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1. ÖZET 

Lityumun Karbonik Anhidraz II Enzim Aktivitesi Üzerine Etkilerinin 

İncelenmesi 

Lityum, sinir ve kas hücrelerindeki sodyum transportunu değiştiren bir metaldir. 

Lityum karbonat, bir lityum tuzu olup lityum iyonu kaynağı olarak kullanılır. Lityum 

karbonat, bipolar I bozukluk (manik atak ve koruyucu tedavisinde ve depresif 

ataklarda), bipolar II bozukluk, siklotimik bozukluk, yineleyici majör depresif 

bozukluk, akut ve şizoaffektif bozukluklarda oldukça yaygın olarak kullanılan bir 

ilaçtır. Karbonik anhidraz (CA) karbondioksitin hidrasyonunu dönüşümlü olarak 

katalizleyen bir metalloenzimdir. Memelilerde geniş bir doku dağılımına sahiptir ve 

şimdiye kadar onaltı farklı izoenzim tanımlanmıştır (CAI-XVI). Katalizlediği reaksiyon 

ile asit baz dengesinin düzenlenmesi, elektrolit sekresyonu, karbondioksitin taşınması 

gibi bir çok fizyolojik olayda rol alır. Karbonik anhidraz inhibitörleri epilepsi, glokom 

gibi çeşitli hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. Bazı metal iyonları da karbonik 

anhidraz aktivitesini inhibe etmektedir. Bu çalışmada lityumun CA II’ye etkisi in vitro 

olarak incelendi. Karbonik anhidrazın hidrataz ve esteraz aktiviteleri, enzimin 3 farklı 

lityum konsantrasyonlarında (0.1, 0.01, 0.001 M) inkübe edilmesiyle, potansiyometrik 

ve spektrofotometrik olarak ölçüldü. Güçlü bir karbonik anhidraz inhibitörü olan 

asetazolamidin 3 farklı konsantrasyonu (0.1, 0.01, 0.001 mM) pozitif kontrol olarak 

kullanıldı. Lityum çözeltilerindeki CA hidrataz aktivitesi ise IC50 değeri 0.325M, 

esteraz aktivitesi için IC50 değeri 1.095 M olarak ölçüldü. Elde edilen bulgular 

neticesinde lityumun karbonik anhidraz II izoenzimini az da olsa inhibe ettiği ancak 

bunun anlamlı bir değer taşımadığı kanaatine varıldı. 

Anahtar Sözcükler: Asetazolamid, Esteraz aktivitesi, Hidrataz aktivitesi, Karbonik 

anhidraz II, Lityum 
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2. SUMMARY 

Investigation of the Effects of Lithium on Enzyme Activity of Carbonic 

Anhydrase II 

Lithium is a metal changes the transport of sodium in nerve and muscle cells. 

Lithium carbonate is a lithium salt and used as a lithium ion source. Lithium 

carbonate is a drug widely used in bipolar I disorder (in manic attack and 

prophylactic treatment and depressive attacks), bipolar II disorder, cyclothymic 

disorder, recurrent major depressive disorder, acute and schizoaffective disorders. 

Carbonic anhydrase (CA) is a metalloenzyme that alternately catalyzes the hydration 

of carbon dioxide. It has a wide tissue distribution in mammals and so far sixteen 

different isoenzymes have been identified (CAI-XVI). The catalyzed reaction is 

involved in many physiological events such as regulation of acid base balance, 

electrolyte secretion and transport of carbon dioxide. Carbonic anhydrase inhibitors 

are used in the treatment of various diseases such as epilepsy and glaucoma. Some 

metal ions also inhibit carbonic anhydrase activity. In this study, the effect of lithium 

on the CA II isoenzyme, was investigated in vitro. Hydratase and esterase activities 

of carbonic anhydrase were measured potentiometric and spectrophotometrically by 

incubating the enzyme at three different lithium concentrations (0.1, 0.01, 0.001 M). 

Three different concentrations of acetazolamide (0.1, 0.01, 0.001 mM), a potent 

carbonic anhydrase inhibitor, were used as positive control. The IC50 value for CA 

hydratase activity in lithium solutions was 0.325M and value for esterase activity as 

1.095 M. As a result of the findings, it was concluded that lithium inhibited carbonic 

anhydrase II isoenzyme slightly but it did not have a statistically significant value.  

Key Words: Acetazolamide, Carbonic anhydrase II, Esterase activity, Hydratase 

activity, Lithium 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

Lityum, kas ve sinir hücrelerindeki sodyumun taşınma sistemini değiştiren bir 

metaldir. Lityum karbonat (Li2CO3), lityum iyonu kaynağı olarak kullanılan bir 

lityum tuzudur. Li2CO3, bipolar I ve II bozukluk, siklotimik, yineleyici majör 

depresif, akut ve şizoaffektif bozukluklarda oldukça yaygın olarak kullanılan bir 

ilaçtır (1).  

Karbonik anhidraz (CA) karbondioksitin hidrasyonunu dönüşümlü olarak 

katalizleyen bir metalloenzimdir. Memelilerde geniş bir doku dağılımına sahiptir ve 

şimdiye kadar 16 farklı izoenzim tanımlanmıştır (CAI-XVI). Katalizlediği reaksiyon 

ile asit-baz dengesinin düzenlenmesi, elektrolit sekresyonu, karbondioksitin 

taşınması, kalsifikasyon ve biyosentez mekanizmaları gibi bir çok fizyolojik olayda 

rol alır (2).  

1940 yılında sinir dokusundaki aktivitesi ispat edilen CA enzimi, beyin destek 

hücreleri, merkezi sinir sistemi akson ve kapiler borularında ve göz sinir ağı 

hücrelerinde yerleşmektedir. CA II, CA III, CA IV ve CA VII izoenzimleri ise 

merkezi sinir sisteminde yer almaktadır. Bu izoenzimlerin görevleri ise birbirinden 

farklıdır. CA enzimi, beyin omurilik sıvısının üretimi ve bu sıvının iyonik bileşimi 

ile pH’sının ayarlanmasında aktif rol oynar (3). 

CA inhibitörlerinin epilepsi (sara), glokom gibi bazı hastalıkların tedavisinde 

kullanıldığı bilinmektedir. Cu
2+

, Zn
2+

, Ag
+
, Cd

2+
 ve Pb

2+
 gibi bazı metal iyonları 

karbonik anhidraz aktivitesini inhibe etmektedir (4). 

Bu çalışmada CA’nın en yaygın doku dağılımına sahip izoenzimlerinden olan 

CA II ye etkisi in vitro olarak incelendi. Lityum, hastalarda genel olarak 300 mg’lık 

tabletler halinde günde 3 kez kullanılmaktadır. Karbonik anhidrazın hidrataz ve 

esteraz aktiviteleri, enzimin farklı lityum konsantrasyonlarında inkübe edilmesiyle, 

potansiyometrik ve spektrofotometrik olarak ölçüldü. Güçlü bir karbonik anhidraz 

inhibitörü olan asetazolamit de pozitif kontrol olarak kullanıldı. Elde edilen 

sonuçların bipolar hastalıkların tedavisinde kullanılan Lityumun etki 

mekanizmalarını ortaya konmasında veya Lityum kullanımına bağlı yan etkilerin 

açıklanmasında literatüre katkı sağlaması hedeflenmektedir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1.  Lityum 

Lityumun ilk tanımlanması 19. yüzyılda Johan August Arfvedson’un 

spodümen [LiAl(Si2O6)] olarak adlandırılan mineral üzerinde yaptığı çalışmalar 

neticesinde olmuştur. Lityum, en düşük yoğunluğa sahip metaldir. Atom numarası 3, 

atom ağırlığı ise 6.941'dir (1). Lityumun fiziksel ve kimyasal özellikleri Tablo 1’de 

verilmiştir.  

     Tablo 1. Lityumun fiziksel ve özellikleri (Ober’den, 5) 

Fiziksel Özellikleri 

Yoğunluğu : 0.535 g/ml 

Erime Noktası : 180.54 °C 

Kaynama Noktası : 1342 °C 

Molar Hacmi : 13.02 ml/mol 

Isı İletkenliği : 0.85 W cm
-1

 K
-1

 

Özgül Isı : 3.582 J g
-1

 K
-1

 

Buharlaşma Entalpisi : 147 kJ mol
-1

 

Atomlaşma Entalpisi : 159 kJ mol
-1

 

Kimyasal Özellikleri 

Kabuk Yapısı : 2.1 

Elektron İlgisi : 59.6 kJ/mol
-1

 

Elektronegatiflik : 0.98 (Pauling birimi)  

: 0.89 (Sanderson elektronegatifliğine göre) 

Atomik Yarıçapı : 145 pm (167 pm hesaplama ile) 

İyonlaşma enerjileri  

 I. iyonlaşma Enerjisi : 520.2 kJ/mol 

 II. iyonlaşma Enerjisi : 7298.1 kJ/mol 

 III. iyonlaşma Enerjisi : 11815 kJ/mol 

Oksidasyon sayısı : 1.indirgenme Potansiyeli: E0= -3.040 volt 
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Tüm alkali metaller gibi bir değerlik elektronu bulunan lityum, bu tek 

elektronunu kaybederek pozitif iyon haline geçer. Oldukça yumuşak ve gümüş 

renginde bir metal olan lityum kısa sürede reaksiyona girdiğinden doğada saf halde 

değil bileşikleri halinde bulunur (6). 

Lityum, alkali metaller grubu içinde en yüksek erime ve kaynama noktasına 

sahiptir. Doğada madenlere karışmış halde veya çok küçük miktarlarda yeraltı suları, 

deniz suyu, deniz ürünleri ve tuzları biçiminde bitki ve hayvan dokularında yer alır. 

İnsan vücudunda ise doğal olarak eser miktarlarda bulunur (7).  

4.1.1. Lityumun Tıpta Kullanımı 

Lityum, tıpta ilaç olarak ilk kez 1800’lü yılların ortalarında kullanılmaya 

başlanmıştır.  A. Lipowitz ve Alexander Ure, in vitro olarak yaptıkları çalışmalarda 

lityum çözeltilerinin ürik asit kristallerini çözdüğünü keşfetmişlerdir. Bu keşfin 

ardından lityum, mesanedeki ürik asit taşlarının tedavisi ve gut hastalarında ürik asit 

çökelti tedavisi için kullanılmıştır (8, 9). 

19. yüzyılın ikinci yarısından sonra, ürik asit dengesindeki bozulmanın pek 

çok hastalığa neden olabileceği görüşü yaygınlık kazanmış, böylece lityumun 

kullanım alanı da hızla genişlemiştir. Başta mesane yangısı olmak üzere böbrek 

taşları, angina, romatizmal hastalıklar, hipertansiyon, dispepsi, astım ve baş ağrısı 

gibi pek çok durumlarda kullanılmaya başlanmıştır (10). 

Lityum, 1974 yılında, Amerikan Federal İlaç ve Gıda Dairesi'nden (FDA) ilaç 

olarak onaylanmıştır. Lityum, bipolar bozukluk tedavisi başta olmak üzere siklotimi, 

yineleyici depresyon, şizoaffektif bozukluk gibi çeşitli ruhsal hastalıkların 

tedavisinde kullanılan bir duygu durum düzenleyicisidir  (11-13). 

Lityumun psikiyatri alanındaki ilk kullanımı ise Armand Trousseau ve 

Alexander Haig’in depresif hastalarda lityumun etkin bir seçenek olabileceğini ileri 

sürmeleri sonra gerçekleşmiştir. William A. Hammond ise lityumun manik 

hastalarda da etkin olduğunu gözlemlemiştir. Ancak, tedavi edici etkileri ile birlikte 

çeşitli yan etkileri de gözlenen lityumun toksik etkileri ortaya çıkmış ve ölümler de 

rapor edilmiştir (14). Buna rağmen lityum, çeşitli ruhsal hastalıkların tedavisi için 

dünya genelinde yaygın olarak kullanılan önemli bir ilaç olma özelliğini 

sürdürmektedir (10). 
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4.1.2. Lityumun Etki Mekanizması 

Yıllardır ilaç olarak kullanılan lityumun etki mekanizması tam olarak 

açıklanamasa da bazı mekanizmalar ileri sürülmüştür (14, 15). 

Düzenli lityum ve sodyum valproat alımlarının sıçanların beyininde 

miyoinozitol düzeyini azalttığı inozitolmonofosfatı ise artırdığı görülmüştür (16). 

Fosfoinozitol-3-kinazın (PI3K) glikojen sentaz kinaz 3β’yı (GSK3β) fosforilleyerek 

inhibe ettiği, (17, 18) PI3K inhibisyonun nöron azalmasını, aktivasyonunun ise 

çoğalmasını sağladığı aynı zamanda PI3K’nin hücreler arası bağlantıdaki gap 

junctionları düzenlediği bildirilmiştir (19).  

Lityum, serin treonin protein kinaz B’yi (Akt-1) aktifleştirir, Akt-1 de 

GSK3β’yı inhibe eder. Akt-1 apoptotik ve yaşamsal yolaklarda önemli bir protein 

kinazdır (20, 21). 

Düşük K (potasyum)-uyarılmış fosfataz da dâhil olmak üzere birçok sitozolik 

fosfatazı inhibe ettiği belirtilen lityumun sıçan beyinciklerindeki granül hücrelerini 

düşük ekstraselüler potasyum düzeylerinde apopitozise karşı koruduğu tespit 

edilmiştir (22). 

Lityumun 150 yıl önce inozitol fosfatı serbest inozitole enzimatik olarak 

çevirdiği ve inozitol monofosfataz (IMP) inhibisyonuna katkı sağladığı 

keşfedilmiştir (23). Düzenli lityum uygulamasının IMP sentezini beyinde paradoksal 

olarak arttırdığı belirlenmiştir (24). Yıllar boyunca fosfoinozitol azalmasının 

lityumun etki mekanizmalarının nedeni olduğunu düşünülmüştür. Ancak en son 

yapılan çalışmalarda bunun lityum mekanizmalarından olmadığı ileri sürülmüştür 

(25). IMP’nin santral sinir sisteminde mitokondriyal biyogenezi uyaran otofajide 

önemli bir rol oynadığı belirtilmektedir (26). 

72 saat süresince lityum ile muamele edilen insan lenfosit hücrelerinde Na/K 

pompa sayısının belirgin bir şekilde arttığı tespit edilmiştir. Öte yandan lityumun, 

insan lenfositlerindeki guanilat siklaz enziminin güçlü bir inhibitörü olduğu 

bilinmektedir (27). İnhibisyon etkisinin önlenmesi için ortama miyoinozitol 

eklenebilir. Lityum G proteini ilişkili adenilat siklaz enzimini inhibe eder böylece 

GSK3β düzeylerini de etkilemektedir (28). İnsan lenfositlerinde cGMP’nin 

birikmesini önler (29). Lityumun birçok etkisinin GSK3β üzerinde birleştiği Şekil 

1’de görülmektedir.  
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Şekil 1. Lityumun etki mekanizması (Young’dan, 30) 

4.1.3.  Lityumun Farmakokinetik Özellikleri 

Lityum elementer bir tuzdur bu nedenle gastrointestinal kanaldan emilimi 

hızlı ve tamdır (31, 32). Alındıktan sonra 2 ila 4 saat arasında plazmada en yüksek 

seviyesine ulaşır ve yarılanma süresi de 24 saattir (33). 

Dağılımı, vücuttaki toplam su miktarına bağlı olan lityumun, kan beyin 

bariyerine geçişi yavaş ve dengelidir. Plazma proteinlerine bağlanmayıp plazmada 

dağıldıktan sonra hücre içi sıvıya geçer. Hücre içine girişi basit transport şeklindedir 

ve sodyumunkine benzer. Hücre dışına çıkışı ise aktif transportla gerçekleşir. Çok 

yavaş taşıma sistemlerinden ayrıldığı için de hücre dışına çıkışı zordur. Lityumun 

vücut içindeki dağılımı da farklılık gösterir. Bazı dokulardaki konsantrasyonu serum 

konsantrasyonundan daha yüksek iken bazı dokularda ise daha düşüktür. Örneğin 

beyindeki konsantrasyonu serum konsantrasyonu kadar iken tiroid bezinde ise serum 

konsantrasyonunun 4-5 katına kadar ulaşabilmektedir. Alyuvardaki lityum miktarı 

ise plazmadaki lityum miktarından çok daha azdır (10).  

Lityumun genel farmakokinetik özellikleri Tablo 2’de gösterilmiştir. 
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Tablo 2. Lityumun genel farmakokinetik özellikleri (Dökmeci’den, 34) 

Emilimi Hızlı (oral) 

2-4 saatte en yüksek konsantrasyona ulaşır. 

6-8 saatte tamamı emilir. 

Dağılımı Plazma proteinlerine bağlanmaz. 

Tüm vücut sıvılarına dağılır. 

İntraselüler kompartman sıvısına girişi yavaştır. 

Dolaşıma girişi hızlı beyine girişi yavaştır 

Tiroid dokusunda birikir. 

Plazma Yarı Ömrü 12 saattir. 

Kararlı durum 2 haftada oluşur. 

Eliminasyonu Eliminasyonun yarı ömrü 24 saattir. 

%95 böbrekler  

(Na'un proksimal klirensine eşdeğerdir.) 

Bu nedenle atılımı serum Na düzeyinden etkilenir. 

 

4.1.4. Lityumun Toksisitesi 

Lityum karbonat güvenirlilik indeksi düşük, yan etkileri oldukça fazla olan bir 

ilaçtır (35). Lityum 0.6-1.5 mEq/L arasında dar bir terapötik aralığa sahiptir ve bu 

yüzden toksisite oluşturma ihtimali yüksektir (36). 

Yapılan bir araştırmada, lityumun serum içindeki düzeyi 1.5 mM’den yüksek 

olduğunda toksik etkiler oluşturabileceği belirtilmiştir. 2 mM’den yüksek olduğunda 

ise, nörolojik bazı semptomlara neden olabileceği ve uzamış lityum toksisitesinin bu 

konsantrasyonda gerçekleşip kalıcı beyin hasarına sebep olabileceği belirtilmiştir 

(37).  

Öte yandan lityum, metabolik değişikliğe de neden olabilir. Sırasıyla; sodyum, 

potasyum, magnezyum ve kalsiyumla yarışır. Böylece hücreler arası alanda ve 

özellikle kemiklerde minerallerle yer değiştirir.  

Lityumun tiroid bezi üzerindeki etkisi de oldukça yüksektir. En sık gelişen 

durumlar; guatr, subklinik ve klinik hipotiroidizm, nadiren de hipertiroididir. 

Tiroglobulin iyodizasyonunu ve tiroid bezinin iyot tutabilme kabiliyetini azaltır (38). 
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Lityum, hücre membran fizyolojisini etkileyen kalsiyum, sodyum, potasyum 

ve magnezyum metabolizmasını da etkiler (39). 

Lityumun belirlenen yan etkilerinden birisi de erkek fertilitesine olan toksik 

etkisidir (40). 3 hafta boyunca lityum tedavisi almış depresyon tanılı hastalara ait 

spermlerin yaşam sürelerinin anlamlı oranda azaldığı gözlenmiştir (41). Lityumun 

başlıca yan etkileri Tablo 3’te sunulmuştur. 

Tablo 3. Lityumun başlıca yan etkileri (Kayaalp’ten, 35) 

Nörolojik ve Psikiyatrik Ekstremitelerde titremeler 

Hafıza bozuklukları 

Kas zayıflaması 

Komaya varan bilinç bozuklukları 

Epilepsi nöbetleri 

Baş dönmesi, libido bozuklukları 

Kardiyovasküler EKG değişiklikleri 

T dalgasında yassılaşma, ters dönme 

Frekans bozuklukları 

Aritmiler 

Gastro-intestinal Bulantı, kusma, diyare 

Karın ağrısı 

Sıvı ve elektrolit Kilo artışı 

Ödem 

Poliüri 

Hematolojik Lökositoz, lenfopeni 

Endokrinolojik Guatr, hipotiroidi 

Deri Akne 

Psöriyazis 
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4.2. Karbonik Anhidraz (CA) 

Karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1, karbonat hidroliyaz) çok geniş dağılımı 

olan bir enzimdir. Yaklaşık 260 amino asitten müteşekkildir ve 30 kDa ağırlığa 

sahiptir. Aktif merkezinde çinko (Zn
2+

) iyonu ihtiva eden monomerik bir proteindir 

ve organizmada çok önemli işleve sahiptir.  

Canlılarda bilinen beş farklı yapısal karbonik anhidraz enzim ailesi vardır. 

Bunlar; yeşil bitkilerin sitoplâzmasında, bakteri, alg ve omurgalılarda bulunan α-CA 

ailesi, genellikle bakteri, alg, tek ve çift çenekli bitki kloroplastlarında bulunan β-

CA ailesi, temel olarak archealarda ve bazı bakterilerde bulunan γ-CA ailesi, bazı 

deniz diatomlarında bulunan δ-CA ailesi ve yakın geçmişte keşfedilen ε türleridir 

(2). 

Alfa ailesi en fazla bilinenidir  (4). Memelilerde bulunan alfa tipi CA’ların 

doku dağılımı, hücre içi yerleşimleri ve kinetik özellikleri farklı on altı ayrı (CA I-

XVI) izoenzimi tarif edilmiştir. Bunlardan CA I, II, III, VII ve XIII sitoplazmada, 

IV, IX, XII, XIV ve XV’ler membran bağımlı, V mitokondride, VI tükrük 

salgısında, diğer üçü ise CA ilişkili proteinler olan (CARP), VIII, X ve XI’de 

sitozolde yer alır.  

İlk kez 1933 yılında memeli eritrositlerinden saflaştırılan CA’nın temel 

fizyolojik fonksiyonu CO2’nin hidrasyonu veya bikarbonatın dehidrasyon 

reaksiyonlarını dönüşümlü olarak katalizlemesidir (3). 

                                   CA 

CO2 + H2O  H2CO3    HCO3
-
 + H

+
 

 

Bu reaksiyon ile beraber birçok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynayan 

CA, CO2’in taşınmasında, bikarbonatın akciğerler ve dokular arasında metabolize 

olmasında, doku ve organlardaki elektrolit sekresyonunda, hücre proliferasyonu ve 

farklılaşması, pH homeostazisi, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tümör oluşumu, 

idrar asidifikasyonu, ve daha birçok biyosentez reaksiyonunda görev almaktadır 

(42). 

CA, sülfonik, karbonik, karboksilik ve fosforik esterlerin, aldehitlerin ve 

pirüvatın hidrolizini de katalizlemektedir. Fakat şimdiye kadar bunların fizyolojik 

önemi gösterilememiştir (43). 
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4.2.1. Karbonik Anhidraz II (CA II) 

Karbonik anhidraz II, α sınıfı CA ailesinin katalitik aktivitesi en yüksek, 

maksimum CO2 hidrasyonu turnover sayısına sahip üyesidir. Katalitik etkisi, aktif 

merkezindeki Zn
2+

 iyonlarının 3 histidin rezüdüsüyle sağladığı koordinasyon ile 

gerçekleşir (44). Kataliz sırasında Zn
2+

 iyonları nükleofilik lewis asidi gibi davranır. 

CA II, eritrositlerde, trombositlerde, endotel hücrelerinde, beyinde, böbrek 

tubulus hücrelerinde, gözde processus siliariste, mide mukozasında, karaciğerde, 

pankreatik kanalda ve spermatozoada bulunur. Safra kesesinin epitelyum 

hücrelerinde eksprese edilen CA II, bazı hücrelerde asit-baz dengesi için temel rol 

oynar. Üriner asidifikasyon için H
+
 salgılayan renal tubuler ve H

+
 salgılayan gastrik 

parietal hücrelerinde etkindir. CA II, pankreas sıvısı için pankreatik kanal 

hücrelerine HCO3
-
 sağlar. Anormal derecede yüksek göz içi basıncıyla ortaya çıkan 

ve dönüşümsüz körlüğe sebep olan glakomda CA II enziminin önemli rolü vardır. 

Dünyada on milyondan fazla kişinin yüksek göz içi basıncına sahip olduğu tahmin 

edilmektedir. Aköz humor göz içi basıncının sağlanmasında büyük rol oynamaktadır 

(45). CA II enziminin aköz humorun salgılanmasında da uyarıcı etkisi vardır. Öte 

yandan CA II eritrositlerde, böbrekte, karaciğerde ve proksimal tubüllerde CO2 

değişimine katkı sağlar (46). CA izoenzimlerinin doku dağılımı ve işlevsel rolü 

Tablo 4’te sunulmuştur. 

Tablo 4. α-CA ailesinin yerleşimi, aktivitesi ve işlevi (Renner’dan, 47) 

Hücreiçi 

Yerleşim 

İzoenzim Kcat 

(x105) 

(s-1) 

İşlevi Bulunduğu Dokular 

Sitozolik 

I 2 
Solunum 

Asit/baz homeostazı 

Kolon, Göz, Ter Bezi, 

Yağ 

Dokusu, Kan Hücreleri 

II 14 
Solunum 

Asit/baz homeostazı 
Bütün Dokular 

III 0.1 
Metabolizma 

Oksidatif hasar 

Yağ Dokuları, İskelet 

Kası, 

Karaciğer 

VII 9.5 
Nöbetler 

Oksidatif hasar 

Beyin, Kolon, Karaciğer 

ve 
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Kanser İskelet Kası 

XIII 1.5 Bilinmiyor 

Akciğer, Böbrek, Kalp, 

Beyin, İskelet Kası, 

Üreme 

Organları, Bağırsaklar 

Sitozolik 

(CARPS) 
VII - 

Motor fonksiyon 

Kanser çoğalması 
Beyin 

X - CNS Merkezi Sinir Sistemi 

XI - 
CNS 

Kanser çoğalması 
Merkezi Sinir Sistemi 

Membran 

Bağımlı IV 11 

 Solunum 

Sperm hareketliliği 

CNS tamponlama 

Akciğer, Böbrek 

IX 3.8 

Gastrik homeostaz 

Kanser çoğalması 

Hipoksi 

Mide, Kolon, Pankreas 

XII 4.2 

Sıvı homeostazı 

Kanser çoğalması 

Hipoksi 

Böbrek 

XIV 3.1 

Fotoreseptör 

Sinyalizasyon 

CNS tamponlama 

Beyin ve Göz 

mXV 4.7  Bilinmiyor Böbrek 

Mitokondriyal 

VA 2.9 

Üre sentezi 

Glukoneogenez 

Lipogenez 

Karaciğer, İskelet Kası, 

Böbrek 

VB 9.5 

Üre sentezi 

Glukoneogenez 

Lipogenez 

Bütün Dokular 

Salgısal 
VI 3.4 

Tat algılaması 

Diş boşlukları 
Tükürük Bezleri 

 

4.2.2. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Yöntemleri 

CA aktivitesi, enzimin CO2 hidratasyonu, HCO3’ın dehidratasyonu ve bazı 

esterleri hidrolizi gibi özelliklerinden yararlanılarak belirlenebilir. Katalizlediği 

reaksiyona bakıldığında, ortama göre CO2 gazı çıkmakta veya harcanmaktadır. Aynı 
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zamanda H
+
 iyonu konsantrasyonu artmakta ya da azalmaktadır. Ortaya çıkan ya da 

azalan karbondioksit gazı, nicel olarak monomerik yolla tespit edilebilir ancak 

monomerik metodun, reaksiyon pH'sının değişken olması, CO2’nin suda sınırlı 

çözülmesi ve uzun zaman alması gibi dezavantajları vardır (48). İkinci olarak, H
+
 

konsantrasyonu, pH'nın düşmesi veya yükselmesi gibi geçen süre potansiyometrik 

yolla veya indikatörle belirlenebilir. Fakat bu metodun kısa zaman alması gibi 

avantajının yanı sıra reaksiyon sırasında pH'nın değişken olması, CO2’nin suda 

sınırlı çözülmesi ve kullanılan indikatörün inhibisyon etkisi gibi olumsuz sonuçları 

da vardır. Kullanılan inhibitörlerdeki farklılıklar, dönüm noktasının tespitindeki 

zorluklar ve inhibitörlerin düşük inhibisyon etkileri hidrataz aktivitesinin 

kullanımını sınırlamaktadır (49, 50). Bu dezavantajları en az düzeye indirmek için 

sabit pH'da titrasyon veya 0.02-0.05 birimlik pH düşüşünün indikatörlü ortamda, 

spektrofotometre ile ölçüm yapıldığı hızlı akış reaksiyonu gibi metodlar aktivite 

tayininde kullanılmaktadır. 

Enzimin saflaştırılması sırasında aktivite ölçümleri genellikle Wilbur-

Anderson metodu ile yapılmaktadır. Bu yöntemde, CO2 hidratasyonunda pH'nın 

8.2’den 7.0’a düşüşü için geçen süre, pH metre ile bulunur. Enzim birimi, enzimsiz 

CO2 hidratasyonu süresi (t0) ile enzimli reaksiyon süresi (tc) arasındaki farkın tc’ye 

bölünmesi ile bulunur (51). 

Karbonik anhidrazın ester hidrolizleyici özelliğinden yararlanılarak da 

aktivitesi ölçülebilir. Kullanılan esterin birim zamanda hidrolizlenen miktarı 

spektrofotometrik olarak takip edilir ve enzimin aktivitesi bulunur. Bu amaçla en 

çok kullanılan ester p-nitrofenil asetattır. p-nitrofenil asetatın hidrolizi ile oluşan p-

nitrofenolün 348 nm’de verdiği absorbansın ölçümüyle aktivite tayin edilmektedir 

(52, 53). 

4.2.2.1. Karbonik Anhidraz CO2 -Hidrataz Mekanizması 

Karbonik anhidrazın katalizlediği CO2 – Hidrataz mekanizması basitçe Şekil 

2’de verilmiştir. Birinci basamakta Zn
2+

 iyonuna bağlı (–OH) grubundaki bağ 

yapmayan elektron çiftinin, CO2 molekülüne nükleofilik atak yaparak karbonoksijen 

bağı oluşturması esnasında π-bağı açılmaktadır. Daha sonraki basamakta, negatif 

yüklü oksijen atomunun proton abstraktı ve su girişi ile HCO3
-
 iyonu ayrılmaktadır. 

Son olarak bir H
+
 iyonu kaybederek yeniden ilk baştaki bileşiğe dönüşmektedir. 
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Şekil 2. Karbonik anhidraz II’nin katalizlediği CO2-hidrasyon reaksiyonunun 

mekanizması (Berg’den, 54) 

Bu enzimatik mekanizmada hız belirleyici basamak protonun aktif merkezden 

uzaklaştırılması safhasıdır. Bu nedenle aktif bölgedeki proton taşıma kapasitesine 

sahip aminoasit birimleri aktivite için oldukça önemlidirler.  

4.2.3. Karbonik Anhidraz İnhibitörleri (CAİ) 

CA, aktif bölgesindeki Zn
2+

 iyonuna bağlanan iyon ve moleküller tarafından 

inhibe edilmektedir. Sülfonamid türevleri olan asetazolamid klorozamid, dorzolamid 

ve brinzolamidler CA’nın güçlü inhibitörlerindendir (48). Siyanür ve tiyosiyanür 

gibi mononegatif çözücüler ile halojenürler ise daha gevşek bağlanırlar ve zayıf 

inhibisyon oluştururlar. CA III izoenzimi ise bu inhibitörlere karşı en dayanıklı 

olanıdır (49). 

Karbonik anhidraz inhibitörleri göz içi basıncını düşürmede kullanılan en 

güçlü ajanlardandır. 1954’ten bu yana kullanılan asetozolamid, bu inhibitörlerin 

sistemik formudur. Asetazolamid, epilepsi gibi merkezi sinir sitemindeki bazı 

fonksiyon bozukluklarının tedavisinde işlev görür. Kornea geçirgenliği yüksek, 

selektif karbonik anhidraz-II izoenzim inhibitörü olan dorzolamid, günümüzde 

kullanılan topikal karbonik anhidraz inhibitörlerindendir. Sistemik yan etkileri 

yüksek olan asetozolamide alternatif olarak kullanılmaktadır. 1998’den beri 

oftalmolojide kullanılan brinzolamid, ikinci topikal CAİ’dir. Dorzolamid ve 
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brinzolamid gibi topikal CAİ’lerinin başlıca avantajı oral ajanlara bağlı gelişen 

sistemik yan etkilerde belirgin azalmadır. Bunun yanında ciddi yan etkileri de 

görülebilir (55). 

4.2.4. Karbonik Anhidraz Aktivatörleri 

CA’lar, bazı aminoasitler ve aminler tarafından aktive edilirler. Şimdiye kadar 

16 memeli izoenziminin bu moleküllerle ilişkisi araştırılmıştır. Alzheimer 

hastalığının tedavisinde kullanılan CA aktivatörleri, hafızanın gelişiminde güçlü bir 

ajan olarak kullanılmaktadır. Histaminle birlikte CA II izoenziminin X-ışını kristal 

yapısının açıklanmasıyla CA aktivasyon mekanizması ilk kez anlaşılmıştır. Bunu 

takiben kinetik ve X-ışını kristallografik çalışmaları, aktivatörlerin aktif bölge 

girişine inhibitör ve substratlardan farklı bölgeye bağlandığını göstermiştir (2). 

En iyi bilinen CA aktivatörleri L-Histidin, D-Histidin, LTriptofan, D-

Triptofan, L-Fenilalanin, D-Fenilalanin amino asitleridir. Bunların yanı sıra CA’lar 

dopamin, histamin ve serotonin gibi aminler tarafından da aktive edilirler (56, 57). 

4.2.5. Ağır Metallerin Karbonik Anhidraz Enzimi Üzerine Etkileri 

Bazı enzimlerin yapısında az miktarda Cu
2+

, Ni
2+

, Fe
2+

, Zn
2+

, Mn
2+

, Co
2+

 ve 

Mo
2+

 gibi ağır metal iyonu bulunur. Bu ağır metaller, proteinlerde histidinin 

imidazol, sisteinin sülfidril (-SH), tirozinin hidroksil (-OH), aspartik ve glutamik 

asitlerin karboksil (-COOH) gibi fonksiyonel grupları üzerinde etki gösterirler. 

Böylelikle proteinlerin yapısında değişiklik meydana getirebilirler. Özellikle 

enzimlerin aktif merkezlerindeki sistein amino asitleriyle ağır metal iyonları 

etkileşerek merkaptan bileşikleri oluşturmakta ve enzim aktivitesinde kaybolma 

gözlenmektedir (58). 

Ağır metal bileşiklerinin çözeltilerinde oluşan iyonların CA enzimi üzerindeki 

inhibisyon etkileri araştırılmış, yapılan bu çalışmalarda birçok tek değerlikli 

anyonların CA enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösterdikleri belirlenmiştir (59, 60). 

Ayrıca insan eritrosit CA izoenzimlerinin CO2 hidrataz aktivitesinin Cu
2+

, Zn
2+

, Ag
+
, 

Cd
2+

 ve Pb
2+

 ağır metal iyonları tarafından inhibe edilirken, Co
2+

 ve Se
4+

 iyonları 

tarafından da aktive edildiği bulunmuştur (61-63). 

Birçok metal iyonunun, metabolizma üzerinde önemli etkilere sahip olduğu 

bilinmektedir. Özellikle çinko bakır, demir ve kalsiyum gibi metaller enzimin aktif 

merkezlerinde ligandlar gibi davranırlar (64). Örneğin çinko hücreler için kritik 
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öneme sahip bir metaldir çünkü konsantrasyonun azalması hücresel DNA hasarını 

arttırabilir (65). Karbonik anhidraz ve sorbital dehidrogenaz gibi bazı enzimler ise 

Zn
2+

 iyonu ihtiva ederler. Çinko eksikliği, çinko içeren enzimlerin azalmasına neden 

olur. Bu durum birçok vücut kusurları ve metabolik bozukluklarla sonuçlanır. 

Örneğin, CA miktarının azalması hücresel solunum yetersizliğine neden olabilir 

(66). 

Ağır metallerin toksikolojik etkileri çoğu zaman enzim inhibisyonu ve 

denatürasyon ile sonuçlanır (64, 67). Ağır metal iyonunun protein yapısına 

bağlanması, enzimin metal inhibisyon mekanizmasının temelini oluşturur. Metal 

iyonları genellikle proteinlerdeki sülfidril gruplarına ve merkaptan ürünlerine 

bağlanır (65). 

  



 

 

17 
 

5. GEREÇ ve YÖNTEM 

5.1. Gereç 

5.1.1. Kullanılan Cihazlar, Alet ve Malzemeler 

Bu tez çalışması süresince kullanılan cihazlar, laboratuvar alet ve malzemeleri 

markaları ile birlikte Tablo 5’te gösterilmiştir. 

Tablo 5. Kullanılan cihazlar ve laboratuar malzemelerinin özellikleri 

Kullanılan cihazlar, alet ve malzemeler Marka/Model 

Saf su cihazı Aquatron 4AD 

Derin Dondurucu Thermo -86 °C 

Etüv Gallenkamp 

Hassas terazi Oertling NA 164 

Çalkalayıcı Nüve, SL 350 

Vorteks Nüve, NM 110 

Spektrofotometre Shimadzu UV-1601 

Manyetik karıştırıcı Ikamag RH 

Otomatik pipet, 1-20 µL Eppendorf 

Otomatik pipet, 20-200 µL Eppendorf 

Otomatik pipet, 100-1000 µL Eppendorf 

Otomatik pipet, 1-5 mL Eppendorf 

pH-metre Hanna Instruments, HI 9321 

 

5.1.2. Kullanılan Kimyasallar ve Çözeltiler 

Tez çalışmalarında kullanılan kimyasal maddeler, üretici firmalar ve ürün 

kodları Tablo 6’da gösterilmiştir. 
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Tablo 6. Kullanılan kimyasal maddeler, üretici firmalar ve ürün kodları 

Kullanılan Kimyasallar Üretici firmalar ve ürün 

kodları 

Asetazolamid (N-(5-sulfamoyl-1, 3,4-

thiadiazol-2-yl)acetamide) 

Sigma, A6011 

İnsan eritrosit karbonik anhidraz II Sigma, Lot 078K6276 

CO2 gazı Ticari olarak temin edilmiştir 

Lityum karbonat (Li2CO3) Sigma, 62470 

Tris (hidroksimetil amino metan) Merck , 616K2239987 

4-nitrofenilasetat Sigma, Lot 023K2604 

Dimetil sülfoksit (DMSO) Sigma, W387520 

HEPES [4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazine ethanesulfonic acid] 

Sigma, A5888 

Hidroklorik asit (HCI) Carlo Erba, 7647-01-0 

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck, 6462 

Sülfürik asit (H2SO4) Carlo Erba, 300057 

Aseton Sigma, 650501 

 

 

Kullanılan çözeltiler ve bazılarının hazırlanışlarıyla yararlanıldığı yerler liste 

halinde Tablo 7’de gösterilmiştir.  Hazırlanan tüm çözeltiler kullanılana kadar +4 

°C’de saklandı. Deneyler buz banyosu içerisinde gerçekleştirildi. 

 

 

 

 

 



 

 

19 
 

      Tablo 7. Tez çalışmalarında kullanılan çözeltiler, hazırlanışları ve kullanıldığı yerler 

1 M NaOH 10 g NaOH saf suda çözülerek 250 mL’ye tamamlandı. Tampon çözeltilerin pH’larının ayarlanmasında kullanıldı. 

1 M HCl %36’lık, yoğunluğu 1.18 g/mL olan HCl’den 21.4 mL alındı ve saf su ile 250 mL’ye tamamlandı.  

Tampon çözeltilerin pH’larının ayarlanmasında kullanıldı. 

0.05 M Tris-SO4 

tamponu (pH=7.4) 

6.055 g (0.05 mol) Tris, 950 mL saf suda çözüldü 1M H2SO4 ile pH=7.4’e kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim saf su ile 1 

litreye tamamlandı. Karbonik anhidraz esteraz aktivitesi ölçümünde kullanıldı. 

3 mM p-nitrofenil 

asetat çözeltisi 

27.2 mg p-nitrofenil asetat, 1 mL asetonda çözüldü ve hızlıca karıştırılan 49 mL saf suya yavaş yavaş ilave edildi. Çalışma günü 

taze olarak hazırlandı. 

Karbonik anhidraz esteraz aktivitesi tayininde substrat olarak kullanıldı. 

HEPES Tamponu 6.51 g HEPES bir miktar saf suda çözüldü. 1 M’lik HCl ile pH=8.8 olacak şekilde titre edildi. Saf su ile hacmi 1 litreye 

tamamlandı. 

Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesi tayininde tampon olarak kullanıldı. 

1 mM asetazolamid 

çözeltisi 

0.011 g asetazolamid, %10’luk 7.5 mL DMSO’da çözüldü ve son hacim 50 mL olacak şekilde HEPES’le tamamlandı. 

Karbonik anhidraz esteraz aktivitesini inhibe etmek için (pozitif kontrol olarak) kullanıldı. 

1 M H2SO4 18 M stok H2SO4’den 5.5 mL alındı 80 mL saf suda biraz karıştırıldıktan sonra son hacim 100 mL’ye tamamlandı. Tampon 

çözeltilerin pH’larının ayarlanmasında kullanıldı. 

0.2 M Lityum 

karbonat çözeltisi 

(Li2CO3) 

0.73 g lityum karbonat tartıldı. 40 mL saf suda çözüldü üzeri saf su ile 50 mL’ye tamamlandı. Stok çözeltisi olarak kullanıldı. 

Karbonik anhidraz hidrataz ve esteraz aktivitesi üzerine etkilerinin incelenmesi deneylerinde kullanıldı. 

Doygun CO2 substrat 

çözeltisi 

250 mL saf su içeren bir erlen CO2 gazı ile 45 dk boyunca doyurularak hazırlandı. 

Karbonik anhidrazın aktivite ölçümü için kullanıldı. 

CA Çözeltisi 1000 mL stoktan (1mg’da 3713 EU bulunan) hidrataz için 100 kat, esteraz için 10 kat saf su ile dilüe edilerek kullanıldı. 
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5.2.  Yöntem 

5.2.1. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi 

 Karbonik anhidraz enziminin hidrataz aktivitesi Wilbur-Anderson metodu ile 

ölçüldü (48). 2.87 mL HEPES tamponunun (pH=8.8) üzerine 25 µL enzim, 0.1 mL 

saf su (Li2CO3 saf suda çözüldüğü için) konuldu. Daha sonra substrat olarak doygun 

haldeki CO2 çözeltisinden 2.0 mL ilave edildi. Oluşan CO2 hidratasyonunda pH'nın 

8.20’den 7.00’ye düşüşü, pH metre ile takip edildi ve geçen süre ölçüldü. Her bir 

ölçüm üç defa tekrarlanıp ortalama değerler bulundu. 

Enzim birimi, enzimsiz CO2 hidratasyonu süresi (t0) ile enzimli reaksiyon süresi (tc) 

arasındaki farkın tc’ye bölünmesi ile belirlendi. 

Wilbur-Anderson Unit (E.U) = (t0-tc)/ tc 

Burada ; 

EU : Enzim ünitesi 

t0 : Enzimsiz denemede ölçülen süre 

tc : Enzim varlığında ölçülen süre 

 

5.2.1.1. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi Üzerine Lityumun Etkisi 

Lityumun CA II hidrataz aktivitesi üzerine etkisi incelemek için deney 

tüplerine 2.87 mL HEPES tamponu (pH = 8.8), 25 µL CA II ve 0.1 mL 0.001 M, 0.01 

M, ve 0.1 M lityum karbonat ilave edildi. Beş dakika inkübasyondan sonra üzerine 

2.0 mL substrat çözeltisi (doygun CO2) eklendi. pH’nın 8.20 den 7.00’ye düşüşü pH 

metre ile takip edildi ve geçen süre ölçüldü.  

Aynı işlemler CA II inhibitörü olan asetazolamid içinde uygulandı. Sırasıyla 

deney tüplerine 2.87 mL HEPES tamponu, 25 µL CA II ve 0.1 mM, 0.01 mM, 0.001 

mM asetazolamidden 0.1’er mL ilave edildi ve beş dakika inkübasyondan sonra 

üzerine 2.0 mL substrat çözeltisi (doygun CO2 ) eklendi. pH’nın 8.20 den 7.00’ye 

düşüşü pH metre ile takip edildi ve geçen süre ölçüldü. Her bir ölçüm üç kez 

tekrarlandı ve ortalama değerler hesaplandı. Enzim ünitesi yukarıda verilen formül 

yardımıyla bulundu. İnhibitörsüz ölçülen hidrataz aktivitesinden sonraki aşamada 

inhibitör kullanılarak ölçülen hidrataz aktivitesi değerleri çıkarılarak inhibisyonlar 

bulundu. Hidrataz aktivitesi için gerekli reaktifler ve hacimleri Tablo 8’de verilmiştir. 
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Tablo 8. Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesi ölçümünde kullanılan reaktiflerin ve 

inhibitörlerin konsantrasyon ve hacimleri 

Reaktifler E Kör E+Li2CO3 Li2CO3+Kör E+Ast Ast+Kör 

HEPES (mL) 2.875 2.9 2.875 2.9 2.875 2.9 

Saf su (mL) 0.1 0.1 - - - - 

Li2CO3 (mL) - - 0.1 0.1 - - 

CA II (µL) 25 - 25  25 - 

Asetazolamid 

(mL) 

- - - - 0.1 0.1 

Doygun CO2 

(mL) 

2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 

Toplam Hacim 

(mL) 

5 5 5 5 5 5 

      E: Enzim 

         Ast: Asetazolamid 

 

5.2.2. Karbonik Anhidraz Esteraz Aktivitesi Tayini 

CA esteraz aktivitesi Armstrong ve arkadaşları tarafından geliştirilen karbonik 

anhidrazın p-nitrofenil asetatın p-nitrofenol ve asetata hidrolizlemesi esasına dayan 

metod ile ölçüldü (52). Oluşan p-nitrofenolün absorbansı 348 nm’de 

spektrofotometrik olarak ölçülerek CA aktivitesi tayin edildi. Reaksiyon denklemi 

şu şekildedir: 

        Karbonik Anhidraz 

p-nitrofenilasetat + H2O  p-nitrofenol + asetik asit 

CA II aktivitesi tayin işlemleri için önce, deney tüplerine 0.6 mL Tris-SO4 

tamponu, 0.15 mL CA II ve 0.15 mL su konularak oda sıcaklığında iyice karıştırıldı. 

Daha sonra üzerine 0.6 mL p-nitrofenilasetat çözeltisi ilave edildi ve karışım 1.5 mL 

hacimli spektrofotometre küvetine alınarak hemen 348 nm’de üç dakika boyunca 

absorbansı okundu. Başlangıçta ve üç dakika sonunda okunan absorbanslar arası 

fark esteraz aktivitesi olarak belirlendi. Her bir deney üç kez tekrarlandı. 

5.2.2.1. Karbonik Anhidrazın Esteraz Aktivitesi Üzerine Lityumun Etkisi 

Lityumun CA II esteraz aktivitesi üzerine etkisi incelemek için, deney 

tüplerine 0.6 mL Tris-sülfat tamponu, 0.15 mL CA II ve 10 µL 0.001 M, 0.01 M ve 

0.1 M lityum karbonat ilave edildi. Bu karışım on dakika inkübasyona bırakıldı. 

Sonra üzerine 0.6 mL substrat çözeltisi eklendi ve küvet hacmi 1.5 ml olana kadar 
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saf su ilave edilerek hemen 348 nm’de üç dakika absorbansları okundu. Aynı 

deneyler CA II inhibitörü olan asetalozamid içinde uygulandı. 0.6 mL Tris-sülfat 

tamponuna, 0.15 mL CA II ve 10 µL, 0.001 mM, 0.01 mM ve 0.1 mM asetazolamid 

ilave edilerek aktivite ölçümleri yapıldı. Her bir ölçüm üç defa tekrarlandı. İlk 

aşamada bulunan esteraz aktivitesi değerinden ikinci aşamada bulunan değer 

çıkarılarak inhibisyon miktarları belirlendi. Esteraz aktivitesi için gerekli reaktifler 

ve hacimleri Tablo 9’da verilmiştir. 

 

 Tablo 9. Karbonik anhidraz esteraz aktivitesi ölçümünde kullanılan reaktiflerin ve 

inhibitörlerin konsantrasyon ve hacimleri 

Reaktifler E Kör E+Li2CO3 Li2CO3+Kör Ast+E Ast+Kör 

Tris-sülfat (mL) 0.6 0.75 0.6 0.75 0.6 0.75 

CA II (mL) 0.15 - 0.15 - 0.15 - 

Saf Su (mL) 0.15 0.15 0.14 0.14 0.14 0.14 

Lityum 

karbonat (μL) 

- - 10 10 - - 

p-nitrofenil 

asetat (mL) 

0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 

Asetazolamid 

(μL) 

- - - - 10 10 

Toplam Hacim 

(mL) 

1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 

       E: Enzim 

        Ast: Asetazolamid 
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6. BULGULAR 

6.1. CA II Hidrataz Aktivitesi Sonuçları 

Lityumun ve asetazolamidin CA II hidrataz aktivitesi üzerine in vitro etkisi 

farklı konsantrasyonlardaki çözeltileri kullanılarak belirlendi. Yapılan deneyler 

sonucunda, lityumun hidrataz aktivitesini az da olsa inhibe ettiği gözlendi. 

Deneylerin doğruluğunu test etmek için kullanılan asetazolamidle kıyas edildiğinde 

lityumun çok daha zayıf bir inhibisyona sebep olduğu gözlendi. Lityumun 

konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak CA hidrataz aktivitesindeki değişiklikler 

Şekil 3’te, lityumun CA II hidrataz aktivitesi inhibisyon oranları ise Tablo 10’da 

gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 3. Lityumun konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak CA hidrataz 

aktivitesindeki değişiklikleri gösteren grafik (IC50 = 0.325 M ) 

 

Tablo 10. Lityumun CA II hidrataz aktivitesi inhibisyon oranları 

Lityum (M) Enzim Ünitesi (EÜ)  % Aktivite 

0 3.68   100 

0.001 3.5 95.1 

0.01 3.18 86.4 

0.1 3.0 81.52 
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Şekil 4. Asetazolamid konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak CA hidrataz 

aktivitesindeki değişiklikleri gösteren grafik (IC50 : 0.003 mM) 

Tablo 11. Asetazolamidin CA II hidrataz aktivitesi inhibisyon oranları 

Asetazolamid (mM) Enzim Ünitesi (EÜ) % Aktivite 

0 3.68   100 

0.001 1.5 40.7 

0.01 0.145 3.9 

0.1 0.089 2.4 

 

6.2. CA II Esteraz Aktivitesi Sonuçları 

Lityumun CA II esteraz aktivitesi üzerine in vitro etkisi farklı 

konsantrasyonlarda lityum karbonat çözeltisinin belirli hacimlerinde ilave 

edilmesiyle belirlendi. Lityumun esteraz aktivitesini hidrataz aktivitesine oranla 

daha az inhibe ettiği gözlendi. Lityumun konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak 

CA esteraz aktivitesindeki değişiklikler Şekil 5’te, lityumun CA II esteraz aktivitesi 

inhibisyon oranları ise Tablo 12’de gösterilmiştir. 
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Şekil 5. Lityumun konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak CA esteraz 

aktivitesindeki değişiklikleri gösteren grafik (IC50 = 1.095 M ) 

 

Tablo 12. Lityumun CA II esteraz aktivitesi inhibisyon oranları 

Lityum (M) Δ Absorbans (348nm) % Aktivite 

0 0.148     100 

0.001 0.146 98 

0.01 0.143 96 

0.1 0.14 94 

 

 

Şekil 6. Asetazolamid konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak CA esteraz 

aktivitesindeki değişiklikleri gösteren grafik (IC50 = 0.0535 mM) 
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Tablo 13. Asetazolamidin CA II esteraz aktivitesi inhibisyon oranları 

Asetazolamid (mM) Δ Absorbans (348nm) % Aktivite 

0 0.148     100 

0.001 0.127 85 

0.01 0.118 79 

0.1 0.022 15 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Lityum, 60 yılı aşkın süredir duygu durum bozukluklarının tedavisinde 

kullanılmaktadır. Ancak terapötik etkilerini gösterirken kullandığı mekanizmalar 

hala belirsizliğini korumaktadır. Antidepresanlar ve antipsikotikler gibi geleneksel 

birçok psikofarmakolojik ajanın aksine lityum, hücresel reseptörlere bağlanmaz. 

Bunun yerine hücre içi ikinci haberci sistemlerinin modifikasyonu, enzim 

inhibisyonu yoluyla metabotropik reseptörlerin baskılanması ve devamında karmaşık 

ve birbirine bağımlı hücre içi enzim kaskadını değiştirerek etkisini gösterir. İki 

enzimatik yol lityum için hedef olarak ortaya çıkmaktadır. Fosfatidilinositol sinyal 

yolu içindeki inositol monofosfataz ve protein kinaz glikojen sentaz kinaz 3 beta. 

Lityumun bu enzimleri, çok sayıda sinyal yolunun hayati bir düzenleyicisi ve bu 

enzimler içinde normal bir kofaktör olan magnezyumun yerini alarak inhibe ettiği 

ileri sürülmüştür (68). 

 CA karbondioksidin hidrasyonunu dönüşümlü olarak katalizleyen bir 

metalloenzimdir. Doku dağılımları hücre içi yerleşimleri kinetik özellikleri 

birbirinden farklı 16 CA izoenzimi memelilerde tanımlanmıştır. CA vücutta pH 

regülasyonu, CO2 taşınması, elektrolit salgılanması, sentez reaksiyonları gibi 

olaylarda rol alır. Sulfonamidler CA izoenzimlerinin kuvvetli inhibitörleridir. Bu 

inhibitörler glokom, epilepsi, obezite gibi hastalıkların tedavisinde kullanılmaktadır. 

Ayrıca metal iyonlarının da CA inhibisyonu yaptığını gösteren çeşitli çalışmalar 

bulunmaktadır (69). 

 Merkezi sinir sistemi de CA izoenzimleri yönünden zengin bir dokudur. 

Merkezi sinir sisteminde farklı bölgelerde yerleşmiş hücre tiplerinde CA 

izoenzimleri eksprese edilmektedir. CA II koroid pleksus, oligodendrositlerde, 

miyelinlenmiş liflerde ve astrositlerde sentezlenmektedir. Ayrıca CA III, IV, VA, 

VB, VII,VIII ve XIV izoenzimleri de beynin farklı bölgelerinde ekpresse 

edilmektedir. Bu izoenzimler beyinde pH regülasyonu, sıvı ve iyon homeostasisi, 

beyin omurilik sıvısının sentezi, GABAnerjik sinyalleşmenin düzenlenmesi gibi 

çeşitli fonksiyonların yerine getirilmesinde rol alırlar. Bahsedilen roller göz önüne 

alındığında CA inhibitörleri antikovülson ajan olarak kullanılmaktadır. İlk kez 

asetazolamid 1953 yılında bu amaçla kullanılmıştır. Ayrıca asetazolamid ve 

methazolamid ayrı ayrı ya da kombinasyonları şeklinde anti epileptik ajan olarak da 
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kullanılmışlardır. Ayrıca sulthiame, zonisamid ve topiramat gibi anti-epileptik ilaçlar 

CA inhibisyonuna sebep olmaktadır (69). 

 Bu tez çalışmasında, duygu-durum bozukluklarının tedavisinde kullanılan ve 

sinyal yolaklarındaki bazı enzimleri inhibe eden lityumun, beyinde önemli 

fonksiyonları olan ve inhibitörleri bazı nörolojik hastalıkların tedavisinde kullanılan 

CA aktivitelerine etkisi olup-olmadığı, üzerinde en çok araştırma yapılmış CA 

izoenzimi olan CA II kullanılarak (69), in vitro olarak test edildi. Öncelikle 

kullanılacak Lityumun konsantrasyonu belirlendi. Lityum kullanan hastalarda genel 

olarak günde üç kez 300 mg lityum karbonat tabletleri kullanılmaktadır. Dolayısıyla 

ortalama 900 mg lityum hastalar tarafından alınmaktadır. Çalışmada lityum 

karbonatın 0.1 M (7380 mg), 0.01 M (738 mg) ve 0.001 M’lık (73.8 mg) 

konsantrasyonları kullanıldı.  Bu konsantrasyonlar hastaların aldıkları günlük dozu 

içine alacak şekilde tasarlandı. 

 Kimyasal bileşiklerin, enzimler üzerindeki inhibitör etkilerini tespit etmek için 

Ki ve IC50 değerleri hesaplanmaktadır. Bir bileşiğin inhibitör etkisinin 

değerlendirilmesinde Ki değeri daha hassas olmakla beraber, IC50 değerleri 

hesaplamasındaki kolaylıktan dolayı pratikte daha sıklıkla kullanılmaktadır (70). 

Güçlü bir CA inhibitörü olan asetazolamid,  kullanılan hidrataz ve esteraz 

metodlarının doğru uygulandığının bir teyidi olarak, pozitif kontrol olarak kullanıldı. 

CA II’nin hidrataz aktivitesi için asetazolamid IC50 değeri 0.003 mM (Şekil 4, Tablo 

11), esteraz aktivitesi içinde asetazolamidin IC50 değeri 0.0535 mM  (Şekil 6, Tablo 

13) olarak bulundu. Lityum, CA II’nin hidrataz aktivitesi için IC50 değeri 0.325 M 

olarak tespit edildi. Asetazolamid ile karşılaştırıldığında lityum hidrataz aktivitesi 

inhibisyonu 100 bin kat daha küçüktü. Bu haliyle lityum CA II için oldukça zayıf bir 

inhibitördür. CA’ların bugüne kadar tanımlanan tüm fonksiyonları hidrataz aktivitesi 

ile ilgilidir. Dolayısıyla lityumun yaptığı inhibisyonun farmakolojik dozlarda ciddi 

bir etkinliği olmayacaktır. Ancak, beyinde CA’nın proton konsantrasyonunu 

düzenleyerek glutamat reseptörlerinin (NMDA tip) eksitatör aktivitesinden sorumlu 

olduğu, bikarbonat iyonunu sağlayarak GABAnerjik transmisyonun 

düzenlenmesinde rol aldığı ve nöronal eksitabilitenin düzenlenmesinde oldukça 

önemli olan hücre içi ve dışı pH düzenlemelerine dâhil olduğu düşünüldüğünde (69) 

lityum intoksikasyonunda bu zayıf inhibisyon önemli olabilir. 
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 CA’nın esteraz aktivitesi tayini, fizyolojik bir rolünün olmamasına rağmen, hem 

spektrofotometrik bir yöntem olması hem de tekrarlanabilirliliğinin iyi olması 

sebebiyle kinetik çalışmalarda araştırmacılar tarafından sıkça kullanılan bir yöntem 

olmuştur. Lityumun CA II esteraz aktivitesi için IC50 değeri 1,095 M olarak bulundu. 

Bu değer asetazolamidin CA II esteraz aktivitesi için hesaplanan IC50 değerinden 20 

bin kat daha büyüktü. Hidrataz aktivitesine benzer şekilde esteraz aktivitesinde de,  

CA  lityum tarafından oldukça zayıf bir şekilde inhibe edildi. Lityumun hidrataz 

(IC50=0.325 M) ve esteraz (IC50=1.095 M) aktivitelerinin IC50 değerleri 

karşılaştırıldığında yaklaşık 3 katlık bir farkın olduğu gözlendi. Bu sonuç her iki 

aktivitenin de substrat bağlama ve reaksiyon mekanizmalarının farklı olmasının bir 

sonucu olabilir (70). 

 Sonuç olarak,  duygu durum bozukluklarında kullanılan lityumun farmakolojik 

dozlarda CA II izoenzimi üzerine in vitro olarak ciddi bir inhibisyon etkisi 

olmadığına,  gözüken zayıf inhibisyonların lityum toksisitesinde önemli olabileceği 

kanaatine varıldı. 
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