koenzimlerin Islevleri
- Belirli Atomlarin veya Fonksiyonel Gruplarin Gegici Tagiyicisi Olarak Gorev Yapan Baz Koenzimler

Memelilerdeki diyet kaynadi (onciil madde)
Biyotin

Pantotenik asit ve diger bilesikler

Vitamin B,

Riboflavin (vitamin B,)
Diyetle alinmasi gerekmez
Nikotinik asit (niasin)
Piridoksin (vitamin Bg)
Folat

Tiamin (vitamin B;)
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Prostetik Grup, Holoenzim ve
Apoenzim

- Baz1 enzimler aktivite icin hem koenzime hem de bir veya daha fazla metal
1iyonuna ihtiyac¢ duyabilir.
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- Enzim proteinine c¢ok siki veya kovalent bicimde baglanan koenzim ya da
metal iyonu prostetik grup olarak adlandirilir.

- Katalitik olarak aktif enzim ile baglh koenzim veya metal iyonlarinin
olusturdugu tam yap1 holoenzim olarak tanimlanir.

- Proteinden olusan enzim kismi ise apoenzim veya apoprotein olarak
adlandirilir.
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Enzim Aktivitesinin Diuzenlenmesi

- Baz1 enzim proteinleri fosforilasyon, glikozilasyon ve benzeri siireclerle
kovalent olarak degistirilebilir.
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- Bu tir yapisal degisikliklerin bircogu enzim aktivitesinin diizenlenmesinde
gorev alir.

- Enzimlerin katalitik islevi yalnizca protein yapisina degil, gerekli yardimci
bilesenlerin varligina da bagli olabilir.
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Enzimlerin Adlandirilmasi

- Bircok enzim, substratinin veya katalizledigi reaksiyonun adina “-az” eki
eklenerek adlandirilir.
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. Ureaz tirenin hidrolizini, DNA polimeraz ise DNA olusturmak tizere
nikleotidlerin polimerizasyonunu katalizler.

- Tripsin ve pepsin gibi bazi enzimlerin adlar: ise katalizledikleri 6zgtil
reaksiyonlar bilinmeden 6nce verilmistir.

- Ayn1 enzimin birden fazla ad tasimasi veya farkli enzimlerin ayni adla
anilmasi sistematik bir siniflandirmay1 gerekli kilmistir.
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Enzimlerin Uluslararasi
Siniflandirilmasi
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- Her Sl.l’llf, katalizlenen ; Ligazlar ATP’nin veya benzer bir kofaktoriin hidrolizi ile eslesmis kondensasyon
reak81§[onun daha ayrintili reaksiyonlari yoluyla C—C, C—S, C—O ve C—N baglarinin olusumu

ozellik

ayrilir.

erine gore alt siniflara

-—0 - Uluslararasi bir sistem _ Enzimlerin Uluslararasi Siniflandirmasi
o enzimleri katalizledikleri
— reaksiyon tipine gore alti Sinifno.  Sinif adi Katalizlenen reaksiyon tipi
g temel sinifa ayirir. 1 Oksidoreduiktazlar Elektron transferi (hidrit iyonlari veya H atomlari)
E - Bu siniflar 2 Transferazlar Grup transferi reaksiyonlari
oksidorediiktazl_ar, 3 Hidrolazlar Hidroliz reaksiyonlari (fonksiyonel gruplarin suya transferi)
(q e transferazlar, hidrolazlar, T .
. . 4 Bzt Cift baglara grup eklenmesi veya gruplarin uzaklastirilmasiyla
== liyazlar, izomerazlar ve y b
- ligazlardan olusur. _ _
S 5 Izomerazlar Izomerik formlar elde etmek tizere molekaiiller i¢inde grup transferi
@ o

- Alt1 temel enzim sinifi ve
katalizledikleri reaksiyon
tirleri yandaki tabloda
sunulmustur.
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Alt1 Temel Enzim Sinifi

(Lehninger-Biochemistry)

eslesmis kondensasyon
reaksiyonlarinda cesitli baglarin
olusumunu katalizler.

- Yandaki tabloya gore _ “ o
G =5
LI oksidorediiktazlar elektron Enzimlerin Uluslararasi Siniflandirmasi
c transfermli transferazlar ise Sinifno.  Sinif adi Katalizlenen reaksiyon tipi
o fonksiyonel grup transferini
katalizler. 1 Oksidoreduktazlar Elektron transferi (hidrit iyonlari veya H atomlari)
—
E . Hidrolazlar hidroliz 2 Transferazlar Grup transferi reaksiyonlari
r'eaksiyon.larlnl ergeklegtirirken 3 Hidrolazlar Hidroliz reaksiyonlari (fonksiyonel gruplarin suya transferi)
S liyazlar Q1-ft-bag ara grup : Cift baglara grup eklenmesi veya gruplarin uzaklastirilmasiyla
= eklenmesini veya gru 4 Liyazlar A
D . cift bag olusumu
[ e uzaklagtirilmasiyla ¢ift bag
S olusmasml katalizler. 5 izomerazlar izomerik formlar elde etmek iizere molekiiller icinde grup transferi
: vy e . ; ATP’nin veya benzer bir kofaktérin hidrolizi ile eslesmis kondens
: 6 Ligazlar y slesmis kondensasyon
& éi%rgfarranzllgggfgé%kgh;grﬁiglé;ek B reaksiyonlar yoluyla C—C, C—S, C—O ve C—N baglarinin olusumu
(aa 1zomerik yapilarin olugsmasini =
saglar. B
A . Ll%azlar ATP veya benzeri bir =
kofaktoriin parcalanmasiyla 0
A
E
A
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Enzimlerin EC Numaralari

- Her enzime reaksiyon siniflandirmasini yansitan dort boliimli bir
smiflandirma numarasi ve sistematik bir ad verilir.
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- ATP + D-glukoz — ADP + D-glukoz 6-fosfat reaksiyonunu katalizleyen
enzim ATP:glukoz fosfotransferazdir.

- Bu enzimin EC 2.7.1.1 numarasindaki ilk say1 transferaz sinifini, ikinci say1
fosfotransferazlari ve ligclincii say1 hidroksil grubunun alici oldugunu belirtir.

- Dordiinci say1 enzimin kendi alt stnifindaki 6zgiill konumunu belirtirken
enzimin yaygin adi hekzokinazdir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Enzim—Substrat Etkilesimi ve Aktif
Bolge

- Enzimlerin katalitik 6zellikleri, substratin enzimin
belirli bir bélgesine baglanmasiyla yakindan iligkilidir.
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- Yandaki figlirde kimotripsin enziminin ylizeyine
baglanmis bir substrat ve aktif bolgedeki bazi amino
asit kalintilar1 gosterilmektedir.

- Substrat aktif bolgeye baglanirken enzimin belirli
amino asit kalintilariyla etkilesime girer.

- Enzimlerin katalitik mekanizmalarinin anlasilmasi, bu
0zgll molekiiler etkilesimlerin incelenmesine dayanair.
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Enzimler Nasil Calisir?

- Hicresel kosullarda bircok biyolojik reaksiyon kendiliginden
gerceklesemeyecek kadar yavasg ilerler.
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- Bunun 6nemli nedenlerinden biri, reaksiyon sirasinda kararsiz yiikli ara
urinlerin veya gecici molekiiler diizenlenmelerin olugsmasidair.

- Enzimler, belirli bir reaksiyonun daha hizli gerceklesebilecegi 6zgiil bir
ortam saglayarak bu kinetik engellerin asilmasini saglar.

- Enzim—substrat kompleksinin olusmasi, enzimatik katalizin anlasilmasinda
temel baslangic noktasidir.
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Aktif Bolge ve Enzim—Substrat
Kompleksi

- Enzim molekiiliindeki 6zel bir cep veya yarik, aktif
bolge olarak adlandirilir.
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- Aktif bolgeye baglanan ve enzimin etki ettigi molekiil
substrat olarak tanimlanir.

- Aktif bolgedeki amino asit kalintilar: substratla
etkilesir ve onun kimyasal donlisimiini katalizler.

- Aktif bolgenin substrati ¢cevrelemesiyle olusan enzim—
substrat kompleksi, enzimatik reaksiyonun temel
basamaklarindan biridir.
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Enzimler Reaksiyon Hizini Degistirir

- Basit bir enzimatik reaksiyon E + S = ES = EP = E + P biciminde
gosterilebilir.
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- Burada E enzimi, S substrati, P Girtini; ES ve EP ise enzimin substrat ve
urinle olusturdugu gecici kompleksleri temsil eder.

- Bir katalizoriin temel islevi reaksiyonun hizini artirmaktir.

- Enzimler reaksiyon hizini degistirirken reaksiyonun denge konumunu
degistirmez.
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Serbest Enerj1 ve Reaksiyon
Koordinati

- Bir reaksiyonun enerji degisimleri, serbest A
enerjinin reaksiyonun ilerleyisine karsi ilon L
cizildigi reaksiyon koordinati @ - Fo
diyagramaiyla aciklanabilir.
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Transition

AGH

- Baslangictaki substrat ve son durumdaki - AG*

urin, belirli kogullarda kendi temel
durumlarinda bulunur.

Free energy, G
;

- Substrat i1le Uirunun temel durumlar: state P
. .o Ground
arasindaki serbest enerji farki, e
reaksiyonun standart serbest enerji Reaction coordinate

degisimiyle iligkilidir.
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- Bu enerji iligkileri ve gecis durumu
yandaki figiirde reaksiyon koordinati

uzerinde gosterilmektedir.
Bektas Tepe
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AG® ve Kimyasal Denge

- Biyokimyasal reaksiyonlarda standart A
serbest enerji degisimi genellikle AG®' i1le iliont
ifadeedilir. @ R g —
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- AG?, biyokimyasal sistemler i¢cin standart

kosullarin yani sira pH 7 kogulunu da
dikkate alir.

Free energy, G

- S ve P arasindaki denge, bu 1ki temel
durumun serbest enerjileri arasindaki state | =
Ground

fark: yansitir. e

Reaction coordinate
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- AG®' degeri negatif oldugunda S — P
reaksiyonu termodinamik acidan
elveriglidir ancak bu durum reaksiyonun
mutlaka hizli gerceklesecegi anlamina

gelmez.
Bektas Tepe
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Gecls Durumu ve Aktivasyon
Enerjisi

- Substratin iriine doniisebilmesi i¢in temel A
durum ile tirtin arasinda bulunan bir ststedd)
enerjl bariyerinin asilmasi gerekir. i s g

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

Transition

- Enerji bariyerinin en yiiksek noktasinda
reaksiyona giren molekiiliin parcalanma
veya urine doniisme olasiliklar: esittir.

AG*
S—P AGH

Free energy, G
;

- Bu ytiiksek enerjili durum gec¢is durumu, s | o b
temel durum ile gecis durumu arasindaki state =
Ground

enerji farki ise aktivasyon enerjisi AGi -
olarak adlandirilir. Reaction coordinate

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

- Aktivasyon enerjisi yiikseldikce reaksiyon
yavaslar; sicaklik veya basing artisi ise
yeterli enerjiye sahip molekiil sayisini

artirabilir.
Bektas Tepe
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Enzimler Aktivasyon Enerjisini

Dusurur

- Enzimler reaksiyon dengesini degistirmeden
aktivasyon enerjisini diigiirerek reaksiyon
hizini artirir.

- S — P reaksiyonunu katalizleyen bir enzim,
ters yondeki P — S reaksiyonunu da
katalizleyebilir.

- Enzim yalnizca S ve P arasindaki
dontisimiin daha hizli gerceklesmesini
saglar; denge noktasini degistirmez.

- Katalizlenen ve katalizlenmeyen
reaksiyonlarin aktivasyon enerjileri yandaki
figlirde karsilastirilmaktadir.

Bektas Tepe
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Free energy, G

A Transition state ¥

Reaction coordinate

=—  Uncatalyzed pathway ES = enzyme-substrate complex

Catalyzed pathway (via intermediates)  EP = enzyme-product complex

\ 4
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Enzimler Dengeye Ulagsmayi
Hizlandirir

- Termodinamik acidan elverisli bir 4 T iotate »
reaksiyonun hiicresel kosullarda 6l¢iilebilir
hizda gerceklesmesi garanti degildir.
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- Ornegin sakkarozun oksijenle CO: ve H-0O'ya
doniisiimi buylk ve negatif bir AG®
degerine sahip olmasina ragmen ytliksek bir
aktivasyon bariyeri tasir.

Free energy, G

\ 4

- Sakkaroz hiicre diginda oksijen varliginda Reaction coordinate
uzun sure kararli kalabilirken hiicre icinde
enzimlerin katalizledigi reaksiyon dizileriyle
hizla parcalanir.

=—  Uncatalyzed pathway ES = enzyme-substrate complex

Catalyzed pathway (via intermediates)  EP = enzyme-product complex
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- Enzimler boylece termodinamik olarak
miimkiin déniisiimlerin biyolojik olarak
kullanilabilir zaman 6l¢ceklerinde

gerceklesmesini saglar.
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Reaksiyon Ara Uriinleri ve Hiz
Belirleyici1 Basamak

- Cok basamakli reaksiyonlarda kimyasal
olarak tanimlanabilen gecici tiirler
reaksiyon ara uriinleri olarak adlandirilir.
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A Transition state ¥

- Enzimatik reaksiyonlardaki ES ve EP
kompleksleri bu tiir ara triinlere 6rnek
olusturur.

Free energy, G

\ 4

- Ardisik ara uriinlerin birbirine déniismesi Reactiomcaomiiats
birer reaksiyon basamagidir.

=—  Uncatalyzed pathway ES = enzyme-substrate complex

Catalyzed pathway (via intermediates)  EP = enzyme-product complex

- En yiiksek aktivasyon enerjisine sahip
basamak hiz belirleyici basamak olarak
adlandirilir ve belirli kogullarda toplam
reaksiyon hizini sinirlar.
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Termodinamik ve Kinetik Arasindaki
fliski
- Reaksiyon dengesi standart serbest enerji degisimi AG®, reaksiyon hizi ise

aktivasyon enerjisi AGi ile iligkilidir.
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- Bir reaksiyonun denge sabiti K',, = [P]/[S] bagintisiyla ifade edilebilir.

- Standart serbest enerji degisimi ile denge sabiti arasindaki iligki
AG® =-RT In K',, bagintisiyla tanimlanir.

- Buyik negatif AG®' degerleri elverisli dengeyi gosterse de reaksiyonun hizl
gerceklegecegini tek basina gostermez.
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Denge Sabiti ve Standart Serbest
Ener

. Yandaki tablo, K',, ile AG” arasindaki nicel || NN Keaile AG" Arasindaki iliski
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H—
_g iliskiyi gostermektedir. K, AG’® (kJ/mol)
= - K, degeri 1 oldugunda AG® sifirdir ve substrat 10:: ol
N 1le tirtin arasinda belirgin bir termodinamik L L
S tstiinlik bulunmaz. e =
=, 10 17.1
=
 — - K’ arttikca AG®" daha negatif, K',, azaldik¢a o A
= : PP 10 5.7
1se daha pozitif degerlere ulagir. : 55
E‘ - Bu 1ligki, reaksiyonun denge konumunun 18; __1?'1
standart serbest enerj1 degisimiyle dogrudan T e
A baglantili oldugunu ortaya koyar.
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Reaksiyon Hizinin Matematiksel
Ifadesi

- Bir reaksiyonun hizi, reaktanlarin derisimine ve hiz sabiti k olarak
adlandirilan katsayiya baglhdir.
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- Birinci dereceden S — P reaksiyonu ic¢in hiz bagintisi V = k[S] seklindedir.

. Iki farkli bilesigin carpigsmasina baglh ikinci dereceden bir reaksiyonda hiz
V = k[S:1][S:] seklinde ifade edilir.

- Gecis durumu teorisine gore hiz sabiti ile aktivasyon enerjisi ters iligkilidir;
diisiik aktivasyon enerjisi daha hizli reaksiyona karsilik gelir.
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Enzimlerin Olaganiistii Katalitik
Gicu
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saglayabilir.

-—0 - Enzimler reaksiyon hizlarini yaklagik 5-17 Enzimler Tarafindan Saglanan Bazi
(= kat artirabilen son derece giiclii Hiz Artiglan
o katalizorlerdir. Siklofilin 10°
> Z _ . . . Karbonik anhidraz 10F
o0 : Fgrkh ?nmmlemn sagladlgl hiz artls.larl.na. Trioz fosfat izomeraz s
&S 1ligkin 6rnekler yandaki tabloda verilmistir. T Soi
= . .. ) . Fosfoglukomut 10*2
 — - Ornegin karbonik anhidraz yaklasik 107 e el
g y s > 8 13
e tireaz 10" ve orotidin monofosfat Suksil Kodrinviiraz 1014
dekarboksilaz 107 diizeyinde hiz artis: Ueenz 2
E Orotidin monofosfat dekarboksilaz 107
A

- Bu buytk katalitik etkinin temelinde
aktivasyon enerjisinin 6nemli 6l¢tide
distrilmesi yer alir.
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Enzimatik Katalizin Iki Temel Ilkesi

- Enzimlerin katalitik gliciinliin 6nemli b6liimii, enzim ile substrat arasindaki
cok sayidaki zayif etkilesimden aciga cikan serbest enerjiden kaynaklanir.
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- Bu etkilesimlerden saglanan enerji baglanma enerjisi AGg olarak
adlandirilir.

- Baglanma enerjisi hem substrat ozgilligiine hem de katalize katkida
bulunur.

- Zayif etkilesimler en gticlii bicimde substratin temel durumunda degil,
reaksiyonun gecis durumunda optimize edilir.
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Zayit Etkilesimler ve Baglanma
Enerjisi

- ES kompleksinde hidrojen baglari, iyonik etkilesimler ve hidrofobik
etkilesimler gibi cok sayida zayif kuvvet olusabilir.
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- Tek tek kiiciik enerji katkilari saglayan bu etkilesimlerin toplami énemli
miktarda baglanma enerjisi olusturur.

- Baglanma enerjisi, enzim—substrat etkilesiminin basitce kararlh hale
getirilmesinin 6tesinde kataliz i¢cin 6nemli bir serbest enerji kaynagidir.

- Enzimlerin aktivasyon enerjisini diisiirmesinde bu baglanma enerjisi temel
rol oynar.
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Kilit—Anahtar Modelinin Sinirlar:

- Emil Fischer'in 1894'te onerdigi anahtar—kilit
modeli, enzim 1le substrat arasindaki yapisal
tamamlayicilig1 vurgular.
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- Ancak substrata tamamen tamamlayici bir aktif
bolge, substratin temel durumunu asir1 derecede
kararl hale getirebilir.

- Boyle bir kararlilik, substratin gecis durumuna
ulagsmasini kolaylastirmak yerine giiclestirebilir.

- Enzim ve substrat arasindaki yapisal tamamlayicilik
yandaki figiirde NADP* baglayan dihidrofolat
rediktaz ornegi tizerinden gosterilmektedir.
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Enzim Gecis Durumuna
Tamamlayicidar

- Etkili katalizde aktif bolgenin © Noenzyme
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kullanarak aktivasyon enerjisini
digtirir.

G ===
‘a substratin temel durumundan ¢ok °
e gecls durumuna tamamlayici olmasi G — & — y % 5
s gereKir. - T SEE,  E
E - Bu ilke, metal bir cubugun
kirilmasini katalizleyen hayali bir e ®
(q =] “stickase” enzimi lizerinden yandaki ol Tk B 5
= figiirde aciklanmaktadar. CEmm=my
= ES Magnets .
| - Substrata tamamlayici bir aktif =
bO].ge ES komplekSHll karar].l héle O Enzyme complementary to transition state o
— getirerek aktivasyon bariyerini ﬁ_} O m g
on artirabilir. | C— | .’&@\ S ¥ .
ES ¥ Q . =
- Gecis durumuna tamamlayici aktif &y Reaction coordinate o
A bolge ise baglanma enerjisini gecis - . £
durumunu kararli hale getirmek igin T v ¢ 5 Hait o-e-e fipminie oo U SR 2
Fmex :
;%
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Gecls Durumunun Kararli Hale
Getirilmesi
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- Gergek enzimlerde ES kompleksinde bazi .

G ==
.3' zayif etkilesimler olussa da tam
tamamlayicilik yalnizca substrat gecis
g durumuna ulastiginda ortaya cikar.
€ = T
(@ e - Gecis durumunda olusan 1lave >
g etkilesimlerden agiga ¢ikan baglanma 3
E\ enerjisi, enerji bariyerinin bir boliminu §
karsilar. e
-
- Aktivasyon enerjisindeki bu azalma
Y enzimatik reaksiyonun katalizlenmeyen -
(aa) reaksiyondan ¢cok daha hizli gerceklesmesini . : g
saglar)
A

- Baglanma enerjisinin aktivasyon enerjisini
nasil distirdiigii yandaki figtirdeki reaksiyon
koordinati tizerinde gosterilmektedir.
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Baglanma Enerjisinin Katalize
Katkisi

- Enzim—substrat arasindaki zayif etkilesimler, substratin gecis durumuna
ulagmasi icin gerekli enerjinin bir bolimiini saglar.
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- Bu etkilesimlerin toplam baglanma enerjisi yaklagsik 4—30 kd/mol diizeyinde
olabilir.

- Cok sayidaki zayif etkilesimin toplam enerjisi, enzimlerin sagladigi biiytik
hiz artigslarini aciklayabilecek biiytikliige ulasabilir.

- Baglanma enerjisi boylece hem katalitik hizin hem de enzim 6zgilliginiin
temel bilegsenlerinden birini olusturur.
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Enzim Ozgiilliigiiniin Enerjik Temeli

- Enzimlerin substratlar: ayirt etmesi, aktif bolgedeki cok sayidaki zayif
etkilesimin dogru bicimde kurulmasina baglidar.
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- Fonksiyonel gruplardan biri dogru konumda bulunmadiginda belirli bir zayif
etkilesim kaybolabilir ve molekiil daha zayif baglanabilir.

- Molekiilde baglanabilecegi uygun bir cep bulunmayan hacimli bir grup varsa
substrat aktif bolgeden tamamen dislanabilir.

- Enzim ozgulliigii genel olarak enzim ile 6zgiil substrat arasinda olusan cok
sayidaki zayif etkilesimden kaynaklanir.
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Baglanma Enerjisi ve Katalitik

Ktkinhk

- Baglanma enerjisinin katalize katkisi, trioz

fosfat 1zomerazin katalizledigi reaksiyon

tizerinden nicel olarak gosterilebilir.

- Bu enzim gliseraldehit 3-fosfat ile
dihidroksiaseton fosfatin birbirine donisimini

katalizler.

- Enzimatik hiz artisinin yaklasik %80'1
substratin ticiincli karbonundaki fosfat grubunu

1ceren enzim—substrat etkilesimlerine

baglanmigtir.

- Bu o6rnek, substratin belirli bir boliminin

dogrudan reaksiyona katilmasa bile katalitik
etkinlige 6nemli katki saglayabilecegini

gosterir.

Bektas Tepe
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Glyceraldehyde
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triose
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Dihydroxyacetone
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Katalizde Entropi Azalmasinin Rolu

- (ozeltide serbestge hareket eden iki REACTION
reaktantin ui%un bicimde ¢arpigmasi 3@
diisiik olasilikli oldugundan, | »
molekiillerin hareket 6zgurlugu + # 0
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RATE ENHANCEMENT

1

reaksiyon icin 6nemli bir enge
olusturabilir.

- Knzim substratlar: dogru konumda ~C—OR ?
baglayarak goreli hareketlerini £ S - >o 105M
sinirlar ve entropi azalmasi yoluyla o= ¢
reaksiyonu kolaylastirir. 0

) I ) i
- Substratlarin aktif bolgede dogru mg_% OAR 3\0 o

yonlendirilmesi, iiretken molekiiler .
carpismalarin olasiligini artirir. i
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- Molekiiler hareketin
smirlandirilmasinin reaksiyon hizini
ne ol¢ciide artirabilecegi yandaki
figlirde gésterilmekteﬁir.
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Desolvasyon ve Substratin
Bozulmasi

- Enzim ile substrat arasinda zayif baglarin olusmasi, substrati cevreleyen su
molekiillerinin bir boliimiiniin uzaklastirilmasina yol acar.
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- Bu desolvasyon, substrat ile su arasindaki hidrojen baglarinin bir kismini
veya tamamaini ortadan kaldirabilir.

- Gecis durumunda olusan zayif etkilesimlerin baglanma enerjisi, substratta
elektron dagilimi gibi degisiklikleri termodinamik olarak destekleyebilir.

- Boylece substrat gecis durumuna yaklastirilarak reaksiyonun gerceklesmesi
kolaylastirilir.
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Indiiklenmis Uyum

- Substrat baglandiginda enzim genellikle konformasyon degisikligine ugrar
ve bu durum indiiklenmis uyum olarak adlandirilir.
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- Konformasyon degisikligi aktif bolgedeki fonksiyonel gruplarin kataliz i¢cin
uygun konumlara tasinmasini saglar.

- Indiiklenmis uyum ayni zamanda ek zayif baglanma etkilesimlerinin
olusmasina katkida bulunabilir.

- Bu mekanizma, enzim ile substrat arasindaki etkilesimin statik degil
dinamik bir stire¢c oldugunu gésterir.
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Katalitik Gruplarin Rolu

- Baz1 enzimlerde ES kompleksinin olusmasini saglayan baglanma enerjisi,
toplam katalitik mekanizmanin yalnizca bir bolimiini olusturur.
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- Substrat enzime baglandiktan sonra aktif bolgedeki uygun
konumlandirilmig fonksiyonel gruplar reaksiyona yardimei olur.

- Enzimlerde genel asit—baz katalizi, kovalent kataliz ve metal iyonu katalizi
gibi farkli mekanizmalar kullanilabilir.

- Bu mekanizmalar genellikle gecici kovalent etkilesimler veya substrattan ya
da substrata grup aktarimi icerir.
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(GGenel Asit—Baz Katalizi

- Bircok biyokimyasal reaksiyon, hizla parcalanabilen kararsiz ytikli ara
trinlerin olusumunu igerir.
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- Protonlarin substrata aktarilmasi veya substrattan uzaklastirilmasi bu ara
urinleri kararlh hale getirerek reaksiyonu hizlandirabilir.

- Yalnizca H" veya OH™ iyonlarinin rol aldig1 proton transferleri 6zgiil asit—
baz katalizi olarak adlandirilir.

- Su disindaki proton verici veya alicilarin rol aldig1 siirecler ise genel asit—
baz katalizi olarak tanimlanir.
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Proton Transfer:1 Katalizi
Nasil Hizlandirir?

REACTANT
SPECIES

WITHOUT CATALYSIS,
UNSTABLE (CHARGED)
INTERMEDIATE BREAKS

Amid baginin hidrolizi sirasinda olusan kararsiz
yukli ara lirtiin, proton aktarimiyla kararl hale
getirilebilir.

DOWN RAPIDLY TO
FORM REACTANTS.

[ When proton transfer
to or from HyO is

faster than the rate
of breakdown of

Protonun H:O"dan veya baska bir asitten ara
uriine aktarilmasi, ara trinin tridnlere
parcalanmasini hizlandirabilir.

intermediates, the
presence of other
proton donors or

acceptors does

Benzer gsekilde protonun ara iiriinden H:-O'ya veya
baska bir proton alicisina aktarilmasi da
reaksiyon hizini artirabilir.

not increase the

rate of reaction.

Bu 1ki genel asit—baz katalizi yolu yandaki figiirde
amid baginin hidrolizi tizerinden gésterilmektedir.

OH"™
H,O0H*

HOH J \ BH'

HOH

When proton transfer
to or from H,0 is
slower than the rate
of breakdown of
intermediates, only a
| fraction of the

—

intermediates formed
are stabilized. The
presence of alternative

proton donors (HA)
or acceptors (B:)
increases the rate

of the reaction.

PRODUCTS

Bektas Tepe
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Aktit Bolgedeki Asit—Baz Gruplar:
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© r— - Enzimlerin aktlf b('jlgelerinde baz1 Amino acid General acid form General base form
® smm— . . . . . . e . residues (proton donor) (proton acceptor)
o amino asit yan zincirleri proton vericisi ‘ | "
= veya proton alicis1 olarak gorev i s A Rt i
. ;
.2 yapablllr. ® Lys, Arg R—$LH R—NHZ
. H
A - Glu, Asp, Lys, Arg, Cys, His, Ser ve Tyr
: . . © Cys R—SH R—S~
1] kalintilarinin bu islevleri yandaki
> f. . . . . R—C=CH R—C=CH
1glirde gosterilmektedir. ;o /
.g ) His HN\ /N-H HN\ %
p - Bu fonksiyonel gruplar proton i i
— transferlerini kolaylastiracak sekilde Ser R—OH R—0"
laa) aktif bolgede hassas bicimde
konumlandirilabilir. O Ty ROOH ROO"
'\

- Genel asit—baz katalizi enzimlerde
yaygindir ve proton transferleri
biyokimyasal reaksiyonlarda sik

gorulir.
Bektas Tepe
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Kovalent Kataliz

- Kovalent katalizde enzim ile substrat arasinda gecici bir kovalent bag
olusur.
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- Enzimdeki niikleofilik bir grup substratla reaksiyona girerek yeni ve gecici
bir kovalent ara tiriin meydana getirir.

- Bu ara yol, katalizlenmeyen reaksiyondan daha diisiik aktivasyon enerjisine
sahip oldugunda reaksiyon hizlanir.

- Amino asit yan zincirlerindeki veya bazi kofaktorlerdeki niikleofilik gruplar
bu tir katalize katilabilir.
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Metal Iyonu Katalizi

- Enzime siki bicimde bagh veya substratla birlikte ¢cozeltiden alinan metal
1iyonlari: katalize farkli yollarla katkida bulunabilir.
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- Enzime bagl metal ile substrat arasindaki iyonik etkilesimler, substratin
reaksiyon icin dogru konumlandirilmasini saglayabilir.

- Metal iyonlar: ytuikli gecis durumlarini kararlh hale getirebilir ve
oksidasyon—rediiksiyon reaksiyonlarina aracilik edebilir.

- Enzimler cogu zaman genel asit—baz, kovalent ve metal iyonu katalizi gibi
birden fazla stratejiyi birlikte kullanarak reaksiyon hizini artirir.
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Enzim Kinetig1l ve Reaksiyon
Mekanizmasi

- Enzimlerin etki mekanizmalarini incelemek i¢in protein yapisi, bolgeye 6zgu
mutagenez ve enzim kinetigi gibi farklh yaklasimlar kullanilir.
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- Enzim kinetigi, bir reaksiyonun hizini ve bu hizin deneysel kosullardaki
degisimlere verdigi yaniti inceler.

- Kinetik analizler, enzimlerin reaksiyon mekanizmalar:i hakkinda onemli
bilgiler saglar.

- Bu yaklasimin temelinde, enzim tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin
hizlarinin deneysel olarak 6l¢iilmesi yer alir.
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Substrat Derisimi Reaksiyon Hizini
Etkiler

- Enzimatik reaksiyon hizini etkileyen temel faktorlerden biri substrat
derisimi [S]'dir.
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- Reaksiyon ilerledikce substrat tiriine donustiigi i¢in [S] slirekli degisir ve
kinetik analiz karmasiklasabilir.

- Bu nedenle deneylerde genellikle reaksiyonun baslangicindaki baslangic hizi
Vo olculir.

- Reaksiyonun yalnizca ilk bélimiiniin incelenmesi, [S]'deki degisimin kiiciik
tutulmasini ve yaklasik olarak sabit kabul edilmesini saglar.
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Baslangic Hizinin Belirlenmesi

- Tipik bir deneyde enzim derisimi substrat 1 G

derisimine gore oldukca diisiik tutulur ve
farkl [S] degerlerinde reaksiyon izlenir.
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. Urlin derigiminin zamana kars: degigsimini
gosteren egrilerin baglangictaki tegetlerinin
egimi Vo degerini verir.
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- Substrat derisimi arttikca baslangic hizi
yiukselir ancak bu artis giderek azalir.

- Farkli substrat derisimlerindeki baslangic
hizlarinin belirlenmesi yandaki figlirde
gosterilmektedir.
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Substrat Derisimi ve Doygunluk

- Diigtik substrat derigsimlerinde Vo, [S] 4
arttikca yaklasik dogrusal bicimde | W)
yiukselir.
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- Daha yliksek substrat derisimlerinde ayni
[S] artisi, Vo tizerinde giderek daha kiiciik
bir etki olusturur.

- Sonunda substrat artisinin Vo lizerinde
cok az etkili oldugu plato benzeri bir
bolgeye ulagilir.
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- Bu bo}gedek1 hiz, mal.is.lm.um hiz Vm?x 0
degerine yakindir ve 1ligki yandaki figtirde

gosterilmektedir.

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Michaelis—Menten Modelinin Temel:

- Enzim kinetiginin aciklanmasinda enzim—
substrat kompleksi ES, temel bir ara basamak

olarak kabul edilir.
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- Michaelis ve Menten modelinde enzim 6nce
substrata geri doniisiimli olarak baglanarak
ES kompleksini olusturur.

Pl - 4
= E
At )
o AN \
N B .
I3 N % ~
S VR ,\
5 s N \ b/ \

Leonor Michaelis
1875-1949

- Ardindan ES kompleksi daha yavas bir
basamakla serbest enzim ve tiriine dontsir.

Maud Menten

1879-1960 |

- Bu slire¢c temel olarak E+S=ES—>E+P
biciminde ifade edilebilir.
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Enzim Doygunlugu ve ES Kompleksi

- Diigtik [S] degerlerinde enzimin biiytik boliimii serbest E formunda
bulunurken, reaksiyon hiz [S] ile yaklasik orantilidir.
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- [S] arttikca denge ES kompleksinin olusumu yoniine kayar ve baslangi¢ hizi
yiukselir.

- Enzim substratla doydugunda enzimin neredeyse tamami ES kompleksi
halinde bulunur ve serbest enzim miktari ¢cok azalir.

- Bu noktadan sonra [S]'nin artirilmasi reaksiyon hizini yiikseltmez ve hiz
V... degerine yaklagir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



On Kararlhi Durum ve Kararli Durum

- Enzim substrat fazlasiyla karistirildiginda baslangicta cok kisa sliren bir 6n
kararlh durum olusur.
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- Ardindan kararli durum gelisir ve ES derisimi yaklasik olarak sabit kalir.
- Kararli durumda ES'nin olusma hizi, ES'nin parcalanma hizina esittir.

- Michaelis—Menten kinetiginin temel analizi bu kararlh durum varsayimina
dayanir.
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Michaelis—Menten Denklemi

- Kararli durum yaklasiminda baslangic hizi, ES kompleksinin tiriine
dontisme hizina baglidir.
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- Enzimin toplam derisimi serbest enzim ile substrata baglh enzimin toplami

olarak [E,] = [E] + [ES] seklinde ifade edilir.

- Bu iligkiler kullanildiginda baslangi¢ hizi1 Vo =V ___ [S]/(K,, + [S]) bigiminde

tanimlanair.

max

- Bu ifade, tek substratl enzimatik reaksiyonlarin temel hiz denklemi olan
Michaelis—Menten denklemidir.
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Michaelis Sabiti1 K
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—I - Michaelis—Menten denklemindeki K, 4
K= reaksiyonun kinetik 6zelliklerini o~ Ve
o tanimlayan énemli bir sabittir. @= =0 [essgresseermmemmmnnmnee e ns e
o
o0 - Vo = %Vmax oldugunda Michaelis— 3
e Menten denklemi K_, = [S] sonucunu Z
= verir. =
- =2 [, .
D - Buna gore K_, baslangi¢ hizinin £ i
maksimum hizin yarisina ulastig: £ l
e substrat derisimine esittir. 5 i .
: =
A - K, ve V.. arasindaki bu grafiksel iligki g ; . E"
yandaki figiirde gosterilmektedir. 3
-
£
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Distuk ve Yiksek Substrat
Derisimlerinde Kinetik
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- [S] degeri K 'den ¢ok diisiik oldugunda 4
hiz substrat derisimine yaklasik
dogrusal olarak bagimhdr. oA

—_—
o
o=
i 3
o0 - [S] degeri K, 'den ¢ok yliksek oldugunda &
&S denklem sadelesir ve Vo = V.. olur. 3
=== =
— - Yiiksek substrat derisiminde enzim = A .
s doygunluga yaklastigindan il E !
oygunluga yaklastigindan ilave g !
- substrat reaksiyon hizimi 6nemli élgide = i
on degistirmez. ! z
: =
A - Yandaki figiir, Michaelis—Menten " : . 7
e{grisinin dll$llk ve yUkSGk [S] gﬁ
bolgelerindeki bu davraniglarini A
gostermektedir. E
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Kinetik Parametreler ve Enzimlerin

Karsilastirilmasi

- Michaelis—Menten kinetigi gosteren _ Bazi Enzimler ve Substratlari icin K,,, Degerleri

enzimlerin davranisi V. ve K

parametreleriyle tanimlanabilir. Enzim

Heksokinaz (beyin)
- Farkli enzimler ve ayni1 enzimin
farkl: substratlar: birbirinden
oldukega farklh K_ degerlerine sahip

Karbonik anhidraz

olabilir. Kimotripsin
- Cesitli enzim—substrat ciftleri icin B-Galaktozidaz
deneysel K degerleri yandaki Treonin dehidrataz

Substrat K, (mM)
ATP 0.4
D-Glukoz 0.05
D-Fruktoz 1.5
HCO3 26
Glisiltirozinilglisin 108
N-Benzoiltirozinamid 2.5
D-Laktoz 4.0
L-Treonin 5.0

tabloda verilmektedir.

- Michaelis—Menten denklemi,
reaksiyonun basit veya karmasgik
mekanizmaya sahip olmasindan
bagimsiz olarak bircok enzimin
kinetik davranisini tanimlayabilir.

Bektas Tepe
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K, , Degerinin Yorumlanmasi

- K, degeri bazi durumlarda enzimin substratina olan ilgisinin bir géstergesi
olarak kullanilabilse de bu yorum her zaman gecerli degildir.
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- Tki basamakli basit bir reaksiyonda K, = (k2 + k-1)/k: bagintisiyla
tanimlanir.

- ko, k-i'den ¢ok kiiglikse K, yaklagik olarak ES kompleksinin ayrigsma
sabitine egit hale gelebilir.

- Daha karmagik enzimatik reaksiyonlarda K, birden fazla hiz sabitinin
birlesik bir fonksiyonu olabilir.
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V... ve Hiz Belirleyici Basamak

- V., ..o enzim substratla doygun oldugunda ulagilabilen maksimum reaksiyon
hizini ifade eder.
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- Basit Michaelis—Menten mekanizmasinda tirin olusumu hiz belirleyici
oldugunda V_ ., = k:[Et] bagintis1 gecerlidir.

- Birden fazla reaksiyon basamaginin hiz sinirlayici olmasi durumunda V.
daha karmasik bir kinetik davranigi yansitabilir.

- Bu nedenle K ve V.. deneysel olarak kolayca belirlenebilse de
mekanizmanin ayrintilarini tek baslarina aciklamayabilir.
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Turnover Sayis1 k_,

- Enzim substratla doygunken hiz _ Bazi Enzimlerin Doniisiim Sayilari, k

siirlayici basamagi tanimlamak

icin k.., h1z sabiti kullamlir. Enzim

cat
Katalaz

- Michaelis—Menten o Karbonik anhidraz
urun

mekanizmasinda k "
. cat .. Asetilkolinesteraz
olusum basamaginin hiz sabiti

olan k:'ye esittir. B-Laktamaz
Fumaraz
* Kk¢at, bir enzim molekiliintin RecA proteini (bir ATPaz)

Substrat kovis)

H,0, 40,000,000
HCO5 400,000
Asetilkolin 14,000
Benzilpenisilin 2,000
Fumarat 800
ATP 0.5

birim zamanda liriine
dontstirdigi substrat molekila
sayisini ifade eden turnover
sayisidir.

- Baz1 enzimlere ait k_,, degerleri
yandaki tabloda verilmektedir.

Bektas Tepe
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Enzimlerin Turnover Sayilari
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TN - Yandaki tablo, farkli enzimlerin _ Bazi Enzimlerin Doniigiim Sayilar, k
(= katalitik doniisiim hizlari . :
o arasinda biiyiik farklilhiklar Enzim Substrat keat (s77)
.Zx bulundugunu gostermektedir. Katalaz H,0, 40,000,000
(= Karbonik anhidraz HCO5 400,000
. 7 o1
(qw Katala? yakla.slk 4 .X 107s 7, Asetilkolinesteraz Asetilkolin 14,000
— karbonik anhidraz ise yaklasik 4 e
= x 105 5! k t degerine sahiptir. [B-Laktamaz Benzilpenisilin 2,000
e ° Fumaraz Fumarat 800
- Asetilkolinesteraz, -laktamaz RecA proteini (bir ATPaz) ATP 0.5
o ve fumaraz daha diisiik ancak
[ yine ylksek turnover degerleri
sergiler.
A

- RecA proteininin ATPaz
aktivitesi i¢cin verilen k
1se 0,5 s7''dir.

-t degeri
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Katalitik Etkinlik ve Ozgiilliik Sabiti

- Enzimlerin kinetik etkinligini karsilagtirmak icin yalnizca k., veya K
degerinin kullanilmasi her zaman yeterli degildir.
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- Bu nedenle iki parametreyi birlikte degerlendiren k. /K orani kullanilir.

cat

- k_/K_,, enzimin substratla karsilastiginda onu triine dontstirmedeki genel
katalitik etkinligini yansitir.

- Aym1 enzimin farkl substratlar: icin k_, /K, degerlerinin kargilagtirilmasa,
enzimin farkl substratlara yonelik katalitik tercihlerini degerlendirmeyi
saglar.
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Diftizyon Kontrolli Katalitik Sinir

Cok etkili bazi enzimlerde _ kai/Km Orani Difiizyon Kontrollii Sinira Yakin Olan Enzimler (108 —10° M~"s7")
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- Bu diizeye ulasan enzimler
katalitik acidan neredeyse
kusursuz olarak
degerlendirilebilir.

G === °

o] —
o kcat/Km7 yaklaslk 108_109 Enzi Substrat kcat Km kcat/Km

s—— Ms™! diizeyindeki difiizyon il o (s7) (M) (M~'s7T)
o kontrollil sinira yaklasu, Asetilkolinesteraz Asetilkolin i i 9x107° 1.6 x 108
p— ) Karbonik anhidraz 0, 1x:10° 1:2 102 8:3:x:07

"" Bu d d .. HCO; 4% 10° 2.6 x 102 15 x 107

* bBu durumda enzimin Katalaz H,0, 4 x 107 11 x 100 4 x 107

(qw substratla karslla$m381 Krotonaz Krotonil-KoA 57 x18° 251072 2.8 x 108
— katalitik siirec icin 6nemli bir  Fumaraz Fumarat 8 x 102 5% 1076 1.6 x 108
— sinirlayici faktor haline gelir. Malat 9% 10° 251070 3.6 x 10/

:: B-Laktamaz Benzilpenisilin 2.0 x 10° 2x10°° 1% 108

L —— ]

- Diflizyon kontrolli sinira
yaklagsan enzimlere iligkin
ornekler yandaki tabloda
sunulmaktadir.
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[ki veya Daha Fazla Substrath
Reaksiyonlar

- Bircok enzimatik reaksiyonda enzime iki veya daha fazla farkli substrat
baglanir ve reaksiyona katilir.
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- Ornegin hekzokinaz reaksiyonunda ATP ve glukoz substrat, ADP ve glukoz
6-fosfat 1se lirtin olarak yer alir.

. Tki substrath reaksiyonlar da Michaelis—Menten yaklagimiyla incelenebilir
ve her substrat i¢in karakteristik bir K degeri tanimlanabilir.

- Bu reaksiyonlar, substratlarin baglanma ve tirtinlerin ayrilma sirasina gore
farkli mekanizmalar izleyebilir.
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[ki Substrath Reaksiyon
Mekanizmalari
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- - Bazi reaksiyonlarda her iki substrat da
enzime baglanarak ticli kompleks i dretd Z = =
olusturur. B (Esis, ) — (& )+ [ )+ [P,
. Y ES, | =
- Ucli kompleks olusumunda substratlar — e —
. . . Ordered | | Sz
rastgele sirayla veya belirli bir sira 00— 2 . .

1zleyerek baglanabilir.

- Diger mekanizmalarda ilk substrat b, =

T
Urine dontstirilip ayrildiktan sonra - = S — ) — )~ G
1kinci substrat baglanir ve licli kompleks

olusmaz.
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- Bu temel 1ki substrath reaksiyon
mekanizmalari yandaki figlirde
gosterilmektedir.
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Ping-Pong Mekanizmasi
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o - Uclii kompleksin olugsmadig
mekanizmada ilk substrat baglanir, i dretd = T,
urine donustirilir ve 1ikinci substrat (E (ESiS: )] — (B )+ [ ]+ [P,
baglanmadan once ayrilir. (55,) %
. . . . [Orideredl \75727
Bu sirada enzimin gecici olarak B E—E— 0B E

degistirilmis bir formu meydana gelebilir.

.
- Ikinci substrat daha sonra bu P, s,

v e . . - “1_: . E (s, | = B85, | = [P, | =(F | = [Fs,|—> [E |+ [P,
degistirilmis enzime baglanir ve ikinci - = ‘ Lt '
urin olusurken enzim baslangic
durumuna geri doner.
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- Bu mekanizma ping-pong veya cift yer
degistirme mekanizmasi olarak
adlandirilir ve Figlir b'de
gosterilmektedir.
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. . . i -Increasing [S,]
Iki Substrath Reaksiyonlarin 1 |

Kinetik Ayrimi

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
o
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

—I - Kararli durum kinetigi, iki substrath
O enzimlerin izledigi reaksiyon
o mekanizmalarinin birbirinden ayrilmasina
= yardimeci olabilir. >
e :
&S - Bir substratin farkl sabit derisimlerinde diger ¥
== substrat degistirilerek cift ters grafikler m
°§ olusturulabilir. g )
p— - Ucli kompleks olusan reaksiyonlarda elde (uMEn)_
el edilen dogrular kesisme egilimi gosterir. / Y E
=
A - Ping-pong mekanizmasinda ise dogrular / %
paralel seyreder; bu iki davranis yandaki 3
figlirde karsilastirilmaktadir. A
i S ()™ =
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On Kararli Durum Kinetigi

- Kararli durum kinetigi 6nemli bilgiler saglasa da karmasik enzim
mekanizmalarinin tiim ayrintilarini her zaman ortaya ¢cikaramaz.
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+ On kararl durum kinetigi, enzim ve substratin karistirilmasindan hemen
sonraki cok kisa zaman araligindaki reaksiyonlari inceler.

- Bu donem genellikle milisaniyeler stirdiigtinden ¢ok hizli karistirma ve
ornekleme teknikleri gerektirir.

- Yaklasim, cok basamakli reaksiyonlarda tek tek basamaklarin hizlarinin
dogrudan incelenmesine olanak saglayabilir.
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Enzim Inhibisyonunun Onemi

- Enzim inhibitorleri katalizi engelleyen, yavaslatan veya tamamen durduran
molekiillerdir.
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- Enzim inhibitorlerinin incelenmesi, enzimlerin reaksiyon mekanizmalarinin
anlasilmasinda 6nemli bilgiler saglar.

- Aspirinin prostaglandin sentezinin ilk basamaginda gorev alan enzimi
inhibe etmesi, inhibitorlerin biyolojik etkilerine bir 6rnektir.

- Enzim inhibitorleri genel olarak geri donilisiimli ve geri donlisiimsiiz olmak
uzere 1kl ana grupta incelenir.
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Ger1 Donistimli
Inhibisyon Tirler:

- Geri donlisimli inhibisyonun baslica bicimleri

kompetitif, kompetitif olmayan ve karma
inhibisyon olarak siniflandirilir.

- Kompetitif inhibitér enzimin serbest formuna,

kompetitif olmayan inhibitor ise yalnizca ES
kompleksine baglanir.

- Karma inhibitor hem serbest enzime hem de

ES kompleksine baglanabilir.

- Bu ¢ geri dontisiimli inhibisyon

mekanizmasinin baglanma modeller: yandaki
figlirde gosterilmektedir.
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(a) Competitive inhibition

fe—e—cr
®
[«
o

El

= Enzyme (E)

= Substrate (S)

= Inhibitor (1)

(b) Uncompetitive inhibition

[E+@<——> ES —> E+P]

]
-

ESI

= Enzyme (E)

= Substrate (S)

= Inhibitor (1)

(c) Mixed inhibition

[E+©<___—> ES —> E+P]

© o
[« s
El+(® ESI
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Kompetitif
Inhibisyon

- Kompetitif inhibitor, enzimin aktif bolgesine

baglanmak icin substratla rekabet eder.

- Inhibitér aktif bolgeyi igsgal ettiginde

substratin baglanmasi engellenir ancak
katalitik tiriin olusmaz.

- Substrat ve inhibitor arasindaki yapisal

benzerlik, kompetitif inhibisyonda sik
karsilasilan bir 6zelliktir.

- Substrat derisiminin artirilmasi, inhibitorin

enzime baglanma olasiligini azaltarak
inhibisyonun etkisini azaltabilir.
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(a) Competitive inhibition

fe—e—cr
®
[«
o

El

= Enzyme (E)

= Substrate (S)

= Inhibitor (1)

(b) Uncompetitive inhibition

[E+@<——> ES —> E+P]

]
-

ESI

= Enzyme (E)

= Substrate (S)

= Inhibitor (1)

(c) Mixed inhibition

[E+©<___—> ES —> E+P]

© o
[« s
El+(® ESI
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Kompetitif inhibisyonda K, ,veV ..
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- Dolayisiyla ayni baslangi¢ hizina
ulasmak icin daha ytuksek substrat
derisimi gerekir.

—I - Kompetitif inhibitér varhginda Tersinir inhib_itérl_erin Goriiniir V..., ve
(= Michaelis—Menten denklemindeki Goriiniir K, Uzerindeki Etkileri
o substrat terimi inhibitor etkisini iceren jphibitor tipi Goriiniir V., Goriiniir K,
o oK, 1le birlikte degerlendirilir. Yok
m 0 Vmax Km
S - Bu inhibisyon tiirtinde V. degismeVZ, . Kompetitif e aky,
E\ ancak gozlenen veya gorinir K, degeri  Kompetitif olmayan v Ja' K. /o'
.= oK, 've ylkselir. sk Vo Ja oK /o’
Q@ v==m
(aa)
A

- Kompetitif inhibisyonun V_, ve
gorunur K , izerindeki etkileri yandaki
tabloda 6zetlenmektedir.
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Kompetitif Inhibisyona Klinik Bir
Ornek

- Metanol zehirlenmesinde karacigerdeki alkol dehidrogenaz metanoli
dokular icin zararli olan formaldehite dontistirir.
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- Etanol, alkol dehidrogenaz icin metanole karsi kompetitif bir inhibitor gibi
davranabilir.

- Etanoliin uygulanmasi metanolin formaldehite doniisimiint yavaslatarak
metanoliin atilmasi i¢in zaman saglar.

- Bu 6rnek, kompetitif inhibisyonun biyolojik ve klinik 6nemini
gostermektedir.
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(a) Competitive inhibition

Kompetitif Olmayan 5=
Inhibisyon y S

1
@ = Substrate (S)

(Lehninger-Biochemistry)

Se— - Kompetitif olmayan inhibitor, serbest enzime ‘ £ | @ - o
O degil yalnizca ES kompleksine baglanir. -
o= :
= - Inhibitérin baglanmasi1 ESI kompleksini
o0 olusturarak katalitik siireci degistirir. (E+@=—E—E+P]
g - Bu inhibisyon tirtinde hem goriintir V.. hem ®K'
— de goriuntr K, azalir. [ - ==t
s | ‘ (s) = Substrate (S)
- Kompetitif olmayan inhibisyonun baglanma ( i
E modeli yandaki figlirde gosterilmektedir. | £ ! )
E+(8 —= ES—> E+ P 2
A [ o g + ] %
0, 0, M
[« I
El+(® ESI E
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- Karma inhibisyonda goriiniir V

Karma Inhibisyon

- Karma inhibitor, substratin aktif bolgesinden

farkl bir bolgeye baglanir ve hem E hem de
ES ile etkilesebilir.

max @zalirken
gorinir K inhibitorin E ve ES'ye baglanma
ozelliklerine gore degisebilir.

- Inhibitor E ve ES'ye esit derecede

baglandiginda 6zel bir durum olan kompetitif
olmayan inhibisyon ortaya cikar.

- Kompetitif olmayan inhibisyonda V.

azalirken K, degismeden kalir.
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(a) Competitive inhibition

[E+@<——> ES —> E+PJ

®

@ = Enzyme (E)
@ = Substrate (S)

‘ £ 4 @ = inhibitor (1)

El

(b) Uncompetitive inhibition

[E+@<——> ES —> E+P]

+
‘I Ky = Enzyme (E)

Substrate (S)

‘ y = Inhibitor (1)
[

ESI

(c) Mixed inhibition

[E+@ZES-—)E+P]

© o
[« s
El+® ESI
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Geri Dontistimli Inhibitorlerin
Kinetik Etkileri
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- Kompetitif olmayan inhibisyonda hem
goriinir V.. hem de gorinir K |
azalir.

—I - Yandaki tablo, kompetitif, kompetitif Tersinir Inhibitdrlerin Goriinir V., ve
o Olmayan ve karma 1nh1blsyonun Goriintir Km Uzerindeki Etkileri
= gortinir V,,, ve K, tizerindeki inhibitér tipi Goriniir Vg, Gérinir K,
= etkilerini karsilastirmaktadir. Yok
m Y Vmax Km
S . Kovn.apetitif inh.i-bi”sygnda V ax Kompetitif Vinex aky,
E\ degismezken goriintir K, artar. Kompetitif olmayan v /o K_/a'
1 Karisik Vo aK_/a’
Q@ v==m
(aa
A

- Karma inhibisyonda V., azalir; K 1se
inhibitérin serbest enzim ve ES
kompleksine baglanma 6zelliklerine
baghdair.

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Geri Déntisiimsiiz Inhibisyon

- Geri donlisimsiiz inhibitorler enzimdeki bir fonksiyonel grupla kovalent bag
olusturarak veya cok kararlh kovalent olmayan etkilesim kurarak enzimi
etkisizlestirir.
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- Bu inhibitorler reaksiyon mekanizmalarinin arastirilmasinda énemli araclar
olarak kullanilabilir.

- Aktif bolgedeki kritik amino asit kalintilari, enzimin inhibitorle
reaksiyonundan sonra belirlenebilir.

- Bu yaklasim, belirli amino asitlerin katalitik mekanizmadaki rollerinin
anlasilmasina yardimeci olur.
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Kimotripsin ve Ger:t Donlistimsiiz
Inhibisyon

(Lehninger-Biochemistry)

T - Diizopropilflorofosfat (DIFP), kimotripsinin aktif &
O bolgesindeki belirli bir serin kalintisiyla reaksiyona [ P
g girerek enzimi geri donlisimsiz bicimde inhibe eder.  Enz—CH,—OH + F—ll’—O—CH\
(Ser195)
@ msm . . . . 0) CH
(o= - Kimotripsinin DIFP ile reaksiyonu sonucunda Ser!'®* | ’
&S kalintis1 kovalent olarak degistirilir. / EI ~
= CH,
.= - Bu bulgu, Ser'*"'in kimotripsinin aktif bolgesindeki
D temel amino asitlerden biri oldugunu gostermistir. }\) m
F- +H'
E‘ - DIFP'nin kimotripsin tizerindeki geri doniisimsiiz .
etkisi yandaki figlirde gosterilmektedir. ” H, E
/¢ =
A Enz—CH,—0—P—0—CH £
| o\ &
0 CH; R
| =
e 5
HaGE S G
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Intihar Inhibitorleri

- Intihar inhibitérleri, enzimin aktif bélgesine baglanana kadar nispeten
tepkisiz olan 6zel geri dontisiimstiiz inhibitorlerdir.
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- Enzim normal katalitik reaksiyonunun ilk basamaklarini
gerceklestirdiginde inhibitor kimyasal olarak daha reaktif bir forma
donusir.

- Olusan reaktif bilesik enzime geri dontisiimsiiz bicimde baglanarak onu
etkisizlestirir.

- Bu bilesikler normal enzimatik mekanizmayi1 kullanarak enzimi inhibe
ettikleri icin mekanizma temelli inhibitérler olarak da adlandirilir.
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Enzim Aktivitesi pH'va Baglidir

- Enzimler genellikle aktivitelerinin Optimum pH of Pepsin and Glucose 6-phosphatase

maksimum oldugu karakteristik bir 4
optimum pH veya pH araligina sahiptir. @rme ST
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- Optimum degerin lizerindeki veya
altindaki pH kosullarinda enzim
aktivitesi azalir.

log V,

- Bunun temelinde, protein yapisinin ve
katalizde gorev alan amino asit yan
zincirlerinin iyonlasma durumlarinin
pH'dan etkilenmesi bulunabilir.
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- Pepsin ve glukoz 6-fosfatazin farklh pH-
aktivite profilleri yandaki figtirde
gosterilmektedir.
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Enzimlerin Farkli pH Optimumlar:
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- - Yandaki figiirde pepsinin yaklasﬂ{ pH 1.6 Optimum pH of Pepsin and Glucose 6-phosphatase
mye&rmda en .yuksek aktiviteyl gosterdigi @ycose 6-phosphatase
goriulmektedir.

- Pepsinin disik pH optimumu, bu
enzimin midedeki asidik calisma
ortamiyla iligkilidir.

log V,

- Glukoz 6-fosfataz ise yaklasik pH 7.8
civarinda optimum aktivite gosterir.

- Bu enzimin gorev yaptigi hepatosit
sitozolinin pH's1 yaklasik 7.2'dir.
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pH Enzim Aktivitesini Nasil

Degistirir?

- pH degisimleri, enzimin yapisini koruyan iyonlagsmis amino asit yan
zincirlerinin durumunu degistirebilir.
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- Ornegin bir histidin kalintisindan proton uzaklastirilmasi, aktif
konformasyonu kararl tutan iyonik etkilesimi ortadan kaldirabilir.

- pH duyarliligi ayni zamanda substrattaki bir grubun iyonlasmasindan da
kaynaklanabilir.

- Bu nedenle enzim aktivitesindeki pH bagimliligi hem enzim hem de substrat
uzerindeki iyonlasabilir gruplarla iligkili olabilir.
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Aktif Bolgedeki pK, Degerleri

- Enzim aktivitesinin pH'ya bagli degisimi, katalizde gorev alan amino asit
yan zincirlerinin tiirii hakkinda ipuclari saglayabilir.

B
~
+
wn
.-
g
)]
<
Q
@]
Do
-
S~
)
on
=
o
=
<
Q
—
~—

- Yaklasik pH 7 civarindaki aktivite degisimi, 6rnegin bir histidin kalintisinin
1yonlagsmasina isaret edebilir.

- Proteinlerin siki paketlenmig ortaminda amino asit yan zincirlerinin pK,
degerleri serbest amino asitlerdeki degerlerinden énemli 6lciide
farklhilasabilir.

- Bu degisimler, proteindeki yakin ytliklerin ve yerel elektrostatik cevrenin
amino asitlerin iyonlagsma davranisini etkileyebildigini gosterir.
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Enzimatik Reaksiyon
Mekanizmalarini Anlamak

- Bir enzimin ayrintili etki mekanizmasini ¢6zmek icin substratlar, tirtinler,
kofaktorler ve diizenleyiciler tanimlanmalidir.
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- Ayrica reaksiyon ara lirtiinlerinin yapisi ve sirasi ile enzim—ara trin
etkilesimleri bilinmelidir.

- Ara Urinlerin ve gecis durumlarinin enerjileri de mekanizmanin
anlasilmasinda 6nem tasir.
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Kimotripsin ve Peptit Baglarinin
Hidrolizi

(Lehninger-Biochemistry)

umm - Kimotripsin, peptit baglarinin
) hidrolitik parcalanmasini y
= katalizleyen bir serin proteazdir. bl
=l . Enzim ozellikle Trp, Phe ve Tyr
= g1bl aromatik amino asitlerin 12
S yanindaki peptit baglarina
= ozgiilliik gosterir. |
: It 146
=3 - Kimotripsin uc¢ polipeptit 5 g sy
zincirinden olusur ve zincirler o s
E disilfit baglariyla birbirine
baglanmastir. s
A

- Enzimin li¢c boyutlu yapis1 ve
aktif bolgesindeki katalitik
kalintilar yandaki figiirde
gosterilmektedir.
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Kimotripsinin Aktif Bolgesi

- Kimotripsinin aktif bolgesinde
Ser'®s, His%” ve Asp'®? kataliz | s
acisindan kritik éneme sahiptir.

(Lehninger-Biochemistry)

wvn
wwn

- Bu lic amino asit, proteinin @ A
birincil yapisinda birbirinden -
uzak olmasina ragmen ¢ boyutlu | .
yapida yan yana gelir. 4-168] 145

|
S- 182

@ Ser'%=—,
201 S

- Aromatik substrat yan zinciri - :
aktif bolgedeki hidrofobik cebe
yerlesir.

245
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- Aktif bolgenin ayrintili
dizenlenmesi ve substratin
baglanma bi¢cimi yandaki figlirde

gosterilmektedir.
Bektas Tepe
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Kimotripsin Reaksiyonunun Iki Faz

- Kimotripsin peptit baglarinin hidrolizini en az 10° kat hizlandirabilir.
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- Reaksiyon dogrudan su saldirisiyla gerceklesmez; once gecici bir kovalent
acil-enzim ara trini olusur.

- Acilasyon fazinda peptit bag: kirilir ve peptidin karbonil karbonu ile enzim
arasinda ester bagi olusur.

- Deacilasyon fazinda bu ester hidroliz edilir ve serbest enzim yeniden olusur.
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Acil-Enzim Ara Uriiniiniin Kinetik
Kaniti
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. — - Kimotripsinin bazi kiiciik esterlerinin hidrolizinde al
Q baslangicta hizli bir tiriin olusumu, ardindan daha yavas
_ . o oo oo
o bir faz gorulir. .
= EE0p
& mesmn . e | oo %E
o0 - Bu hizli baglangic fazi, her enzim molekiilii bagina is
o e e A
&S yaklagik bir Girtin molekiiliiniin hizla olusmasina karsihk 23 |
== gelir. /
[ =
“@ . . . . . .o .o . .e . .
D - Daha yavas ikinci faz, agil-enzim ara tirtintiniin hidroliz 0! : é :
hizini1 yansitir. __ Jmed
o , " Reactionscheme  ———————
. . . . . m
- Bu hizli baslangic fazi1 ve reaksiyonun iki kinetik fazi i Oo_ﬁ_% = OOH E
A yandakl flgﬁrde gﬁSterllmektedlr. p-Nitrophenyl acetate p-Nitrophenol g
Nl 3
Enz—OH Enz—0— 8 —CHs =
A
0 slow Qg
CH3—(|1,—0H ; = Hy0 P~

Acetic acid
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Q [ Enzyme activity (v) vs pH ]

A

Kimotripsin Aktivitesinin
pH'ya Bagimlilig: :

(Lehninger-Biochemistry)

TN - Kimotripsinin reaksiyon hizi pH'ya baglidir ve bu . . . . 520
O bagimlilik farkli kinetik parametrelerde farkh | : T ’ h
g blclmde Ortaya Qlkar' e [ Catalytic constant (k_,;) vs qu
) . Diigiik pH'da k_,, degerindeki azalma, His’ I
&S kalintisinin protonlanmasiyla iligkilidir. .
> cat
.= - Daha yiiksek pH'da 1/K,, degerindeki azalma ise
e Ile’*'nin amino grubunun proton kaybetmesiyle : - . . S
— 1ligkilidir. pH
o Inverse Michaelis constant (%) vs pH
g - Bu pH bagimlhiliklar1 yandaki figtirde Vo, k., ve Ol ; A b g
A 1/K_, Uzerinden gosterilmektedir. z
g
i 2
R T B T .
pH
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Kimotripsinde Katalitik Uclii

- Ser'®®, His>” ve Asp'® birlikte katalitik liclii olarak adlandirilan bir hidrojen
bag1 ag1 olusturur.
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- His% 1le Asp!®? arasindaki etkilesim, His*'nin proton alici 6zelligini
gliclendirir.

- His*” boylece Ser**s'in hidroksil grubundan proton alarak serin oksijenini
daha gticli bir niikleofil haline getirir.

- Bu diizenleme, peptit baginin karbonil karbonuna yapilacak niikleofilik
saldiriy1 kolaylastirir.
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Oksi-anyon Boglugu ve Gecis
Durumu

- Ser'®® substratin karbonil karbonuna saldirdiginda kisa 6miirli tetrahedral
bir ara lriin olusur.
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- Bu ara iuriinde karbonil oksijeni negatif yiik kazanir ve enzimin oksi-anyon
boslugu icine yerlesir.

- Oksi-anyon boslugundaki hidrojen baglari negatif yiikii kararl hale getirir.

- Boylece gecis durumuna ulagsmak icin gereken enerji azaltilarak kataliz
kolaylasgtirilir.
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Kimotripsin Mekanizmasinin
Acilasyon Fazi

- Tlk basamakta His%, Ser'**'ten proton alir ve olugsan alkoksit iyonu
substratin karbonil karbonuna saldirir.
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- Bu saldir1 oksi-anyon bogslugunda kararli hale getirilen tetrahedral bir ara
urin olusturur.

- Ara Urin ¢oktigiinde peptit bagi kirilir ve amino ucgtaki Girtin ayrilir.
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Kimotripsin Mekanizmasinin
Deacilasyon Faz

- Deacilasyon fazinda bir su molekiili aktif bolgeye girer ve His>” tarafindan
de-protonlanir.
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 Olusan hidroksit iyonu acil-enzim ara tGrliniiniin karbonil karbonuna
nukleofilik saldir1 yapar.

- Tkinci bir tetrahedral ara iiriin olugur ve oksi-anyon boslugu tarafindan
kararl hale getirilir.

- Ara Uirtiintiin ¢cokmesiyle ikinci Girtin serbest birakilir ve aktif Ser'®® yeniden
olusturulur.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
2
A

Prof. Dr. Bektags TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Kimotripsin Mekanizmasinda
Katalitik Ilkeler

- Kimotripsin mekanizmasi kovalent kataliz, genel asit—baz katalizi ve gecis
durumunun kararli hale getirilmesini birlikte kullanir.
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- Ser!* gecici kovalent bag olustururken His>” proton transferlerine aracilik
eder.

- Oksi-anyon boslugu, tetrahedral ara tirtinlerde gelisen negatif yuku kararh
hale getirir.

- Boylece tek bir reaksiyon mekanizmasinda birden fazla katalitik stratej
birlikte gorev yapar.
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Hekzokinaz Reaksiyonu

(Lehninger-Biochemistry)

T - Maya hekzokinazi, ATP'den glukoza fosforil grubu aktarilmasini
O katalizleyen iki substrath bir enzimdir.
o=
=D - ATP ve ADP, enzime genellikle Mg?" kompleksleri halinde baglanir.
S - ATP'nin y-fosforil grubu glukozun C-6 hidroksil grubuna aktarilir.
E‘ - Reaksiyon sonucunda glukoz 6-fosfat olusur.
— Mg +» ATP
CH,OH CH,OPO3™
o~ o) Mg « ADP o)
e H f OH H 4 OH =
. g
OH H - OH H 5
A HO H hexokinase HO H %
M
H OH H OH =
B-D-Glucose Glucose 6-phosphate £
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Hekzokinazda Indiikklenmis Uyum

- Glukoz baglandiginda hekzokinaz
onemli bir konformasyon
degisikligine ugrar.
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- Enzimin iki boliimi birbirine
yaklasarak aktif bolgeyi kapatir
ve katalitik gruplari uygun
konuma getirir.

- Glukoz bulunmadiginda bazi aktif
bolge kalintilar:1 dogru konumda
degildir ve enzim katalitik olarak
uygun konformasyonda
bulunmaz.
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- Glukoza bagli konformasyon
degisikligi yandaki figiirde
gosterilmektedir.
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Hekzokinazin Su 1le Reaksiyonu
Nasil Onlenir?

- Su, glukozdaki hidroksil grubuna kimyasal acidan benzer niikleofilik 6zellik
gosterebilir.
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- Buna ragmen hekzokinaz normalde ATP'nin su tarafindan hidrolizini
belirgin bicimde katalizlemez.

- Glukoz baglanmasi, enzimi kapali ve katalitik olarak aktif konformasyona
gecirerek suyun uygun sekilde reaksiyona katilmasini engeller.

- Bu durum, substrat 6zgtlliigiiniin yalnizca baglanmaya degil sonraki
katalitik basamaklara da bagl oldugunu gosterir.
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Ksiloz ve Hekzokinazin
Konformasyonel Aktivasyonu
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- Bu g6zlem, indiiklenmis uyumun katalitik
ozgulliikteki roliini destekler.

—I - Ksiloz glukoza bengeyen beg. karbqqlu bir H O H
O sekerdir ve hekzokinaza baglanabilir. e N
o= |
= - Ksiloz baglanmasi enzimin aktif konformasyona H—f‘J—OH H—?—OH
o0 gecmesini saglayabilir ancak uygun fosforil grup go—c—g HO—C—H
g alicis1 degildir. _— (|J—OH _ (|3—OH
g - Bu nedenle ksiloz varliginda ATP hidrolizi CH,OH H—C—OH
: . . . . ey e |
belirgin bicimde artabilir. CH,OH
@ o Xylose Glucose
(aa)
A
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Enolaz ve Metal Iyonu Katalizi

- Enolaz, glikolizde 2-

fosfogliseratin .
fosfoenolpiriivata geri
dontsimli dehidrasyonunu
katalizler.

- Maya enolazi 1ki alt birimli

bir enzimdir ve .
reaksiyonunda metal iyonlar:
oneml rol oynar.

- Mekanizma genel asit—baz

katalizi, elektrostatik
kararhlastirma ve gecis
durumunun
kararhlagtirilmasim birlikte
1cerir.

- Enolaz reaksiyonunun iki

temel basamagi yandaki
figtirde gosterilmektedir.

Lys®® abstracts a

proton by general Glu?" facilitates
PO.2- base catalysis. Two elimination of the
@ | = Mg?* ions stabilize \ PO~ —-OH group by
R ) O H the resulting enolic . | general acid

0 . l | intermediate. -0 0] H catalysis.

il
HOH =
0 O H
A % |
®@ SLC=C
0 H

Phosphoenolpyruvate

\ \\‘
7 ]
- Y 1
|
% ) er/ .
», \ I' -
N o b
(\/ ) ‘\‘ " (\}ﬁ \/‘
Y \\‘ h \
//1 \ Lysus \\\ /,’ Glu?" "
7 =

(b) Enolase active site with 2-phosphoglycerate
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Enolaz Mekanizmasinin 11k
Basamagi
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o — - Ilk basamakta Lys3* genel B b
=Y baz gorevi gorerek 2 ooy o Siminatono e
c az gOI:eVI gorere ) @ ITOSZ_ Mg? ions .Ztab'ilize. \ PO~ ~OH group by
= fosfogliseratin C-2 w9 ¢ ¢ % 6 n [
karbonundan proton ’ ‘ Poj-
— HOH -0 O &
e uzaklastirir. — N
m ®@ JOC=C
0 H
g - Boylece negatif ylikli bir R
p— enolat ara trini olusur.
| - Enzime baglh iki Mg?* iyonu OYD ‘-.
bu negatif yikli ara tirtinin o B
0 kararl hale getirilmesine PR | sz’ O
aa katkida bulunur. @ . S .\
// ) ys S o > i
: 7 o=
A ° Meta]. 1y0nlaI'1 aynl Zamanda (b) Enolase active site with 2-phosphoglycerate

substratin aktif bélgedeki
dogru konumlandirilmasini
destekler.
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Enolaz Mekanizmasinin Ikinci
Basamagi
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G === ° IklIlCl basamakta G].u211 Lys®* abstracts a
0 e 1 . t . . . k {))roton ltaylge.nel:lz\ivlv Gl:;ﬂ; f:\_cilitz;t&s
Q genel asit gorevi gorere & Mo i | @B, ror it
= hidroksil grubunun ) ¢ N
uzaklastirilmasini ‘ roi-
= HOH -0 O &
e kolaylastirir. — N
m ®@ O/C_C:C\
H
g - Reaksiyon sonunda
* e Phosphoenolpyruvate
—N fosfoenolpiriivat olusur.
| - Aktif bolgedeki hidrojen "o OYD
baglari ve diger etkilesimler o B
o enolat ara liriniini ve gegis n sz’ D
CF \ : ! =4
(aa) durumunu destekler. [.,- G - N\ 5
A ° Lys345, GIU.ZH ve ].kl Mg2+ (b) Enolase active site with 2-phosphoglycerate g
. . . <
lyonunun diizenlenmesi <
yandaki figlirde E
gosterilmektedir. =
<
ol
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L1zozim ve Antibakteriyel Etkisi
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- Lizozim yapisinda dort distlfit
bag1 bulunur ve aktif bolge uzun
bir yarik bicimindedir.

2 Cleavage
site

T - Lizozim gozyasi ve yumurta R
O akinda bulunan dogal gy
o antibakteriyel bir proteindir. 0
> CH,OH
Mur2Ac
@ mecmues . . . o Hydr{)gen bonds H
o0 - Tavuk yumurta aki lizozimi 129 o I -~ -2 _/c X
. . . . . . S “~<__bindingsite
e amino asitlik tek bir polipeptit LA aow 7 7 5
— zincirinden olusur. G s iy
: 4 R\ . CH,OH
= Mur2Ac Mureac /O H /l;
Q v==mw
A

- Enzimin ig¢ boyutlu yapisi ve ) F EEA
peptidoglikan substratiyla RO\l
etkilesimi yandaki figlirde
gosterilmektedir.

(b)
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L1zozimin Substrati1 Peptidoglikan
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¢ - Lizozimin substrat1 bircok — N
bakterinin hicre duvarinda o d), e SN
A O 0

bulunan peptidoglikandir. 5

CH,OH
Mur2Ac
0 Hydrogen bonds H /{—
B to residues ; c
RO N in enzyme
Al o OH o bindin):g site // _/
o ; 4
GlcNAc [/ // H
! /
 HOH,C NAc P HZO#lysozyme
N\ ’
(0] ¥
" W CH,OH

- Lizozim, N-asetilmuramik asit ile
N-asetilglukozamin arasindaki
B(1—4) glikozidik bagi hidroliz
eder.

=0
Mur2Ac \ IOH
C

H

2 Cleavage
site

- Aktif bolgedeki yarikta alt1 seker
kalintisinin baglanabildigi A—F
olarak adlandirilan bolgeler

0
E O\CH,0H
Mur2Ac
bulunur. . P
RO AcN 0
:

- Kesilen bag, D bolgesindeki )
Mur2Ac ile E bolgesindeki GleNAc

arasinda yer alir.
Bektas Tepe
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Peptidoglycan binds
in the active site

Lizozimin Katalitik 2 58 e

/)0\0 OAO
A Sarranger]nent ! T 1 CH,OH T,“ CH,OH Asp®? acts as a
produces a glycosy]

[ ] [ ] ( ]

_0 H =0 o H covalent catalyst,
carbocation. General ‘\ — /H \ ( H directly displacing
acid catalysis by Mur2Ac C'—‘)) ¢ GlecNAc Mur2Ac ("A\?) c GlcNAc | tha GleNA¢ via an
Glu?s protonates the H /[ “|\OH H ‘“ \ -\ OH Sy2 mechanism.

H

; I
displaced GleNAc H H | H Glu® protonates the
oxygen and

GleNAc to facilitate
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gacili(ates its AcN H AN ‘; H its departure.
leparture. 0 0 S0 0
. . . Lysozyme Y/ N4
N - Lizozim mekanizmasinda Glu®® ve Asp*® temel 3
(= katalitik amino asitlerdir. .. L
— 2 2
o H\C/}{;O H\CALO
H()/ i H()/
= Glu® proton aktariminda genel asit—baz
— . . - irst product irst product
o katalizine katki saglar. . o
i, iy
(o (o] (6 0
m 52 . . . M _0\ Glycosyl 70\}-{ " Covalent
H ‘ _carbocatif)n H I intermediate
— Asp? ise reaksiyon mekanizmasinda negatif i i, P
— yukli veya kovalent ara yapilarin =S SRy
e kararhlastirilmasina katilir s
. o H,0 o) H,0
Glu? Glu®®
E - Bu amino asitlerin substrata gore konumlar: T *_ —o\,;fﬁgf)_u et i -
yandaki figiirde gosterilmektedir. ol gl s 2
Ao\?//o OVO un
A Asi g Asp® 8
(i*uas - ; ™ 3.°'c1u55 ’E)
w5 RN B
N/ oAy =
n o w, %Ny ket 0‘;% h @ ;’5
RO bound in the —\ @ d.,‘ e =
Secondp:j:]xct -O\T&O R Z y “< Aspsf -
Asp®? C-2 Fluorine
(a) (b) A
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L1zozim Icin Onerilen

Tki Mekanizma

- Lizozim reaksiyonunun ayrintili mekanizmasi
1cin kimyasal olarak makul iki yol énerilmistir.

- Ilk yol, glikozil karbokatyon karakterli bir ara
lirtin igeren Sy 1 tipi Phillips mekanizmasidir.

- Tkinci yol ise Asp™ ile substrat arasinda kovalent
ara Urlin olusturan iki agsamali Sy2 tipi
mekanizmadir.

- Bu 1ki1 alternatif mekanizma yandaki figlirde
karsilastirilmaktadir.

Bektas Tepe
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A rearrangement
produces s a glycosyl

acid catalysis

Glu""’ protonates the
displaced GlcNAc

oxygen and
facilitates its
departure.

General base

catalysis by Glu®
facilitates the attack
of water on the
glycosyl carbocation
to form product.

Peptidoglycan binds
in the active site

Syl of lysozyme Sn2
mechanism (/\’ mechanism
Glu® Glu®
A A
050 00 x
L} CH;OH '. CH,OH Asp®? acts as a
_0 H/_ ST covalent catalyst,
\.‘ — directly displacin;
Mur2ae \ 7y T GiNAc Mur2Ac \ By s it ont
H/Z| “I\OH | | OH Sn2 mechanism.
H H | H Glu® protonates the
AN H AcN | H GleNAc to facilitate
| its departure.
o 0 50, ;0
Lysozym \Y/ \T7
Asp?2 Asp®?
l CH,OH J CH,0H
H A——0, H (0]
\C H \C H
H()/ OH H II()/ OH H
H NAc H NAc
First product First product
Glu® Glu®
i, T
0“0 O O
—0, Oos o
\\C Glycosyl \ ' Covalent
H ‘ carbocation H I intermediate
Y H intermediate _V
AcN 8. .6 AcN
5 {01 0)
Y v/
Asp®? Asp®2
@VHJO @rn,o
Glu®® Glu®
A /)\ - Glu®’ acts as a
—o 0u9 gy ¥ “9/ general base catalyst
X roen ' __~0—H to facilitate the Sy2
H c H C attack of water,
/ ]L displacing Asp®? and
N generating product.
AcN AcN )
0_ 0 00
R Y
Asp? _\/— Asp??
~ Lysozyme - §
Glu® ~ G Grus
A \ N\
CH,0H oy ‘ - .\
o ,OH H - /‘ e :
W < o '
H H C\H ~ Covalent "' . h Y
intermediate Q@ @ ) s
RO AcN 6. .0 boun_d m_the [ D o U Asp"'z‘
V active site ) 4
Second product Asp® C-2 Fluoxing '
() (b)
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Peptidoglycan binds ::}E}
in the active site 1)
Sl , of lysozyme ‘:’:“iism . é
—— =
0/)°\0 OA’O =
°*y7° . e e & e R 7
P 1 1 S Me anlz m a Sl m&ﬂn? s;eml Mur;A?\C,—C;;.C H GleNac Mula_;x(c)\cfi;?) r B g [0 o0 S EE oY
e N /NN i 5
?axcyﬂgj: t,::(lits T H AN \‘ H F}lcNAc to facilitate ._5
. . . fm e - 0\/() ‘6\770 its departure. 6
e - Phillips mekanizmasinda Glu® ayrilan GleNAc s
. . . - l @ J @
grubuna proton vererek glikozidik bagin
kirilmasini kolaylastirir. - g, RO
HO OH H HO OH H
~ . . . First pljoduct = First pr}:duct i
- Bagin kopmasiyla glikozil karbokatyon karakterli e
bir ara trin olusur. el N
Glycosyl ' Covalent
C intermediate

H (‘: _carbocatif)n H
H intermediate
AcN

- Ara Urin Asp**'nin negatif yliki ve komgu oksijen a0 ey

atomlarinin rezonans etkileriyle kararl hale (;/ @r
getirilebilir. .=

General base A /)\ - Glu®’ acts as a
catalysis by Glu®® —o 0u9 gy ¥ “9/ general base catalyst
facilitates the attack Y z PR H \l.{ ~0—H to facilitate the Sy2
of water on the * attack of water,

- Ardindan su ara uriline saldirarak hidroliz . ! =HT dilacing g and
AcN 5. G c 5 ,‘;0 ;

e e v >
urinini olusturur. Sl . — Qs
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S5
Un
<
-
4
)
M
o
A
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]
=
oW

H H N Covalent . h
" intermediate ce‘ @ :
RO bound in the [ %
AN 00 active site $ . /‘< Asp™

Second product

(a) (b)
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Lizozimde Sy 2
Mekanizmasi

Alternatif Sy2 mekanizmasinda Asp*?, Mur2Ac'in
C-1 karbonuna dogrudan niikleofilik saldir:
yapar.

[1k basamakta Glu®s ayrilan GleNAc grubuna
proton verir ve kovalent enzim—substrat ara
urind olusur.

Ikinci basamakta su kovalent ara tiriine
saldirarak Asp*'nin enzime yeniden
kazandirilmasini saglar.

Bu mekanizmada 1ki ardisik yer degistirme
sonucunda urinin stereokimyasi korunur.

Bektas Tepe
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A rearrangement
produces a glycosyl
carbocation. General
acid catalysis by
Glu®® protonates the
displaced GlcNAc

oxygen and
facilitates its
departure.

General base

catalysis by Glu®
facilitates the attack
of water on the
glycosyl carbocation
to form product.

Peptidoglycan binds
in the active site

Syl of lysozyme Sn2

! ; (/\’ mechanism
Glu®® Glu®

A
0.9
1
_0 H/_ =0 g covalent catalyst,
¢ — i directly displacin;
Mus 2Ac\c:‘/ Y H GlecNAc Mul‘%c\cj“?) c H GleNAc (e GlcyNAcpvia aﬁ
H [ “~T\oH H I\ =\ o8 Sn2 mechanism.
H H H | H Glu® protonates the
AN H AcN | H GleNAc to facilitate
| its departure.
o 0 50, ;0
Lysozym \Y/ \T7
Asp?2 Asp®?
l CH,OH J CH,0H
H A——0, H (0]
\C H \C H
H()/ OH H II()/ OH H
H NAc H NAc
First product First product
Glu® Glu®
i, T
0“0 O O
0% =00
\C Glycosyl \(: Covalent
H ‘ carbocation H I intermediate
Y H intermediate _V
AcN 8. .6 AcN
5 {01 0)
7 \?//
Asp®? Asp®2
@VHJO @rn,o
Glu®® Glu®
&k /)\ = Glu®® acts as a
—o 0u9 gy ¥ “9/ general base catalyst
X roen ' __~0—H to facilitate the Sy2
H c H C attack of water,
/ ]L displacing Asp®? and
o i N generating product.
: Q. 0O 4 00
R Y
Asp? _\/— Asp??
= Lysozyme - §
Glu® ~ G Grus
A \ N\
CH,OH oy ‘ I g .\
o ,OH H - /‘ e :
AW s o '
H H C\H Covalent . h Y
intermediate ’eo . " s
RO AcN 6. .0 boun_d m_the [- D Aspid
V active site A0 4 P
Second product Asp® C-2 Fluoxing '
() (b)

0°0 =
}  CH,0H Asp®? acts as a
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Lizozim Mekanizmasinin
Deneysel Coziimi

- Lizozim mekanizmasinin ayrintilari uzun stre
deneysel olarak tartismali kalmigtir.

- Daha sonraki calismalar, reaksiyon sirasinda
kisa omiirlii kovalent ara triinin dogrudan
gozlenmesini saglamigtir.

- Kiitle spektrometrisi ve x-1s1n1 kristalografisiyle
elde edilen bulgular Sy2 tipi mekanizmay1
desteklemistir.

- Kovalent ara uriiniin aktif bolgedeki yapisal
gosterimi Figiir b'de sunulmaktadar.
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A rearrangement
produces a glycosyl
carbocation. General
acid catalysis by
Glu®® protonates the
displaced GlcNAc

oxygen and
facilitates its
departure.

General base

catalysis by Glu®
facilitates the attack
of water on the
glycosyl carbocation
to form product.

Peptidoglycan binds
in the active site

Syl of lysozyme Sn2

mechanism (/\’ mechanism
Glu® Glu®

A A
050 00 x
L} CH;OH }  CH,OH Asp®? acts as a
_0 H/_ =0 g covalent catalyst,
¢ — i directly displacin;
Mus 2Ac\c:‘/ Y H GlecNAc Mul‘%c\cj“?) c H GleNAc (e GlcyNAcpvia aﬁ
H [ “~T\oH H I\ =\ o8 Sn2 mechanism.
H H H | H Glu® protonates the
AN H AcN | H GleNAc to facilitate
| its departure.
o 0 50, ;0
Lysozym \Y/ \T7
Asp?2 Asp®?
l CH,OH J CH,0H
H A——0, H (0]
\C H \C H
H()/ OH H II()/ OH H
H NAc H NAc
First product First product
Glu® Glu®
i, T
0“0 O O
0% =00
\C Glycosyl \(: Covalent
H ‘ carbocation H I intermediate
Y H intermediate _V
AcN 8. .6 AcN
5 {01 0)
7 \?//
Asp®? Asp®2
@VHJO @rn,o
Glu®® Glu®
&k /)\ = Glu®® acts as a
—o 0u9 gy ¥ “9/ general base catalyst
X roen ' __~0—H to facilitate the Sy2
H c H C attack of water,
/ ]L displacing Asp®? and
N generating product.
AcN AcN )
0_ 0 00
Y Y
Asp? _\/— Asp??
~ Lysozyme - §
Glu® ~ G Grus
A \ N\
CH,OH oy ‘ I g .\
o ,OH H - /‘ e :
AW s o '
H H C\H Covalent . h Y
intermediate ’eo . " s
RO AcN 6. .0 boun_d m_the [- D Asp®2
V active site ) 4
Second product Asp® C-2 Fluoxing '
() (b)
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Enzim Mekanizmalarinin Tibb1
Onemi

- Enzim mekanizmalarinin anlasilmasi yalnizca temel biyokimya acisindan
degil 1la¢ gelistirme acisindan da 6nemlidir.
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- Penisilin ve tiirevleri ile HIV proteaz inhibitorleri, enzim
mekanizmalarindan yararlanilarak aciklanabilen 6nemli ila¢ 6rnekleridir.

- Penisilinler belirli bir bakteriyel enzimi geri doniisiimsiiz bicimde inhibe
eder.

- HIV proteaz inhibitorleri ise viral proteazin aktif bolgesine siki bicimde
baglanarak enzim aktivitesini baskilar.
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L-Ala

Transpeptidaz ve

H,N— (Gly)s—g — (Ll-Lys)

Bakter:1 Hicre Duvar: Ff

Ser—OH ?=(|)
/C=0
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3 |
C— - Bakteriyel hiicre duvarinin dayanikhlig, HEHCHS} "
. . . . . . o | DAl
Q peptidoglikan zincirleri arasindaki capraz baglarla _ o
r——y o Peptidoglycan chain 1
o saglanir. o
—
© s - : @ @
o0 - Bu capraz baglarin olusumunu transpeptidaz i A
. . . | |
&S enzimi katalizler. pGlu G
: HyN — (Gly)s—N— é<L=-Lgs) H,N— (Gly)s—N;Ei:ys)
- Reaksiyonda enzimin aktif bolgesindeki serin HSHCHJ bt
@ . - . T e z o
D kalintis1 peptit baginin karbonil karbonuna ¢=o SebiHadianiiiihd
saldirir ve gecici kovalent ara urilin olusturur. s
— .
- Transpeptidaz reaksiyonunun mekanizmasi . S ik E
A yandaki figlirde gosterilmektedir. o o i A
(Gly)s— (L-Lys) — (D-Ala) (Gly)s— (L-Llys) %
D-Il\la M
D-Ala o
Cross-linked peptidoglycan Q
s
B faaesecin @ Sl .
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Transpeptidaz Reaksiyonunun
Basamaklar:

- Transpeptidaz ilk olarak bir peptidoglikan
zincirindeki D-Ala—D-Ala bolgesine baglanir.

- Aktif bolgedeki Ser kalintis1 karbonil karbonuna
saldirirken terminal D-Ala ayrilir.

- Enzim ile substrat arasinda kovalent acil-enzim
ara urini olusur.

. Tkinci peptidoglikan zincirinin amino grubu ara

Urine saldirarak capraz bag: olusturur ve enzim
serbestlesir.
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L-Ala
D-Glu

H,N— (Gly)s—g — (Ll-Lys)

o
ITIH
HC—CH; D-Ala

Ser—OH *C=0
/C=0

|
Transpeptidase I}IH

COO~
Peptidoglycan chain 1

fD-Ala

-, @,
L-Alla - Al\la
p-Glu o
H,N — (Gly)5—g—'(L-LyS) HZN*(Gly)s—N—iL—Lys)
e J p-Ala
Il\IH D-Ala
HC—CHj,
(|:=o Peptidoglycan chain 2
o7
Ser
""_,’)n & ---'—I’\" 5
L-Ala L-Ala
D-(l}lu D-Glu
(Gly)s— (L-Lys) — (D-Ala) (Gly)s— (L_ﬂlys)
D-Ala
D-Jkla

Cross-linked peptidoglycan

. N-Acetylglucosamine N-Acetylmuramic
(GleNAc) acid (Mur2NAc)
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Penisilinlerin Yapisal

L) o\ o
Ozelligi
- Penisilinler ortak bir cekirdek yapi1 tasir ve bu

yapida karakteristik bir B-laktam halkasi
bulunur.

- Penisilin G, penisilin V ve amoksisilin gibi
tirevler farkli yan gruplara sahiptir.

- B-Laktam halkasinin gerilimli yapisi, molekiiliin
transpeptidazin aktif bolgesiyle reaksiyona
girmesini kolaylastirir.

- Penisilinlerin genel yapisi ve farklh ornekleri
Figiir a'da gosterilmektedir.
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Side chain Thiazolidine ring i
A A

R— C—N—C—C/
/
B

N r ¥

0 H H CH,—

Penicillin G
(benzylpenicillin)

R

l
——— COOH

B-Lactam

ring
HO (|3H—

NH,

0—CH,—
Penicillin V

. Amoxicillin

(a) General structure of penicillins

0 H H
R—C— N—-—C—C/ 9 P

\ N
MCH
o /C—N\ / 3
'I‘ranspeptidase Ser—OH Penicillin

l COOH

(ﬁ H H
R—c—H—C—C/ b /
[ =
Transpeptidase Ser—O/ \\ H\ Stably derivatized,
| inactive transpeptidase
COOH

(b)
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PeniSi].j.n Tr anSp eptidaZ]. Side chain Thiazolidine ring i

r ! r ¥

Nasil Inhibe Eder? Ayl

H | | R

VA )

CHy—
Penicillin G
(benzylpenicillin)
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e e . . .. . . O0—CHy,—
-—= - Penisilin, transpeptidazin aktif bolgesindeki Ser (|DOOH " g
(= kalintisiyla reaksiyona girer. .
Irm—y HO CH—
(o= < > |
o NH st
= - Ser kalintisinin -laktam karboniline L . g
— . . . . . len e
o0 saldirmasiyla kovalent bir enzim—penisilin () General structure of penicillins
e kompleksi olusur. 0o u o
== B N~T—T/ \C/
[ - Bu kompleks cok kararlhdir ve enzim normal /C_N\ / “CH,
d o . . e e . . . 0
D katalitik dongtisiine geri donemez. WSM—OH«\/ |, Pemeln
CO H
E - Transpeptidazin penisilin tarafindan geri l -
donilisimsliz inhibisyonu Figiir b'de O mow E
A gosterilmektedir. R_C_H_T_T/ \ )
“CH 2!
Ser—O/ \\ H\ / ’ Stably derivatized, é
| inactive transpeptidase o
COOH A
=
(b) &)

Bektas Tepe
gezimania_tr



Penisilinlerin Antibakteriyel Etkisi

- Transpeptidazin inhibisyonu peptidoglikan zincirleri arasindaki capraz
baglarin olusmasini engeller.
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- Hiicre duvar: yeterince gliclenemedigi i¢cin bakteriler ozmotik basing¢ altinda
daha kirilgan hale gelir.

- Boylece penisilinler bakteriyel hiicre duvari sentezini hedefleyen etkili
antibiyotikler olarak iglev goriir.

- Penisilinlerin etkisi, enzim mekanizmasinin bilinmesinin ilac etki
mekanizmasini aciklamadaki 6nemini gosterir.
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B-Laktamazlar ve Ayl
Antibiyotik Direnci @ \/

COOH Penicillin
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Y H
COOH

—I - Bazi bakteriler B-laktamaz enzimleri tireterek 3- l
O laktam antibiyotikleri hidroliz eder ve etkisiz hale
o getirir. L
.Z R_C_N_C__é/s\ /CH3
(o= - B-Laktamazlarin genleri bakteriyel = | G
= popiilasyonlarda hizla yayilabilir. Ser_o/ﬁ E\Cé CHs
) .
= - Bu durum bakterilerin penisilin ve benzeri ool
D antibiyotiklere direnc gelistirmesine katkida H,0
— bulunur.
(aa) c eqe e s . 0 H H &3
- B-Laktamazin penisilini hidroliz ederek Pl b B & g, E
A etkisizlestirmesi yandaki figiirde gosterilmektedir. H || \C,/ z
0% N ToH, =
o\ H 2
CH m
2
£

Inactive penicillin
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COOH

H :
. . e CH,OH E
Klavulanik Asit ve - e
. ° ° O/ N\(E:H H ?:i
Laktamaz Inhibisyonu
! g
T— - Klavulanik asit, B-laktamazlarin geri 1o CH,0H -
Y ’ . . s =t /
o donlistimsiiz mekanizma temelli Ser—Oﬁ\ Ll Q>C=C\
O inhibitorlerinden biridir. o CH \
e L coon
o0 - Molekil B-laktamaza substrat gibi baglanir ve |
e aktif bolgedeki Ser kalintisiyla kovalent ara HHOH
. lust . Bt B CH,OH
= i @
D - Daha sonra yeniden diizenlenen ara lirtin enzimi § 5 e
— gerl donlisiimsiiz bicimde etkisizlestirir. | COOH
g - Klavulanik asidin B-laktamaz tzerindeki Nu:/\ 2
A inhibitér mekanizmasi yandaki figtirde H\C=C/H 0 CHOH E»
gosterilmektedir. K 137 TN\ L 3
/ HN=¢yp H -
: 2
£

l

Inactive fB-lactamase
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HIV Yasam Dongiisiinde Proteazin
Rolu

- HIV, RNA genomu tasiyan bir retroviriistiir ve yasam dongiisiinde revers
transkriptaz, integraz ve proteaz temel enzimler arasinda yer alir.
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- Viral RNA'dan sentezlenen DNA konak hiicre genomuna entegre edilebilir.

- Yeni viral proteinlerin 6nemli bir boliimii baslangicta biiylik poli-proteinler
halinde sentezlenir.

- HIV proteaz bu poliproteinleri keserek islevsel viral proteinlerin olusmasinm
saglar.
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HIV Proteaz Mekanizmasi
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- Su karbonil karbonuna
saldirarak tetrahedral bir
ara Urun olusturur ve peptit
bagi daha sonra kirilir.

—R - HIV proteaz bir aspartil e
(= proteazdir ve aktif
g oo M ° M Peptides
o bolgesinde 1ki Asp kalintis:
= bulunur.
&S - Bu kalintilar, peptit baginin
p— hidrolizi i¢in su
2 g molekilinin .
-3 . . . . [ S
etkinlestirilmesine katkida BFCprojeuse
. bulunur. i) e o Bl e
carbonyl carbon, generating leaving group is protonated
m a tetrahedral intermediate. as it is expelled.
A
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HIV Proteazda Gecis Durumu

- HIV proteaz reaksiyonunda O obarias
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- Bu yaklasim, gecis
durumunun
kararhlastirilmasi ilkesinin
1la¢ gelistirmede
kullanilabilecegini gosterir.

G ===

=) olusan tetrahedral ara tirin,

— reaksiyonun gec¢is durumuna N o P O A e
o ﬁaplsa ve enerjik agidan l , C
= enzerdir. c ¢

@ o= N/ [\N/

m eqe o . o ee . C\C/ C\C/

- Etkili inhibitorler bu gecis
(qui durumunun o6zelliklerini taklit
= edecek sekilde tasarlanabilir. o
= .o .o . . | //C\

- - Boyle molekiiller enzimin el | Asp25

aktif bolgesine ¢ok siki D arxnkanes

i baglanarak normal substratin St s st o e o

(a'a katalizini engeller. S et
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HIV Proteaz
Inhibitorler:

- HIV proteaz inhibitorleri enzime non-

kovalent olarak baglanir ve aktif bolgedeki
katalitik stireci engeller.

- Bu inhibitorlerin cogunda tetrahedral gecis

durumundaki oksijeni taklit eden bir
hidroksil grubu bulunur.

- Hidrofobik gruplar ise proteazin aktif

bolgesindeki aromatik yan zincir baglanma
ceplerine uyum saglar.

- Indinavir, nelfinavir, lopinavir ve saquinavir

yapilar: yandaki figiirde gosterilmektedir.
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H,S0,

NC(CH3)3 oo

=~

3
Nelfinavir

NC(CHy),

Lopmawr

@T /IIY

C(CH;),

%ﬁﬁei
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Enzim Mekanizmalarindan Ilac
Tasarimina

- Penisilinler, transpeptidazin normal reaksiyon mekanizmasini kullanarak
enzimi geri donlisiimsiiz bicimde etkisizlestirir.
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- Klavulanik asit benzer bicimde -laktamazi mekanizma temelli olarak
inhibe eder.

- HIV proteaz inhibitorleri ise gecis durumunu taklit ederek aktif bolgeye
yiksek baglanma giicli gosterir.

- Bu o6rnekler, enzim mekanizmalarinin ayrintili anlasilmasinin rasyonel ilag
geligtirme acisindan dogrudan deger tasidigini gostermektedir.
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Metabolik Yollarda Diizenleyici
Enzimler

- Hicresel metabolizmada enzimler ardisik yollar halinde calisir ve bir
enzimin Urini sonraki enzimin substrati olur.
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- Bircok metabolik yolda bazi enzimler digerlerinden ¢ok daha biiytlik
diizenleyici etkiye sahiptir.

- Bu enzimlerin katalitik aktiviteleri hiicrenin gereksinimlerine gore
artirilabilir veya azaltilabilir.

- Diizenleyici enzimler boylece metabolik yolun genel hizinin ayarlanmasina
katkida bulunur.
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Dizenleyici Enzimlerin Metabolik
Onemi

- Cok basamakli metabolik sistemlerde i1k enzimin diizenleyici olmasi sik
gorilen bir durumdur.
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- Bu diizenleme, gereksiz son lirtin sentezini 6nleyerek enerji ve
metabolitlerin bogsa harcanmasini sinirlar.

- Bazi diizenleyici enzimler yolun farkli noktalarinda gorev alarak metabolik
akisin daha ince bicimde ayarlanmasini saglar.

- Diizenleme mekanizmalari hiicresel kosullara hizli veya daha uzun stireli
yanitlar olusturabilir.
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Diizenleyici Enzimlerin Baslica
Kontrol Yollar:

- Allosterik enzimler, allosterik modiilator veya efektor adi verilen kiiciik
molekiillerin geri dontlisiimli ve non-kovalent baglanmasiyla diizenlenir.
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- Baz1 enzimler fosforilasyon gibi geri dontisiimli kovalent modifikasyonlarla
kontrol edilir.

- Diger bazi enzimler ise proteolitik parcalanmayla etkinlegtirilir ve bu
degisiklik geri dontistimstizdiir.

- Bu diizenleme bicimleri sindirim, kan pihtilagsmasi, hormon etkisi ve gérme
gibi fizyolojik siireclerde 6nem tasir.
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Allosterik Enzimlerde
Konformasyonel Degisim

- Allosterik proteinler, modiilatérlerin baglanmasiyla farkli konformasyonlar
arasinda gecis yapabilir.
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- Diizenleyici enzimlerde bu degisim daha aktif ve daha az aktif enzim
formlarinin birbirine doniismesini saglar.

- Allosterik modiulatorler inhibitor veya aktivator olarak gorev yapabilir.

- Modilatorin baglanmasi aktif bolgenin katalitik 6zelliklerini dolayli olarak
degistirebilir.
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Homotropik ve Heterotropik
Modilatorler

- Substratin kendisi diizenleyici etki olusturuyorsa bu molekiil homotropik
modiilator olarak adlandirilir.
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- Diizenleyici molekiil substrattan farkliysa heterotropik modiilator olarak
tanimlanir.

- Heterotropik modiilatorler enzimin farkli bir diizenleyici bélgesine
baglanarak katalitik aktiviteyi degistirebilir.

- Allosterik modiilatorlerin kompetitif ve karma inhibitorlerle
karistirilmamasi gerekir.
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Allosterik Enzimlerde Alt Birimler
Arasi Iletisim

- Baz1 allosterik enzimlerde katalitik bolge ve [B> substate
diizenleyici bolge farkli alt birimlerde bulunur. o _—

Less-active C R modulator
enzyme
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- Diizenleyici alt birime modilator baglanmasa,
katalitik alt birime konformasyonel bir degisim
olarak iletilir. _

- Bu degisim enzimin substrata olan ilgisini ve
katalitik aktivitesini etkileyebilir. & / f/

More-active
enzyme

Actlve
enzyme—substrate
complex

- Allosterik alt birimler arasindaki bu etkilesim
yandaki figiirde gosterilmektedir.
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Aspartat Transkarbamoilazin Yapisi

Aspartat transkarbamoilaz, karmasik yapiya

sahip i1yl incelenmis allosterik enzimlerden
biridir.
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- Enzim toplam 12 polipeptit zincirinden olusur
ve katalitik ile diizenleyici alt birimler icerir.

- Diizenleyici alt birimlere baglanan
modiilatorler enzimin kuaterner yapisinda
belirgin degisikliklere yol acar.

- Enzimin ti¢ boyutlu diizenlenmesi yandaki
figlirde gosterilmektedir.
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Geri Besleme Inhibisyonu

- Baz1 metabolik yollarda son triiniin derisimi ylikseldiginde yolun erken
basamaklarindan biri inhibe edilir.
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- Bu diizenleme bicimi geri besleme inhibisyonu olarak adlandirilir.

- Son Uriniin birikmesi kendi sentez yolunu yavaslatarak gereksiz tiretimi
siirlar.

- Boylece metabolik lirtin miktari hiicrenin gereksinimleriyle daha uyumlu
hale gelir.
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COO~

[zol6sin Sentezinde Geri

H—(ll—OH

Besleme Inhibisyonu

L-Threonine

(Lehninger-Biochemistry)

sy | B
H— - Treoninin 1zolosine doniigimu bes enzimli bir reaksiyon A
Q dizisiyle gerceklesir. :
= LD
.>, - Yolun 1lk enzimi olan treonin dehidrataz, son irin olan ! B
— . e . . . . eq o ]
o0 1zol6sin tarafindan allosterik olarak inhibe edilir. - :
; 3
— - Izol6sin aktif bolge yerine enzimin bagka bir diizenleyici : C
| — bolgesine baglanir. : E,
s | ! !
- Bu geri besleme mekanizmasi yandaki figiirde L
E‘ gosterilmektedir. Es .
1 4 ol
; coo- &
A : Hsltl—(ll—H g
| 4
Y H—(ll—CH3 ol
i :
CH; L-Isoleucine Q%
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COO~

(er1 Besleme it

H—(ll—OH

Inhibisyonunun Ozellikleri

L-Threonine

(Lehninger-Biochemistry)

sy | B
i - Izolosinin treonin dehidrataza baglanmasi non-kovalent ve j‘;
Q gerl donusumludir. :
— | E2
=D - Hicre icindeki 1zol6sin derisimi azaldiginda inhibisyon : B
B . . 1
o0 ortadan kalkar ve reaksiyon hizi yeniden artar. - :
; 3
— - Bu 6zellik, metabolik yolun hiicresel gereksinimlere hizl : C
| — bicimde yanit vermesini saglar. : E,
H— : v
- Diizenleme yolun tamamini degil, belirli bir kontrol L
E basamagini hedef alir. : Es .
1 4 ol
; coo- &
A ; Hgﬁ—?—H g
| 4
Y H—(ll—CH3 ol
i :
CH; L-Isoleucine Q%
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t Vmax

Allosterik Enzimlerin
Kinetigl

- Allosterik enzimler cogunlukla Michaelis—Menten 0

V,y (uM/min)
DO
<
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0 Kos [S] (mM)

—_—
2 kinetiginden farklh hiz—substrat iligkileri gosterir.
= B8 i
=D - Bu enzimlerde Vo—[S] grafigi siklikla hiperbohk [~ o
o0 degil sigmoidal bicimdedir. g S
s |V
g - Bu nedenle substrat derisiminin yari maksimum f; @
.= hiza ulastig1 deger K, yerine genellikle Ko.s veya §
D [So.s ile ifade edilir. : a
0 K, K, Ky5 [S] (mM)
E - Allosterik enzimlere ait tipik kinetik davraniglar -
yandaki figiirde gosterilmektedir. L i E
A o0 s
3 © 2
N A e A
0 . 5
0 Ko [S] (mM)
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Kooperativite ve E
Sigmoidal Kinetik

(Lehninger-Biochemistry)

—I - Homotropik allosterik enzimlerde substrat 0. ™ p—
O baglanmasi cogu zaman alt birimler arasinda L

g kooperativite olusturur. B | W, e
E - Bir substrat molekiiliinliin baglanmasi diger alt g @

e birimlerin substrata olan ilgisini degistirebilir. s | A A

= o ' i
.= - Bu kooperatif etkilesimler sigmoidal hiz—substrat §
D egrisinin ortaya cikmasina katkida bulunur. 0 i

0 K, K, Ky5 [S] (mM)

E - Sigmoidal kinetik, dar bir substrat derisimi .
araliginda aktivitede buytuk degisiklikler L e = E
olusturabilir. B o

A v I 2
3 © 2
% gl 5
0 . 5
0 Ko [S] (mM)
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bl
Allosterik Modulatorlerin

Kinetik Etkileri

(Lehninger-Biochemistry)

—R - Heterotropik aktivatorler bazi enzimlerde Ko.s d - o
- . e e . 5 [S] (m
Q degerini diisiirerek substrata verilen yaniti .
o artirabilir. B W,
[
o0 - Baz1 aktivatorler 1se Ko.s tizerinde az etki g @
osterirken V___ degerini artirabilir. S (Ve
(qw g max g 3 . T O
= : 1 e o ... . 4 i
| — - Negatif modulatorler Ko.s degerini yiikseltebilir §
e veya V, . degerini diisiirebilir. . a
0 K, K, Ky5 [S] (mM)
4 Bu farkl kinetik etkiler yandaki figtirde g -
karsilastirilmaktadir. e e S E
Y o e ur
A S :
3 © 2
A FUTR 5
£
; |
0 Ko [S] (mM)
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Ger1 Dontusumli
Kovalent Modifikasyon

- Baz1 diizenleyici enzimlerin aktivitesi, belirli
amino asit kalintilarinin geri donigstimli
kovalent olarak degistirilmesiyle kontrol edilir.

- Proteinlerde yizlerce farkli kovalent
modifikasyon tirid tanimlanmistir.

- Fosforilasyon, asetilasyon, adenilasyon,
metilasyon, ubikitinasyon ve ADP-ribozilasyon
bunlara 6rnektir.

- Baslica enzim modifikasyonlar: yandaki figtirde
gosterilmektedir.
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COVALENT MODIFICATION OF TARGET RESIDUES

€ PHOSPHORYLATION
(Tyr, Ser, Thr, His)

€ ACETYLATION

(Lys, a-amino (amino terminus))

Acetyl-CoA  HS-CoA

@ M @—E'—cm

© usiquiTiNATION
(Lys)

@ ADENYLYLATION
(Tyr)

@ MYRISTOYLATION

(a-amino (amino terminus))

Myristoyl-CoA  HS-CoA

0
@ M @_ﬂ_(CHZ)IZ_CH3

@ ADP-RIBOSYLATION

(Arg, Gln, Cys, diphthamide-
a modified His)

0 0
@_(l:l_of_@ m @*!‘L‘S‘@ NAD nicotinamide - @

Activated ubiquitin

=0

H,C—0—P—0—P—0—CH,—0
ﬁ Hs(E2) 0 ’ b L y
@-c-5-® > @1-t-@ 0 H
Activated ubiquitin . P H H W OH OH
OH OH

@ METHYLATION
(Glu)

S-adenosyl- S-adenosyl-
methionine homocysteine

 (@)—cH,

@ __
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COVALENT MODIFICATION OF TARGET RESIDUES

=
Y (e @ PHOSPHORYLATION @ ADENYLYLATION PEE
Kovalent Modifikasyonlarin :
° \ A
Islevsel Sonuclar: (0 O o
g
@ @_T_O‘ \ @ > _T E‘)
o pe . . . . . . 0~ 0 ~
—R - Modifikasyonlar amino asit yan zincirlerinin
Q yukiinl, hacmini veya kimyasal 6zelliklerini
. . . . \\
< deglstlreblhr. € ACETYLATION @ MYRISTOYLATION
= > (Lys, a-amino (amino terminus)) (a-amino (amino terminus))
— [ . . . .
o0 - Bu degisiklikler enzimin konformasyonunu, s -
. . . . . . cetyl-Co -Lo. yristoyl-Co -Co
roteinlerle etkilesimini veya hiicresel konumunu i i
g I(;tkileyebilir ’ Y @ L@t @ L @-t-ona-on
= '
a . e . . i (T N
D - Bazi1 modifikasyonlar proteinlerin membranlarla @@ uBIauITINATION © 4oe-RisostLATION
) . . . . . . . Lys g, _p, y§, iphthamide-
iligkilendirilmesini veya proteolitik y1ikima 0 W VRSN
@ . o e . . - = frs S e NAD nicotinamide
N yonlendirilmesini saglar. O @”@ > (ene) -
0 0
e (I, PP, =
. v g Hs(E2) 0 Ee 1 e
A - Bu nedenle kovalent modifikasyonlar yalnizca @58 s @@ 0 H z
aktiviteyi degil proteinin genel hiicresel N on o 3
- e . ey o OH OH o
davranisini da degistirebilir. S —— &
@ METHYLATION s
O satmomt  Sadmoon, &
(&) — s (@)
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l l I o | d d COVALENT MODIFICATION OF TARGET RESIDUES
1 1t1nas y On V e @ PHOSPHORYLATION \ @ ADENYLYLATION

(Tyr, Ser, Thr, His) (Tyr)

ADP-Ribozilasyon SN RS
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. . . . oo . . oo e e 0‘
H— - Ubikitinasyon bircok 6karyotik proteinde gorilir
Q ve bazi proteinleri proteolitik yikima
e .o . eq o A
- yonlendlreblhr' € ACETYLATION @ MYRISTOYLATION
. > (Lys, a-amino (amino terminus)) (a-amino (amino terminus))
— . . . . . . .
o0 - Ubikitinasyon ayrica protein iglevlerinin . A
. ey o cetyl-Co -Lo, yristoyl-Co, -Co
diizenlenmesine de katkida bulunabilir. - i \_/ i
(qe (nz) @—lc'—cH3 (Ene) @—ﬂ—(CHz)n_CHs
- ADP-ribozilasyon, nikotinamide adenin
o . .e . .o . . * P e " o
e dintikleotid kokenli ADP-riboz grubunun proteine e uBIQUITIATION © sop pinosvLaTION
. . Lys rg, _p, y;, iphthamide-
aktarilmasini icerir. oy @ = sl e
Q == G0 St €=$ NAD nicotinamide
(aa - (&)
. . . . . . . . . Activated ubiquitin =
- Difter1 toksini ve kolera toksini gibi baz1 toksinler T e =
. . . . ﬁ Hs(E2) 0 e —
A hedef proteinler1 ADP-ribozilasyon yoluyla O-s® Ls @@ 0 H P
etkiler. Activated ubiquitin . P H H W OH OH é
OH OH :
T 5‘
@ METHYLATION “é
O satmomt  Sadmoon, &
(&) — s o
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Fosforilasyonun
Dizenleyici Onemi

- Fosforilasyon, enzim diizenlenmesinde en yaygin
ve onemli kovalent modifikasyonlardan biridir.

- Protein kinazlar ATP'den fosforil grubunu Ser,
Thr veya Tyr gibi amino asitlere aktarir.

- Protein fosfatazlar ise fosforil grubunu hidrolitik
olarak uzaklastirir.

- Fosforilasyon ve defosforilasyonun geri
donisiimli olmasi, enzim aktivitesinin dinamik
bicimde kontrol edilmesini saglar.
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COVALENT MODIFICATION OF TARGET RESIDUES

€ PHOSPHORYLATION
(Tyr, Ser, Thr, His)

€ ACETYLATION

(Lys, a-amino (amino terminus))

Acetyl-CoA  HS-CoA

@ M @—E'—cm

© usiquiTiNATION
(Lys)

@ ADENYLYLATION
(Tyr)

@ MYRISTOYLATION

(a-amino (amino terminus))

Myristoyl-CoA  HS-CoA

0
@ M @_ﬂ_(CHZ)IZ_CH3

@ ADP-RIBOSYLATION

(Arg, Gln, Cys, diphthamide-
a modified His)

0 0
@_(l:l_of_@ m @*!‘L‘S‘@ NAD nicotinamide - @

Activated ubiquitin

=0

H,C—0—P—0—P—0—CH,—0
ﬁ Hs(E2) 0 ’ b L y
@-c-5-® > @1-t-@ 0 H
Activated ubiquitin . P H H W OH OH
OH OH

@ METHYLATION
(Glu)

S-adenosyl- S-adenosyl-
methionine homocysteine

 (@)—cH,

@ __
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Fostorilasyon Protein Yapisini Nasil
Degistirir?
- Fosforil grup notr bir amino asit yan zincirine hacimli ve negatif ytikli bir

grup ekler.
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- Bu degisiklik hidrojen baglari ve elektrostatik etkilesimler tizerinde belirgin
etkiler olusturabilir.

- Fosforilasyon enzimin ii¢ boyutlu yapisini, substrat baglanmasini ve
katalitik aktivitesini degistirebilir.

- Bu nedenle tek bir fosforilasyon olayi bile giiclii bir diizenleyici sonucg
olusturabilir.
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(Glikojen Fosforilazin
Iki Formu

- Glikojen fosforilaz, glikojenin
parcalanmasinda gorev yapan onemli bir
diizenleyici enzimdir.

- Enzim daha aktif fosforilaz a ve daha az
aktif fosforilaz b olmak uizere 1ki formda
bulunur.

- Fosforilaz b'nin belirli Ser kalintilarinin
fosforillenmesi, enzimi fosforilaz a formuna
donustiirir.

- Bu doniistim ve ilgili diizenleme
mekanizmalari yandaki figiirde
gosterilmektedir.
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Glucagon
— McAMP] |~ = @

Glucose

6-phosphate ——~> ® bre
ATP ------ > -
AMP ------ >@®-

Glucagon
i @

PHOSPHORYLASE KINASE

ATP

ADP”

OIH

Inactive P.

(phosphatase form)

"® ¢--aee.

S

G @ H,0
Active
2ATP (phosphorylated form) 2ADP

R

Phosphorylase b Phosphorylase a
(inactive) (active)

OH

ATP

\\‘ o ® < 6-phosphate
T =
. ST @~ amp

Glucose

{’/ P8 |®

(calcineurin)
N

PPI-1 P
(active)
OH
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PHOSPHORYLASE KINASE

OIH

Fosforilaz Kinaz ve

(phosphatase form)

Fosfoprotein Fosfataz “#--em @. 5=

S

ADP”

i @ H,0
. . . Acti
- Fosforilaz kinaz, ATP kullanarak fosforilaz 24T @ 2ADP

b'y1 fosforilaz a'ya donistirir.

. . Phos'phor.ylase b w
- Fosfoprotein fosfataz 1 (PP1), fosforil
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: ucose OH OH |

gruplarini uzaklastirarak fosforilaz a'y: s AT W R @

yeniden fosforilaz b'ye donustirir. BIff e - = - ®- A

AMP: s >@®- , ST @ < Amp

. . oy o . . . Sl ’

- Boylece ayn1 enzim 1ki karsit enzim sistemi >\/< ,
. . .o oo oo oo /’
. tarafindan geri doniistimli olarak ,

dizenlenir. T N
®

- Bu diizenleme sistemi yandaki figiirde i?/
ayrintili olarak gosterilmektedir.
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ADP 4 (inactive) = H,0

Glucagon ( 7PPZB ]
—> McAMP] |~ ™7 @ \(calcineurin) ®

ATP PPI-1 P,
(active)

OH
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PHOSPHORYLASE KINASE

OIH

Glikojen Fosforilazda

(phosphatase form)

Allosterik Kontrol ]~ @ (0 e

s

ADP”

i ® H,0
. . . . Acti
- Glikojen fosforilaz yalnizca fosforilasyonla 24T @ 2ADP

degil allosterik modiilatorlerle de

du ze 1’11 enir. Phosphorylase b Phosphorylase a
(inactive) (active)
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P

—
2
o
.Z‘ H H ® ®
o0 - AMP fosforilaz b igin aktivator gorevi o B N . o 2@« ophoshat
- goriirken glukoz 6-fosfat ve ATP inhibitor ~ m ——-®-| . @
E\ etki gosterebilir, B eenee e - SR
D Fosforilaz a ise karacigerde gluk >\/<
. gerae glukoz 2P, 2H,0
= tarafindan inhibe edilebilir. o - Olle.. " .-
- Bu nedenle glikojen fosforilazin kontroliinde » j/: o
i il

kovalent ve allosterik mekanizmalar birlikte

gOI'eV yap ar. Glucagon ( 7PPZB )
—> McAMP] |~ ™7 @ \(calcineurin)/ ®
ATP PPI-1 P
(active)

OH
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PHOSPHORYLASE KINASE

OIH

Hormonal Sinyaller

(phosphatase form)

ve Glikojen Fosforilaz - @. 5

S

ADP”

i @ H,0
. . e . Acti
- Glukagon ve epinefrin, hiicresel sinyal 2ATP @ 200

yollar1 araciligiyla glikojen fosforilazin

aktivitesini etkileyebilir.
(inactive) (active)
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f )
—
(=
—
(o=
p—
@ .. . Blugssa OH OH & ® P
m ° Bu hOI'mOI’llarll’l etklsl CAMP ve pI‘Oteln 6-phosphate -“’®-\ \\ ;,‘.®"6-phosphate
&S kinaz A lizerinden fosforilasyon olaylarinin BP e > ®-- T - @ - A
E\ diizenlenmesine baglanir. A wesss= ~® Sy O T @ v
@ - e g . . o e . ,’l
g - Insilin ise fosfataz sistemleri tizerinden 2P i /
karsit yonde etkiler olusturabilir. B ians
— arsit yonde etkiler olusturabilir. 5
m . 5 \ / ,/// =
- Hormonlar, kinazlar, fosfatazlar ve \: E
. . . c eqe 7 - ADP N\ linactive) /. H,0
A allosterik modiilatorler arasindaki iligkiler T 2
andaki figtirde gosterilmektedir. Qg TE) 3
y g g —»g[cAMP] -__'@ \(caz:iizgin) ® [:S
-~ 4 Q
arp PPI-1 P £
(active)
OH
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Birden Fazla Fosforilasyonla Ince
Ayar

- Bazi diizenleyici proteinler birden fazla Ser, Thr veya Tyr kalintisindan
fosforillenebilir.
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- Farkl protein kinazlar ayni proteinin farkli bolgelerini hedefleyebilir.

- Bir proteinin ¢ok sayida fosforilasyon bolgesine sahip olmasi, aktivitenin
basit bir acik—kapali yanitindan daha hassas bicimde ayarlanmasini saglar.

- Bu coklu kontrol 1lkesi glikojen sentaz 6rneginde acik bicimde goriliir.
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Protein Kinazlarin Tanima Diziler:

- Protein kinazlar hedef proteinlerde belirli amino asit dizilerini taniyarak
fosforilasyon bolgelerini secebilir.
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- Bu diziler konsensus diziler olarak adlandirilir ve farkl kinazlarda farkh
ozellikler gosterir.

- Baz1 kinazlar bazik amino asitlerden zengin bolgeleri tercih ederken bazilar:
farklh komsu dizileri tanir.
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Fosforilasyon Ozgilligi

- Bir amino asidin uygun konsensus dizisinde bulunmasi, fosforillenmesi i¢in
onemli ancak tek basina yeterli olmayabilir.
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- Proteinlerin li¢ boyutlu yapis1 hedef kalintinin kinaza erisilebilirligini
etkiler.

- Baz1 kinazlarin aktivitesi, hedef proteindeki baska boélgelerin énceden
fosforillenmesine baglh olabilir.

- Bu o0zellikler protein fosforilasyonunun yliksek diizeyde secici olmasini
saglar.
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PHOSPHORYLATION SITES ON GLYCOGEN SYNTHASE

Glikojen Sentazin 3 1

(Lehninger-Biochemistry)

® N A~
Coklu Fosforilasyonu @ hed oow
H,N' . COO
i - Glikojen sentaz, en az dokuz farkli Ser bl EHaRinye
Q kalintisindan fosforillenebilen ¢oklu ,
— . T T 2 DEGREE OF
o diizenlemeye sahip bir enzimdir. @ IRIAE spng(ssl;%%kmm)‘\ns : O sisse
= INACTIVATION
o0 ¢ Farkh protein .l.ilnazla}r enzimin far.k.h i etk D@ @ R
e fosforilasyon bolgelerini hedef alabilir.
p— Protein kinase G 18 @ +
| — - Bu fosforilasyonlarin bazilari enzimi inhibe i
@ = .o . . Protein kinase C +
. ederken bazilar1 diger bolgelerin
fosforillenmesini etkileyebilir. Ca®/calmoduln kinase | (18) (2) +
Q v==mw
(aa) o i . ) Phosphorylase b kinase ©) 4 =
- Glikojen sentazin coklu fosforilasyon diizeni E
A yandaki flgurde gﬁsterilmektedir. Casein kinase | At least nine sites + & & F g
Casein kinase Il ®) 0 é
Glycogen synthase 5
kinase 3 & @ s S
<
Glycogen synthase @ 4 -
kinase 4
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PHOSPHORYLATION SITES ON GLYCOGEN SYNTHASE

Coklu Fosforilasyonun 3 1

(Lehninger-Biochemistry)

.o o o . T g,
Diizenleyici Avantaji @ boo oo
H,N' . COO
T - Cok sayida fosforilasyon bolgesi, enzimin el RS
Q farkl1 hiicresel sinyallere farklh diizeylerde ,
— ot aad - DEGREE OF
(= yanit vermesini saglar. ) PHOSPHORYLATION | 4=
KINASE SYNTHASE
.Z, @ / SITE(S) ONSYNTHASE | & & B v o
o0 . Dgzenleme boylece yalnizca aktif veya inaktif R H» O @ R
e 1kl durumla sinirli kalmaz.
p— Protein kinase G 18 @ +
- Farkl fosforilasyon kombinasyonlari enzimin P P
ot . e . . w e . rotein Ki
D aktivitesinde kademeli degisiklikler
olusturabilir. Ca?*/calmodulin kinase 18) 2 +
Q v==mw
o0 . Phosphorylase b kinase ©) i =
- Yandaki figiir, glikojen sentazin bu cok E
A katmanl diizenleme bicimini gostermektedir. | “inkinasel ks e sl a
Casein kinase Il ®) 0 é
Glycogen synthase 5
kinase 3 & @ s S
<
Glycogen synthase @ 4 -
kinase 4
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Fosfoprotein Fosftatazlarin Roli

- Protein fosforilasyonu ancak fosforil gruplarini uzaklastiran fosfatazlarin
varligiyla etkili bir geri doniisiimli kontrol mekanizmasi olusturur.
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- Fosfoprotein fosfatazlar Ser, Thr veya Tyr kalintilarindaki fosfat gruplarini
hidroliz eder.

- Bu enzimler genellikle protein kinazlardan daha genis substrat 6zgulliigiine
sahiptir.

- Kinazlar ile fosfatazlarin karsilikli calismasi, hiicresel fosforilasyon
durumunun dinamik olarak diizenlenmesini saglar.
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Proteolitik Aktivasyon ve Zimojenler

- Baz1 enzimler baslangicta zimojen adi verilen inaktif 6énciil proteinler olarak
sentezlenir.
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- Belirli peptit baglarinin proteolitik olarak kesilmesi, enzimin aktif
konformasyona gecmesini saglar.

- Bu tir aktivasyon genellikle geri doniisimstizdiir.

- Sindirim proteazlarinin 6nemli bir boliimii bu mekanizmayla etkinlestirilir.
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Kimotripsinojenin Aktivasyonu
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o - Kimotripsin baslangicta inaktif CHYMOTRYPSINOGEN ACTIVATION
o OIlClll O].an kimOtI'ipSianen [ Chymotrypsinogen (inactive) ] l Trypsinogen (inactive) ]
— . . 1 245 1 & 245
o seklinde sentezlenir. l & F e
> trypsin RIS
© mm— . . . . . . . - 5 -y enteropeptidase
o - Tripsinin belirli bir peptit bagini . mChmotnypsin activ) j\ -
. . . \ \ Val-(Asp),—Lys
e kesmesiyle once aktif ara form i 225 | Y
== olusur. S ) /
: nfchymotrypgin Ser”—Arng
.= ) o (autolysis) + Thri47_pAsn148
p : Daha Sonrakl OtOkatalltlk a-Chymotrypsin (active) Trypsin (active)
kesilmeler sonucunda aktif o- L & 5 -
0 ro=n . .. . (L 4 L) U 245
on kimotripsin meydana gelir. e e T A , e -
® © =
. . . . . o . e
A - Kimotripsinojenin proteolitik LEGEND B
. . (T Chymotrypsinogen sequence E Cleavage site (bond broken) —> Enzyme that catalyzes the step E
aktlvasyon basamaklarl yandakl () Trypsinogen sequence | Residue position [28
figlirde gosterilmektedir. A
2
oW
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Tripsinojenin Aktivasyonu

(Lehninger-Biochemistry)

1 - Tripsin de baslangicta inaktif
o tI‘ipSianen bigiminde S€Dt€ZleniI'. Chymotrypsinogen (inactive) Trypsinogen (inactive)
Iy [ 1 245] l 1 & 245]
o . . . . . . ’ V;‘alf(Aslp)4 = Il.ys ~lle-
= - Enteropeptidaz, tripsinojenin N- | wesi
- . . . [ . . - ~ enteropeptidase
o terminal bolgesindeki 6zgul bir . mChmotnypsin activ) j\ -
. v \ \ Val-(Asp),—Lys
e peptit bagini keser. e 225 | Y
— L Ag e & )
g - Bu proteolitik kesilme aktif - he;:_ﬂg:
o . . . o r'47-Asn
8
trlPSlnln OluSmaSlnl Saglar° a-Chymotrypsin (active) Trypsin (active)
1 1|3 1]6 14]6 14}9 2?5 ?
E - Tripsinojenin aktivasyonu yandaki |“ & 1|8 = .
figlirde kimotripsinojen ® © E
A aktivasyonuyla birlikte LEGEND A
. D . (T Chymotrypsinogen sequence E Cleavage site (bond broken) —> Enzyme that catalyzes the step E
gO Sterllmekte dlI’ o () Trypsinogen sequence | Residue position [:8
2
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Proteazlarin Inhibitorlerle Kontrolii

- Proteolitik aktivasyon geri doniisimsiiz oldugundan aktif proteazlarin
kontrolii icin ek mekanizmalara ihtiyac¢ vardir.
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- Baz1 inhibitor proteinler proteazlarin aktif bolgelerine ¢ok siki baglanarak
aktivitelerini baskilar.

- Pankreatik tripsin inhibitori tripsine baglanarak enzimin kontrolsiiz
aktivitesini sinirlar.

- Boylece proteolitik enzimlerin yanlis yerde veya yanlis zamanda
etkinlesmesi 6nlenebilir.
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oi-Antiproteinaz ve Elastaz Kontroli

- ai-Antiproteinaz, 6zellikle notrofillerden salinan elastazin kontroliinde
onemli bir proteaz inhibitortdiir.
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- Elastaz aktivitesinin yeterince kontrol edilememesi akciger dokusunda
hasara yol acabilir.

- ai-Antiproteinaz eksikligi veya islev kayb1 amfizem gelisimiyle
i1ligkilendirilebilir.

- Sigara dumanina maruz kalma da bu inhibitor proteinin islevini olumsuz
etkileyebilir.
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Proteolitik Olarak Aktive Edilen
Diger Proteinler

- Proteolitik aktivasyon yalnizca sindirim enzimleriyle sinirlh degildir.
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- Kollajen gibi bazi proteinler 6nciil proproteinler olarak sentezlenir ve daha
sonra kesilerek olgunlastirilir.

- Kan pihtilasmasi da ¢ok sayida proteolitik aktivasyon basamagindan olusan
karmasik bir sistemdir.

- Fibrinojenin fibrine dontisiimi ve protrombinin trombine aktivasyonu bu
slirece ornektir.
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Bir Enzimde Birden Fazla
Duzenleme Mekanizmasi

- Bazi diizenleyici enzimler ayni anda birden fazla kontrol mekanizmasina
tabi olabilir.
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- Glikojen fosforilaz hem kovalent modifikasyon hem de allosterik
modiilatorlerle diizenlenir.

- Ayrica bu diizenleyici sistem hormonlarin etkisi altinda calisan kinaz ve
fosfatazlarla baglantilidir.

- Bu ¢ok katmanli kontrol, metabolik akisin farkl: fizyolojik kosullara
uyarlanmasini saglar.
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Diizenleyici Enzimlerin Metabolik
Aglardaki Konumu

- Karmasgik diizenleyici enzimler cogunlukla metabolik yollarin énemli kavsak
noktalarinda bulunur.
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- Aspartat transkarbamoilaz niikleotid metabolizmasinda, glikojen sentaz ve
glikojen fosforilaz ise karbonhidrat metabolizmasinda 6nemli 6rneklerdir.

- Bu enzimler allosterik diizenleme, kovalent modifikasyon ve diger
proteinlerle etkilesim gibi farkli mekanizmalarla kontrol edilebilir.

- Bu cegitlilik hiicresel metabolizmanin farkl gereksinimlere hassas bicimde
yanit vermesine olanak saglar.
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Enzim Diizenlenmesinin Biyolojik
Anlami

- Hiucreler metabolik kaynaklarini gereksinimlerine gére kullanmak
zorundadir ve bu slire¢ katalizin siki bicimde diizenlenmesini gerektirir.
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- Besinler bol oldugunda hiicreler enerji ve metabolit depolayabilir, kit
oldugunda ise mevcut kaynaklari daha dikkatli kullanir.

- Diizenleyici enzimler metabolik reaksiyonlarin ne zaman ve hangi hizda
gerceklesecegini belirlemede temel rol oynar.

- Enzimatik katalizin kontroli, hiicresel metabolizmanin biitinligini ve
yasamin diizenli bicimde siirdirilmesini miimkin kilar.
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