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1. OZET
Lityumun Karbonik Anhidraz IT Enzim Aktivitesi Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi

Lityum, sinir ve kas hiicrelerindeki sodyum transportunu degistiren bir metaldir.
Lityum karbonat, bir lityum tuzu olup lityum iyonu kaynagi olarak kullanilir. Lityum
karbonat, bipolar | bozukluk (manik atak ve koruyucu tedavisinde ve depresif
ataklarda), bipolar II bozukluk, siklotimik bozukluk, yineleyici major depresif
bozukluk, akut ve sizoaffektif bozukluklarda olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir
ilactir. Karbonik anhidraz (CA) karbondioksitin hidrasyonunu doniisiimlii olarak
katalizleyen bir metalloenzimdir. Memelilerde genis bir doku dagilimina sahiptir ve
simdiye kadar onalt1 farkli izoenzim tanimlanmistir (CAI-XVI). Katalizledigi reaksiyon
ile asit baz dengesinin diizenlenmesi, elektrolit sekresyonu, karbondioksitin taginmasi
gibi bir ¢ok fizyolojik olayda rol alir. Karbonik anhidraz inhibitorleri epilepsi, glokom
gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bazi metal iyonlar1 da karbonik
anhidraz aktivitesini inhibe etmektedir. Bu ¢alismada lityumun CA IIye etkisi in vitro
olarak incelendi. Karbonik anhidrazin hidrataz ve esteraz aktiviteleri, enzimin 3 farkli
lityum konsantrasyonlarinda (0.1, 0.01, 0.001 M) inkiibe edilmesiyle, potansiyometrik
ve spektrofotometrik olarak olgiildii. Gili¢lii bir karbonik anhidraz inhibitorii olan
asetazolamidin 3 farkli konsantrasyonu (0.1, 0.01, 0.001 mM) pozitif kontrol olarak
kullanildi. Lityum ¢ozeltilerindeki CA hidrataz aktivitesi ise 1Cso degeri 0.325M,
esteraz aktivitesi i¢in ICsp degeri 1.095 M olarak o6lgiildi. Elde edilen bulgular
neticesinde lityumun karbonik anhidraz Il izoenzimini az da olsa inhibe ettigi ancak

bunun anlamli bir deger tasimadig1 kanaatine varildi.
Anahtar Sozciikler: Asetazolamid, Esteraz aktivitesi, Hidrataz aktivitesi, Karbonik

anhidraz Il, Lityum



2. SUMMARY
Investigation of the Effects of Lithium on Enzyme Activity of Carbonic
Anhydrase Il

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 | disorder (in manic attack and
prophylactic treatment and depressive attacks), bipolar Il 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 1l 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 ICsy 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 11 isoenzyme slightly but it did not have a statistically significant value.
Key Words: Acetazolamide, Carbonic anhydrase Il, Esterase activity, Hydratase

activity, Lithium



3. GIRIS ve AMAC

Lityum, kas ve sinir hiicrelerindeki sodyumun taginma sistemini degistiren bir
metaldir. Lityum karbonat (Li,COj3), lityum iyonu kaynagi olarak kullanilan bir
lityum tuzudur. Li,COs, bipolar | ve Il bozukluk, siklotimik, yineleyici major
depresif, akut ve sizoaffektif bozukluklarda olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir
ilagtir (1).

Karbonik anhidraz (CA) karbondioksitin hidrasyonunu doniisiimlii olarak
katalizleyen bir metalloenzimdir. Memelilerde genis bir doku dagilimina sahiptir ve
simdiye kadar 16 farkli izoenzim tanimlanmistir (CAI-XVI). Katalizledigi reaksiyon
ile asit-baz dengesinin diizenlenmesi, elektrolit sekresyonu, karbondioksitin
taginmasi, kalsifikasyon ve biyosentez mekanizmalari gibi bir ¢ok fizyolojik olayda
rol alir (2).

1940 yilinda sinir dokusundaki aktivitesi ispat edilen CA enzimi, beyin destek
hiicreleri, merkezi sinir sistemi akson ve kapiler borularinda ve gbz sinir agi
hiicrelerinde yerlesmektedir. CA II, CA III, CA IV ve CA VII izoenzimleri ise
merkezi sinir sisteminde yer almaktadir. Bu izoenzimlerin gérevleri ise birbirinden
farklidir. CA enzimi, beyin omurilik sivisinin liretimi ve bu sivinin iyonik bilesimi
ile pH’sinin ayarlanmasinda aktif rol oynar (3).

CA inhibitorlerinin epilepsi (sara), glokom gibi bazi hastaliklarin tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir. cu®, zn*, Ag', Cd?" ve Pb* gibi bazi metal iyonlari
karbonik anhidraz aktivitesini inhibe etmektedir (4).

Bu ¢alismada CA’nin en yaygin doku dagilimina sahip izoenzimlerinden olan
CA 11 ye etkisi in vitro olarak incelendi. Lityum, hastalarda genel olarak 300 mg’lik
tabletler halinde giinde 3 kez kullanilmaktadir. Karbonik anhidrazin hidrataz ve
esteraz aktiviteleri, enzimin farkli lityum konsantrasyonlarinda inkiibe edilmesiyle,
potansiyometrik ve spektrofotometrik olarak o6l¢iildii. Giiglii bir karbonik anhidraz
inhibitorii olan asetazolamit de pozitif kontrol olarak kullanildi. Elde edilen
sonuclarin  bipolar  hastaliklarin  tedavisinde  kullanilan  Lityumun  etki
mekanizmalarin1 ortaya konmasinda veya Lityum kullanimina bagl yan etkilerin

aciklanmasinda literatiire Katki saglamasi hedeflenmektedir.



4. GENEL BIiLGILER
4.1. Lityum

Lityumun ilk tanimlanmasi 19. yiizyilda Johan August Arfvedson’un
spodiimen [LiAI(Si,Og)] olarak adlandirilan mineral iizerinde yaptigi ¢alismalar
neticesinde olmustur. Lityum, en diisiik yogunluga sahip metaldir. Atom numarasi 3,

atom agirligi ise 6.941'dir (1). Lityumun fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 1’de

verilmistir.

Tablo 1. Lityumun fiziksel ve 6zellikleri (Ober’den, 5)

Fiziksel Ozellikleri

Yogunlugu :0.535 g/ml
Erime Noktas1 :180.54 °C
Kaynama Noktas1 11342 °C
Molar Hacmi : 13.02 mi/mol
Is1 iletkenligi :0.85 W cm? K
Ozgiil Is1 :3582J)gt K*
Buharlasma Entalpisi : 147 kJ mol™
Atomlasma Entalpisi : 159 kJ mol™
Kimyasal Ozellikleri

Kabuk Yapisi 121

Elektron Ilgisi : 59.6 kd/mol™

Elektronegatiflik

: 0.98 (Pauling birimi)
: 0.89 (Sanderson elektronegatifligine gore)

Atomik Yaricap1 : 145 pm (167 pm hesaplama ile)
Iyonlasma enerjileri

I. iyonlagma Enerjisi : 520.2 kJ/mol

II. iyonlagsma Enerjisi : 7298.1 kJ/mol

II1. iyonlagsma Enerjisi : 11815 kJ/mol

Oksidasyon sayis1

: L.indirgenme Potansiyeli: EO= -3.040 volt



Tim alkali metaller gibi bir degerlik elektronu bulunan lityum, bu tek
elektronunu kaybederek pozitif iyon haline geger. Olduk¢a yumusak ve glmiis
renginde bir metal olan lityum kisa siirede reaksiyona girdiginden dogada saf halde
degil bilesikleri halinde bulunur (6).

Lityum, alkali metaller grubu iginde en yiiksek erime ve kaynama noktasina
sahiptir. Dogada madenlere karigsmis halde veya ¢ok kii¢iik miktarlarda yeralt1 sulari,
deniz suyu, deniz iirtinleri ve tuzlar1 bi¢iminde bitki ve hayvan dokularinda yer alir.
Insan viicudunda ise dogal olarak eser miktarlarda bulunur (7).

4.1.1. Lityumun Tipta Kullanimi

Lityum, tipta ila¢ olarak ilk kez 1800’1l yillarin ortalarinda kullanilmaya
baslanmistir. A. Lipowitz ve Alexander Ure, in vitro olarak yaptiklari ¢aligmalarda
lityum c¢ozeltilerinin trik asit kristallerini ¢ozdiiglinii kesfetmislerdir. Bu kesfin
ardindan lityum, mesanedeki iirik asit taglarinin tedavisi ve gut hastalarinda iirik asit

cokelti tedavisi i¢in kullanilmistir (8, 9).

19. ylizyilin ikinci yarisindan sonra, iirik asit dengesindeki bozulmanin pek
cok hastaliga neden olabilecegi goriisii yayginlik kazanmig, boylece lityumun
kullanim alan1 da hizla genislemistir. Basta mesane yangisi olmak tizere bobrek
taglari, angina, romatizmal hastaliklar, hipertansiyon, dispepsi, astim ve bas agrisi
gibi pek ¢ok durumlarda kullanilmaya baglanmistir (10).

Lityum, 1974 yilinda, Amerikan Federal Ila¢ ve Gida Dairesi'nden (FDA) ilag
olarak onaylanmistir. Lityum, bipolar bozukluk tedavisi basta olmak iizere siklotimi,
yineleyici depresyon, sizoaffektif bozukluk gibi ¢esitli ruhsal hastaliklarin
tedavisinde kullanilan bir duygu durum diizenleyicisidir (11-13).

Lityumun psikiyatri alanindaki ilk kullanimi ise Armand Trousseau ve
Alexander Haig’in depresif hastalarda lityumun etkin bir secenek olabilecegini ileri
stirmeleri sonra gergeklesmistir. William A. Hammond ise lityumun manik
hastalarda da etkin oldugunu gozlemlemistir. Ancak, tedavi edici etkileri ile birlikte
cesitli yan etkileri de gozlenen lityumun toksik etkileri ortaya ¢ikmis ve Sliimler de
rapor edilmistir (14). Buna ragmen lityum, gesitli ruhsal hastaliklarin tedavisi igin
diinya genelinde yaygin olarak kullanilan Onemli bir ilag olma o6zelligini

stirdiirmektedir (10).



4.1.2. Lityumun Etki Mekanizmasi

Yillardir ilag olarak kullanilan lityumun etki mekanizmasi tam olarak

aciklanamasa da bazi mekanizmalar ileri siiriilmistiir (14, 15).

Diizenli lityum ve sodyum valproat alimlarmin siganlarin beyininde
miyoinozitol diizeyini azalttig1 inozitolmonofosfati ise artirdigi goriilmiistiir (16).
Fosfoinozitol-3-kinazin (PI3K) glikojen sentaz kinaz 3p’y1 (GSK3p) fosforilleyerek
inhibe ettigi, (17, 18) PI3K inhibisyonun ndron azalmasini, aktivasyonunun ise
¢ogalmasini sagladigi ayn1 zamanda PI3K’nin hiicreler arasi baglantidaki gap
junctionlar1 diizenledigi bildirilmistir (19).

Lityum, serin treonin protein kinaz B’yi (Akt-1) aktiflestirir, Akt-1 de
GSK3p’y1 inhibe eder. Akt-1 apoptotik ve yasamsal yolaklarda énemli bir protein
kinazdir (20, 21).

Diisiik K (potasyum)-uyarilmis fosfataz da dahil olmak tizere bir¢ok sitozolik
fosfataz1 inhibe ettigi belirtilen lityumun si¢an beyinciklerindeki graniil hiicrelerini
diisiik ekstraseliiler potasyum diizeylerinde apopitozise karst korudugu tespit
edilmistir (22).

Lityumun 150 yil once inozitol fosfati serbest inozitole enzimatik olarak
cevirdigi ve inozitol monofosfataz (IMP) inhibisyonuna katki sagladigi
kesfedilmistir (23). Diizenli lityum uygulamasinin IMP sentezini beyinde paradoksal
olarak arttirdigi belirlenmistir (24). Yillar boyunca fosfoinozitol azalmasmin
lityumun etki mekanizmalarinin nedeni oldugunu diisiiniilmiistiir. Ancak en son
yapilan g¢aligmalarda bunun lityum mekanizmalarindan olmadigi ileri sitirtilmistiir
(25). IMP’nin santral sinir sisteminde mitokondriyal biyogenezi uyaran otofajide
onemli bir rol oynadig1 belirtilmektedir (26).

72 saat stiresince lityum ile muamele edilen insan lenfosit hiicrelerinde Na/K
pompa sayisiin belirgin bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Ote yandan lityumun,
insan lenfositlerindeki guanilat siklaz enziminin gii¢lii bir inhibitorii oldugu
bilinmektedir (27). Inhibisyon etkisinin Onlenmesi igin ortama miyoinozitol
eklenebilir. Lityum G proteini iliskili adenilat siklaz enzimini inhibe eder bdylece
GSK3pB diizeylerini de etkilemektedir (28). Insan lenfositlerinde c¢GMP nin
birikmesini 6nler (29). Lityumun bir¢ok etkisinin GSK3p tizerinde birlestigi Sekil

1’de goriilmektedir.
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Sekil 1. Lityumun etki mekanizmasi (Young’dan, 30)

4.1.3. Lityumun Farmakokinetik Ozellikleri

Lityum elementer bir tuzdur bu nedenle gastrointestinal kanaldan emilimi
hizli ve tamdir (31, 32). Alindiktan sonra 2 ila 4 saat arasinda plazmada en yiiksek

seviyesine ulasir ve yarilanma siiresi de 24 saattir (33).

Dagilimi, viicuttaki toplam su miktarma bagli olan lityumun, kan beyin
bariyerine ge¢isi yavas ve dengelidir. Plazma proteinlerine baglanmayip plazmada
dagildiktan sonra hiicre i¢i siviya gecer. Hiicre igine girisi basit transport seklindedir
ve sodyumunkine benzer. Hiicre disina ¢ikisi ise aktif transportla gergeklesir. Cok
yavas tagima sistemlerinden ayrildig i¢in de hiicre disina ¢ikisi zordur. Lityumun
viicut i¢indeki dagilimi da farklilik gésterir. Baz1 dokulardaki konsantrasyonu serum
konsantrasyonundan daha yiiksek iken bazi dokularda ise daha diisiiktiir. Ornegin
beyindeki konsantrasyonu serum konsantrasyonu kadar iken tiroid bezinde ise serum
konsantrasyonunun 4-5 katina kadar ulasabilmektedir. Alyuvardaki lityum miktart
ise plazmadaki lityum miktarindan ¢ok daha azdir (10).

Lityumun genel farmakokinetik 6zellikleri Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2. Lityumun genel farmakokinetik 6zellikleri (Dokmeci’den, 34)
Emilimi Hizl (oral)
2-4 saatte en yiiksek konsantrasyona ulagir.
6-8 saatte tamami emilir.
Dagilimi Plazma proteinlerine baglanmaz.
Tim viicut sivilarina dagilir.
Intraseliiler kompartman sivisina girisi yavastir.
Dolasima girisi hizl1 beyine girisi yavastir
Tiroid dokusunda birikir.
Plazma Yar1 Omrii 12 saattir.
Kararli durum 2 haftada olusur.
Eliminasyonu Eliminasyonun yar1 6mrii 24 saattir.
%095 bobrekler
(Na'un proksimal klirensine esdegerdir.)

Bu nedenle atilim1 serum Na diizeyinden etkilenir.

4.1.4. Lityumun Toksisitesi

Lityum karbonat giivenirlilik indeksi diisiik, yan etkileri oldukg¢a fazla olan bir
ilagtir (35). Lityum 0.6-1.5 mEq/L arasinda dar bir terapotik araliga sahiptir ve bu
ylizden toksisite olugturma ihtimali yiiksektir (36).

Yapilan bir arastirmada, lityumun serum i¢indeki diizeyi 1.5 mM’den yiiksek
oldugunda toksik etkiler olusturabilecegi belirtilmistir. 2 mM’den yliksek oldugunda
ise, norolojik bazi semptomlara neden olabilecegi ve uzamis lityum toksisitesinin bu
konsantrasyonda gerceklesip kalict beyin hasarina sebep olabilecegi belirtilmistir
(37).

Ote yandan lityum, metabolik degisiklige de neden olabilir. Sirastyla; sodyum,
potasyum, magnezyum ve kalsiyumla yarigir. Boylece hiicreler arasi alanda ve
ozellikle kemiklerde minerallerle yer degistirir.

Lityumun tiroid bezi lizerindeki etkisi de oldukga yiiksektir. En sik gelisen
durumlar; guatr, subklinik ve Klinik hipotiroidizm, nadiren de hipertiroididir.

Tiroglobulin iyodizasyonunu ve tiroid bezinin iyot tutabilme kabiliyetini azaltir (38).



Lityum, hiicre membran fizyolojisini etkileyen kalsiyum, sodyum, potasyum
ve magnezyum metabolizmasini da etkiler (39).

Lityumun belirlenen yan etkilerinden birisi de erkek fertilitesine olan toksik
etkisidir (40). 3 hafta boyunca lityum tedavisi almis depresyon tanili hastalara ait
spermlerin yasam siirelerinin anlamli oranda azaldigi gézlenmistir (41). Lityumun

baslica yan etkileri Tablo 3’te sunulmustur.

Tablo 3. Lityumun baslica yan etkileri (Kayaalp’ten, 35)
Norolojik ve Psikiyatrik Ekstremitelerde titremeler
Hafiza bozukluklari
Kas zayiflamasi
Komaya varan biling bozukluklari
Epilepsi nobetleri
Bas donmesi, libido bozukluklari
Kardiyovaskiiler EKG degisiklikleri
T dalgasinda yassilagma, ters donme
Frekans bozukluklari
Aritmiler
Gastro-intestinal Bulanti, kusma, diyare

Karm agrisi

Sivi ve elektrolit Kilo artis1

Odem

Poliiiri
Hematolojik Lokositoz, lenfopeni
Endokrinolojik Guatr, hipotiroidi
Deri Akne

Psoriyazis



4.2. Karbonik Anhidraz (CA)

Karbonik anhidraz (CA, EC 4.2.1.1, karbonat hidroliyaz) ¢ok genis dagilimi
olan bir enzimdir. Yaklasik 260 amino asitten miitesekkildir ve 30 kDa agirliga
sahiptir. Aktif merkezinde ¢inko (Zn®*) iyonu ihtiva eden monomerik bir proteindir

ve organizmada ¢ok 6nemli igleve sahiptir.

Canlilarda bilinen bes farkli yapisal karbonik anhidraz enzim ailesi vardir.
Bunlar; yesil bitkilerin sitoplazmasinda, bakteri, alg ve omurgalilarda bulunan a-CA
ailesi, genellikle bakteri, alg, tek ve cift cenekli bitki kloroplastlarinda bulunan [-
CA ailesi, temel olarak archealarda ve bazi bakterilerde bulunan y-CA ailesi, bazi
deniz diatomlarinda bulunan &-CA ailesi ve yakin gegmiste kesfedilen ¢ tiirleridir
).

Alfa ailesi en fazla bilinenidir (4). Memelilerde bulunan alfa tipi CA’larin
doku dagilimi, hiicre i¢i yerlesimleri ve kinetik 6zellikleri farkli on alt1 ayr1 (CA I-
XVI) izoenzimi tarif edilmistir. Bunlardan CA 1, II, III, VII ve XIII sitoplazmada,
Iv, IX, XII, XIV ve XV’ler membran bagimli, V mitokondride, VI tiikriik
salgisinda, diger tg¢ii ise CA iliskili proteinler olan (CARP), VIII, X ve XI'de
sitozolde yer alir.

Ilk kez 1933 yilinda memeli eritrositlerinden saflagtirilan CA’nin temel
fizyolojik fonksiyonu CO’nin hidrasyonu veya bikarbonatin dehidrasyon
reaksiyonlarini dontisiimlii olarak katalizlemesidir (3).

CA
CO; +H,0 «———> H,CO3 «—> HCO; +H"

Bu reaksiyon ile beraber bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynayan
CA, COy’in tasinmasinda, bikarbonatin akcigerler ve dokular arasinda metabolize
olmasinda, doku ve organlardaki elektrolit sekresyonunda, hiicre proliferasyonu ve
farklilagsmasi, pH homeostazisi, kemik resorpsiyonu, kalsifikasyon, tiimor olusumu,
idrar asidifikasyonu, ve daha birgok biyosentez reaksiyonunda goérev almaktadir
(42).

CA, siilfonik, karbonik, karboksilik ve fosforik esterlerin, aldehitlerin ve
piriivatin hidrolizini de katalizlemektedir. Fakat simdiye kadar bunlarin fizyolojik

onemi gosterilememistir (43).
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4.2.1. Karbonik Anhidraz Il (CA I1)

Karbonik anhidraz Il, a smifi CA ailesinin katalitik aktivitesi en yiiksek,
maksimum CO; hidrasyonu turnover sayisina sahip tyesidir. Katalitik etkisi, aktif
merkezindeki Zn?* iyonlarinin 3 histidin reziidiisiiyle sagladigi koordinasyon ile

gerceklesir (44). Kataliz sirasinda Zn** iyonlar1 niikleofilik lewis asidi gibi davranir.

CA 11, eritrositlerde, trombositlerde, endotel hiicrelerinde, beyinde, bobrek
tubulus hiicrelerinde, gdzde processus siliariste, mide mukozasinda, karacigerde,
pankreatik kanalda ve spermatozoada bulunur. Safra kesesinin epitelyum
hiicrelerinde eksprese edilen CA 11, baz1 hiicrelerde asit-baz dengesi igin temel rol
oynar. Uriner asidifikasyon icin H" salgilayan renal tubuler ve H* salgilayan gastrik
parietal hiicrelerinde etkindir. CA 1I, pankreas sivisi i¢in pankreatik kanal
hiicrelerine HCO3™ saglar. Anormal derecede yiiksek goz i¢i basinciyla ortaya ¢ikan
ve doniisiimsiiz korliige sebep olan glakomda CA II enziminin 6énemli rolii vardir.
Diinyada on milyondan fazla kisinin yiiksek goz i¢i basincina sahip oldugu tahmin
edilmektedir. Ak6z humor goz i¢i basincinin saglanmasinda biiyiik rol oynamaktadir
(45). CA 1l enziminin akdéz humorun salgilanmasinda da uyarict etkisi vardir. Ote
yandan CA Il eritrositlerde, bobrekte, karacigerde ve proksimal tubiillerde CO,
degisimine katki saglar (46). CA izoenzimlerinin doku dagilimi ve islevsel roli

Tablo 4’te sunulmustur.

Tablo 4. a-CA ailesinin yerlesimi, aktivitesi ve islevi (Renner’dan, 47)

Hiicreigi Izoenzim Kcat Islevi Bulundugu Dokular
Yerlesim (x105)
(s-1)
Sitozolik Kolon, Goz, Ter Bezi,
Solunum
| 2 Yag

Asit/baz homeostazi

Dokusu, Kan Hiicreleri

Solunum
1 14 Biitiin Dokular
Asit/baz homeostazi

Yag Dokulari, iskelet

Metabolizma
Il 0.1 L Kasi,
Oksidatif hasar )
Karaciger
Nobetler Beyin, Kolon, Karaciger
VII 9.5 o
Oksidatif hasar ve
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Kanser

Iskelet Kasi

Akciger, Bobrek, Kalp,

o Beyin, iskelet Kast,
Xl 15 Bilinmiyor .
Ureme
Organlari, Bagirsaklar
Sitozolik Motor fonksiyon )
VI - Beyin
(CARPS) Kanser ¢ogalmasi
X - CNS Merkezi Sinir Sistemi
CNS o )
Xl - Merkezi Sinir Sistemi
Kanser ¢ogalmasi
Membran Solunum
Bagimh v 11 Sperm hareketliligi Akciger, Bobrek
CNS tamponlama
Gastrik homeostaz
IX 3.8 Kanser ¢ogalmasi Mide, Kolon, Pankreas
Hipoksi
S1vi homeostazi
Xl 4.2 Kanser ¢ogalmasi Bobrek
Hipoksi
Fotoreseptor
XV 3.1 Sinyalizasyon Beyin ve Goz
CNS tamponlama
mXxXV 4.7 Bilinmiyor Bobrek
Mitokondriyal Ure sentezi .
Karaciger, Iskelet Kasi,
VA 2.9 Glukoneogenez
) Bobrek
Lipogenez
Ure sentezi
VB 9.5 Glukoneogenez Biitiin Dokular
Lipogenez
Salgisal Tat algilamas1
VI 34 Thkiirtik Bezleri

Dis bosluklari

4.2.2. Karbonik Anhidraz Aktivitesi Tayin Yontemleri

CA aktivitesi, enzimin CO, hidratasyonu, HCO3’in dehidratasyonu ve bazi

esterleri hidrolizi gibi 0Ozelliklerinden yararlanilarak belirlenebilir. Katalizledigi

reaksiyona bakildiginda, ortama gore CO, gazi ¢ikmakta veya harcanmaktadir. Ayni



zamanda H” iyonu konsantrasyonu artmakta ya da azalmaktadir. Ortaya ¢ikan ya da
azalan karbondioksit gazi, nicel olarak monomerik yolla tespit edilebilir ancak
monomerik metodun, reaksiyon pH'sinin degisken olmasi, CO;’nin suda simirh
¢oziilmesi ve uzun zaman almasi gibi dezavantajlar1 vardir (48). Ikinci olarak, H"
konsantrasyonu, pH'nin diismesi veya yiikselmesi gibi gecen siire potansiyometrik
yolla veya indikatorle belirlenebilir. Fakat bu metodun kisa zaman almasi gibi
avantajinin yani sira reaksiyon sirasinda pH'nin degisken olmasi, CO,’nin suda
siirlt ¢oziilmesi ve kullanilan indikatoriin inhibisyon etkisi gibi olumsuz sonuglari
da vardir. Kullanilan inhibitorlerdeki farkliliklar, doniim noktasinin tespitindeKki
zorluklar ve inhibitorlerin diisiik inhibisyon etkileri hidrataz aktivitesinin
kullanimini sinirlamaktadir (49, 50). Bu dezavantajlari en az diizeye indirmek igin
sabit pH'da titrasyon veya 0.02-0.05 birimlik pH disiisiiniin indikatorlii ortamda,
spektrofotometre ile Slgiim yapildigi hizli akis reaksiyonu gibi metodlar aktivite

tayininde kullanilmaktadir.

Enzimin saflagtirilmas: sirasinda aktivite Olgiimleri genellikle Wilbur-
Anderson metodu ile yapilmaktadir. Bu yontemde, CO; hidratasyonunda pH'nin
8.2’den 7.0’a diisiisii i¢in gegen siire, pH metre ile bulunur. Enzim birimi, enzimsiz
CO; hidratasyonu siiresi (to) ile enzimli reaksiyon siiresi (t;) arasindaki farkin t;’ye
boliinmesi ile bulunur (51).

Karbonik anhidrazin ester hidrolizleyici 6zelliginden yararlanilarak da
aktivitesi oOlgiilebilir. Kullanilan esterin birim zamanda hidrolizlenen miktar
spektrofotometrik olarak takip edilir ve enzimin aktivitesi bulunur. Bu amagcla en
cok kullanilan ester p-nitrofenil asetattir. p-nitrofenil asetatin hidrolizi ile olusan p-
nitrofenoliin 348 nm’de verdigi absorbansin Ol¢iimiiyle aktivite tayin edilmektedir
(52, 53).
4.2.2.1. Karbonik Anhidraz CO, -Hidrataz Mekanizmasi

Karbonik anhidrazin katalizledigi CO; — Hidrataz mekanizmas1 basit¢e Sekil
2’de verilmistir. Birinci basamakta Zn®* iyonuna bagli (-OH) grubundaki bag
yapmayan elektron ¢iftinin, CO, molekiiliine niikleofilik atak yaparak karbonoksijen
bag1 olusturmasi esnasinda m-bagi ac¢ilmaktadir. Daha sonraki basamakta, negatif
yiiklii oksijen atomunun proton abstrakti ve su girisi ile HCOj3 iyonu ayrilmaktadir.

Son olarak bir H" iyonu kaybederek yeniden ilk bastaki bilesige doniismektedir.
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Sekil 2. Karbonik anhidraz II’nin katalizledigi CO,-hidrasyon reaksiyonunun
mekanizmasi (Berg’den, 54)

Bu enzimatik mekanizmada hiz belirleyici basamak protonun aktif merkezden
uzaklastirilmasi safhasidir. Bu nedenle aktif bolgedeki proton tasima kapasitesine
sahip aminoasit birimleri aktivite i¢in olduk¢a 6nemlidirler.

4.2.3. Karbonik Anhidraz inhibitérleri (CAI)

CA, aktif bolgesindeki Zn** iyonuna baglanan iyon ve molekiiller tarafindan
inhibe edilmektedir. Siilfonamid tiirevleri olan asetazolamid klorozamid, dorzolamid
ve brinzolamidler CA’nin gii¢lii inhibitérlerindendir (48). Siyaniir ve tiyosiyaniir
gibi mononegatif ¢oziiciiler ile halojeniirler ise daha gevsek baglanirlar ve zayif
inhibisyon olustururlar. CA I1l izoenzimi ise bu inhibitorlere karst en dayanikli
olanidir (49).

Karbonik anhidraz inhibitorleri géz i¢i basincini diisiirmede kullanilan en
giiclii ajanlardandir. 1954’ten bu yana kullanilan asetozolamid, bu inhibitorlerin
sistemik formudur. Asetazolamid, epilepsi gibi merkezi sinir sitemindeki bazi
fonksiyon bozukluklarinin tedavisinde islev goriir. Kornea gegirgenligi yiiksek,
selektif karbonik anhidraz-II izoenzim inhibitérii olan dorzolamid, giliniimiizde
kullanilan topikal karbonik anhidraz inhibitorlerindendir. Sistemik yan etkileri
yilksek olan asetozolamide alternatif olarak kullanilmaktadir. 1998’den beri

oftalmolojide kullanilan brinzolamid, ikinci topikal CAIl’dir. Dorzolamid ve
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brinzolamid gibi topikal CAl’lerinin baslica avantaji oral ajanlara bagli gelisen
sistemik yan etkilerde belirgin azalmadir. Bunun yaninda ciddi yan etkileri de
goriilebilir (55).

4.2.4. Karbonik Anhidraz Aktivatorleri

CA’lar, baz1 aminoasitler ve aminler tarafindan aktive edilirler. Simdiye kadar
16 memeli izoenziminin bu molekiillerle iligkisi arastirilmistir. Alzheimer
hastaliginin tedavisinde kullanilan CA aktivatorleri, hafizanin gelisiminde gii¢lii bir
ajan olarak kullanilmaktadir. Histaminle birlikte CA 1l izoenziminin X-1sin1 kristal
yapisinin aciklanmastyla CA aktivasyon mekanizmasi ilk kez anlagilmistir. Bunu
takiben kinetik ve X-ismm1 kristallografik c¢alismalari, aktivatorlerin aktif bolge

girisine inhibitor ve substratlardan farkli bolgeye baglandigini gostermistir (2).

En iyi bilinen CA aktivatorleri L-Histidin, D-Histidin, LTriptofan, D-
Triptofan, L-Fenilalanin, D-Fenilalanin amino asitleridir. Bunlarin yani sira CA’lar
dopamin, histamin ve serotonin gibi aminler tarafindan da aktive edilirler (56, 57).
4.2.5. Agir Metallerin Karbonik Anhidraz Enzimi Uzerine Etkileri

Bazi enzimlerin yapisinda az miktarda Cu®, Ni%*, Fe?*, zn?**, Mn?*, Co** ve
Mo®* gibi agir metal iyonu bulunur. Bu agir metaller, proteinlerde histidinin
imidazol, sisteinin siilfidril (-SH), tirozinin hidroksil (-OH), aspartik ve glutamik
asitlerin karboksil (-COOH) gibi fonksiyonel gruplari iizerinde etki gosterirler.
Boylelikle proteinlerin  yapisinda degisiklik meydana getirebilirler. Ozellikle
enzimlerin aktif merkezlerindeki sistein amino asitleriyle agir metal iyonlari
etkileserek merkaptan bilesikleri olusturmakta ve enzim aktivitesinde kaybolma

gozlenmektedir (58).

Agir metal bilesiklerinin ¢ozeltilerinde olusan iyonlarin CA enzimi {izerindeki
inhibisyon etkileri arastirillmig, yapilan bu c¢alismalarda birgok tek degerlikli
anyonlarin CA enzimi lizerinde inhibisyon etkisi gosterdikleri belirlenmistir (59, 60).
Ayrica insan eritrosit CA izoenzimlerinin CO, hidrataz aktivitesinin Ccu®, zn*, Ag’,
Cd** ve Pb* agir metal iyonlar1 tarafindan inhibe edilirken, Co?*" ve Se*' iyonlari
tarafindan da aktive edildigi bulunmustur (61-63).

Bir¢ok metal iyonunun, metabolizma iizerinde 6nemli etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Ozellikle ¢inko bakir, demir ve kalsiyum gibi metaller enzimin aktif

merkezlerinde ligandlar gibi davranirlar (64). Ornegin cinko hiicreler icin kritik
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oneme sahip bir metaldir ¢iinkii konsantrasyonun azalmasi hiicresel DNA hasarini
arttirabilir (65). Karbonik anhidraz ve sorbital dehidrogenaz gibi bazi enzimler ise
Zn*" iyonu ihtiva ederler. Cinko eksikligi, ¢inko iceren enzimlerin azalmasina neden
olur. Bu durum bir¢ok viicut kusurlar1 ve metabolik bozukluklarla sonuglanir.
Ornegin, CA miktarinin azalmasi hiicresel solunum yetersizligine neden olabilir
(66).

Agir metallerin toksikolojik etkileri ¢ogu zaman enzim inhibisyonu ve
denatiirasyon ile sonuglanir (64, 67). Agir metal iyonunun protein yapisina
baglanmasi, enzimin metal inhibisyon mekanizmasinin temelini olusturur. Metal
iyonlart genellikle proteinlerdeki siilfidril gruplarina ve merkaptan {riinlerine
baglanir (65).
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5.GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg
5.1.1.Kullanilan Cihazlar, Alet ve Malzemeler
Bu tez ¢alismasi siiresince kullanilan cihazlar, laboratuvar alet ve malzemeleri

markalart ile birlikte Tablo 5°te gosterilmistir.

Tablo 5. Kullanilan cihazlar ve laboratuar malzemelerinin ozellikleri

Kullanilan cihazlar, alet ve malzemeler Marka/Model

Saf su cihazi Aquatron 4AD
Derin Dondurucu Thermo -86 °C
Etiiv Gallenkamp

Hassas terazi Oertling NA 164
Calkalayici Niive, SL 350
Vorteks Niive, NM 110
Spektrofotometre Shimadzu UV-1601
Manyetik karistirict Ikamag RH
Otomatik pipet, 1-20 uLL Eppendorf
Otomatik pipet, 20-200 uL Eppendorf
Otomatik pipet, 100-1000 pL Eppendorf
Otomatik pipet, 1-5 mL Eppendorf
pH-metre Hanna Instruments, HI 9321

5.1.2. Kullanilan Kimyasallar ve Cézeltiler

Tez calismalarinda kullanilan kimyasal maddeler, iiretici firmalar ve iriin

kodlar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

17



Tablo 6. Kullanilan kimyasal maddeler, {iretici firmalar ve tiriin kodlar1

Kullanilan Kimyasallar

Asetazolamid (N-(5-sulfamoyl-1, 3,4-
thiadiazol-2-yl)acetamide)

Insan eritrosit karbonik anhidraz 11
CO; gazi

Lityum karbonat (Li,COs3)

Tris (hidroksimetil amino metan)
4-nitrofenilasetat

Dimetil siilfoksit (DMSO)

HEPES [4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazine ethanesulfonic acid]
Hidroklorik asit (HCI)

Sodyum hidroksit (NaOH)
Siilfiirik asit (H,SO4)

Aseton

Uretici firmalar ve iiriin
kodlar
Sigma, A6011

Sigma, Lot 078K6276

Ticari olarak temin edilmistir
Sigma, 62470

Merck , 616K2239987
Sigma, Lot 023K2604
Sigma, W387520

Sigma, A5888

Carlo Erba, 7647-01-0
Merck, 6462

Carlo Erba, 300057
Sigma, 650501

Kullanilan ¢ozeltiler ve bazilariin hazirlaniglariyla yararlanildig: yerler liste
halinde Tablo 7°de gosterilmistir. Hazirlanan tim ¢ozeltiler kullanilana kadar +4

°C’de saklandi. Deneyler buz banyosu igerisinde gergeklestirildi.
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Tablo 7. Tez galismalarinda kullanilan ¢6zeltiler, hazirlanislar1 ve kullanildigr yerler

1 M NaOH
1M HCI

0.05 M Tris-SO,
tamponu (pH=7.4)
3 mM p-nitrofenil

asetat cozeltisi

HEPES Tamponu

1 mM asetazolamid
cozeltisi

1 M H,S0O,

0.2 M Lityum
karbonat cozeltisi
(Li,CO5)

Doygun CO, substrat
cozeltisi

CA Cozeltisi

10 g NaOH saf suda ¢oziilerek 250 mL’ye tamamlandi. Tampon ¢dzeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi.

%36’lik, yogunlugu 1.18 g/mL olan HCI’den 21.4 mL alind: ve saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

Tampon ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasinda kullanildi.

6.055 g (0.05 mol) Tris, 950 mL saf suda ¢6ziildii IM H,SO, ile pH=7.4"¢ kadar titre edildi. Daha sonra toplam hacim saf su ile 1
litreye tamamlandi. Karbonik anhidraz esteraz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanildi.

27.2 mg p-nitrofenil asetat, 1 mL asetonda ¢6ziildii ve hizlica karigtirilan 49 mL saf suya yavas yavas ilave edildi. Calisma giinii
taze olarak hazirlandi.

Karbonik anhidraz esteraz aktivitesi tayininde substrat olarak kullanildi.

6.51 g HEPES bir miktar saf suda ¢oziildi. 1 M’lik HCI ile pH=8.8 olacak sekilde titre edildi. Saf su ile hacmi 1 litreye
tamamlandi.

Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesi tayininde tampon olarak kullanildi.

0.011 g asetazolamid, %10’luk 7.5 mL DMSO’da ¢6ziildii ve son hacim 50 mL olacak sekilde HEPES’le tamamlandi.

Karbonik anhidraz esteraz aktivitesini inhibe etmek i¢in (pozitif kontrol olarak) kullanild.

18 M stok H,SO4’den 5.5 mL alindi 80 mL saf suda biraz karistirildiktan sonra son hacim 100 mL’ye tamamlandi. Tampon
¢ozeltilerin pH’lariin ayarlanmasinda kullanildi.

0.73 g lityum karbonat tartildi. 40 mL saf suda ¢6ziildii tizeri saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. Stok ¢ozeltisi olarak kullanildi.

Karbonik anhidraz hidrataz ve esteraz aktivitesi tizerine etkilerinin incelenmesi deneylerinde kullanildi.
250 mL saf su igeren bir erlen CO; gaz1 ile 45 dk boyunca doyurularak hazirlandi.

Karbonik anhidrazin aktivite 6l¢limii i¢in kullanildi.

1000 mL stoktan (1mg’da 3713 EU bulunan) hidrataz igin 100 kat, esteraz i¢in 10 kat saf su ile diliie edilerek kullanildi.
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5.2. Yontem
5.2.1. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi

Karbonik anhidraz enziminin hidrataz aktivitesi Wilbur-Anderson metodu ile
olgiildii (48). 2.87 mL HEPES tamponunun (pH=8.8) tizerine 25 pL enzim, 0.1 mL
saf su (Li,COj3 saf suda ¢oziildiigii i¢in) konuldu. Daha sonra substrat olarak doygun
haldeki CO, ¢ozeltisinden 2.0 mL ilave edildi. Olusan CO; hidratasyonunda pH'nin
8.20’den 7.00’ye diistisii, pH metre ile takip edildi ve gegen siire 6l¢iildii. Her bir

Olclim ti¢ defa tekrarlanip ortalama degerler bulundu.

Enzim birimi, enzimsiz CO; hidratasyonu siiresi (to) ile enzimli reaksiyon siiresi (tc)
arasindaki farkin t;’ye boliinmesi ile belirlendi.
Wilbur-Anderson Unit (E.U) = (to-tc)/ t;
Burada ;
EU : Enzim {initesi
to : Enzimsiz denemede Olgiilen siire

tc : Enzim varliginda 6lg¢iilen siire

5.2.1.1. Karbonik Anhidraz Hidrataz Aktivitesi Uzerine Lityumun Etkisi

Lityumun CA II hidrataz aktivitesi lizerine etkisi incelemek ic¢in deney
tiiplerine 2.87 mL HEPES tamponu (pH = 8.8), 25 uL. CA 11 ve 0.1 mL 0.001 M, 0.01
M, ve 0.1 M lityum karbonat ilave edildi. Bes dakika inkiibasyondan sonra {izerine
2.0 mL substrat ¢ozeltisi (doygun CO;) eklendi. pH’nin 8.20 den 7.00’ye diistisii pH
metre ile takip edildi ve gegen siire 6l¢iildii.

Ayni islemler CA II inhibit6rii olan asetazolamid iginde uygulandi. Sirasiyla
deney tiiplerine 2.87 mL HEPES tamponu, 25 pL CA II ve 0.1 mM, 0.01 mM, 0.001
mM asetazolamidden 0.1°er mL ilave edildi ve bes dakika inkiibasyondan sonra
tizerine 2.0 mL substrat ¢6zeltisi (doygun CO; ) eklendi. pH’nin 8.20 den 7.00’ye
disiisi pH metre ile takip edildi ve gegen siire olgiildii. Her bir olglim ti¢ kez
tekrarlandi ve ortalama degerler hesaplandi. Enzim iinitesi yukarida verilen formiil
yardimiyla bulundu. Inhibitdrsiiz dlgiilen hidrataz aktivitesinden sonraki asamada
inhibitor kullanilarak o6lgiilen hidrataz aktivitesi degerleri ¢ikarilarak inhibisyonlar

bulundu. Hidrataz aktivitesi i¢in gerekli reaktifler ve hacimleri Tablo 8’de verilmistir.
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Tablo 8. Karbonik anhidraz hidrataz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan reaktiflerin ve
inhibitorlerin konsantrasyon ve hacimleri

Reaktifler E Kor E+Li,CO; Li,COz+Kor E+Ast Ast+Kor
HEPES (mL) 2.875 2.9 2.875 29 2.875 2.9
Saf su (mL) 0.1 0.1 - - -

Li,CO; (mL) - - 0.1 0.1 -

CAII (uL) 25 - 25 25
Asetazolamid - - - - 0.1 0.1
(mL)

Doygun CO, 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
(mL)

Toplam Hacim 5 5 5 5 5 5
(mL)

E: Enzim

Ast: Asetazolamid

5.2.2. Karbonik Anhidraz Esteraz Aktivitesi Tayini

CA esteraz aktivitesi Armstrong ve arkadaslari tarafindan gelistirilen karbonik
anhidrazin p-nitrofenil asetatin p-nitrofenol ve asetata hidrolizlemesi esasina dayan
metod ile Olgildit (52). Olusan p-nitrofenoliin  absorbanst 348 nm’de
spektrofotometrik olarak olgiilerek CA aktivitesi tayin edildi. Reaksiyon denklemi
su sekildedir:

Karbonik Anhidraz
p-nitrofenilasetat + H,O » p-nitrofenol + asetik asit

CA 1l aktivitesi tayin iglemleri igin once, deney tiiplerine 0.6 mL Tris-SO,4
tamponu, 0.15 mL CA 1l ve 0.15 mL su konularak oda sicakliginda iyice karigtirildi.
Daha sonra lizerine 0.6 mL p-nitrofenilasetat ¢ozeltisi ilave edildi ve karigim 1.5 mL
hacimli spektrofotometre kiivetine alinarak hemen 348 nm’de ii¢ dakika boyunca
absorbansi okundu. Baslangicta ve ii¢ dakika sonunda okunan absorbanslar arasi
fark esteraz aktivitesi olarak belirlendi. Her bir deney li¢ kez tekrarlandi.

5.2.2.1. Karbonik Anhidrazin Esteraz Aktivitesi Uzerine Lityumun EtKkisi

Lityumun CA 1II esteraz aktivitesi iizerine etkisi incelemek icin, deney
tiiplerine 0.6 mL Tris-siilfat tamponu, 0.15 mL CA Il ve 10 uL 0.001 M, 0.01 M ve
0.1 M lityum karbonat ilave edildi. Bu karistm on dakika inkiibasyona birakildi.

Sonra tizerine 0.6 mL substrat ¢ozeltisi eklendi ve kiivet hacmi 1.5 ml olana kadar
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saf su ilave edilerek hemen 348 nm’de li¢ dakika absorbanslari okundu. Ayni

deneyler CA Il inhibitorii olan asetalozamid iginde uygulandi. 0.6 mL Tris-siilfat
tamponuna, 0.15 mL CA Il ve 10 pL, 0.001 mM, 0.01 mM ve 0.1 mM asetazolamid

ilave edilerek aktivite dlgiimleri yapildi. Her bir dlgiim {ic defa tekrarland1. ilk

asamada bulunan esteraz aktivitesi degerinden ikinci asamada bulunan deger

cikarilarak inhibisyon miktarlar1 belirlendi. Esteraz aktivitesi i¢in gerekli reaktifler

ve hacimleri Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. Karbonik anhidraz esteraz aktivitesi ol¢iimiinde kullanilan reaktiflerin ve
inhibitorlerin konsantrasyon ve hacimleri

Reaktifler E
Tris-siilfat (mL) 0.6
CA Il (mL) 0.15
Saf Su (mL) 0.15
Lityum -
karbonat (pL)

p-nitrofenil 0.6

asetat (mL)
Asetazolamid <
(L)

Toplam Hacim 15
(mL)

E: Enzim
Ast: Asetazolamid

Kor
0.75

0.15

0.6

15

E+Li,CO,

0.6
0.15
0.14
10

0.6

15
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LizCOg"‘Kﬁr
0.75

0.14
10

0.6

15

Ast+E

0.6
0.15
0.14

0.6

10

15

Ast+Kor
0.75

0.14

0.6

10

1.5



6. BULGULAR
6.1. CA Il Hidrataz Aktivitesi Sonuclari

Lityumun ve asetazolamidin CA II hidrataz aktivitesi tizerine in vitro etkisi
farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri kullanilarak belirlendi. Yapilan deneyler
sonucunda, lityumun hidrataz aktivitesini az da olsa inhibe ettigi gozlendi.
Deneylerin dogrulugunu test etmek icin kullanilan asetazolamidle kiyas edildiginde
lityumun ¢ok daha =zayif bir inhibisyona sebep oldugu gozlendi. Lityumun
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak CA hidrataz aktivitesindeki degisiklikler
Sekil 3’te, lityumun CA II hidrataz aktivitesi inhibisyon oranlar1 ise Tablo 10’da

gosterilmistir.

100 ‘

90 -
80 - ¢ *
70
60 -
50 -
40
30 -
20 -
10 -

O T T T T
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Lityum (M)

% Aktivite

Sekil 3. Lityumun konsantrasyonundaki artisa bagli olarak CA hidrataz
aktivitesindeki degisiklikleri gosteren grafik (ICso = 0.325 M)

Tablo 10. Lityumun CA II hidrataz aktivitesi inhibisyon oranlar1

Lityum (M) Enzim Unitesi (EU) % 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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70 -
60 -
50 -
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30 -
20 -
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0 * . : : * .
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Asetazolamid (mM)

% Aktivite

Sekil 4. Asetazolamid konsantrasyonundaki artisa bagli olarak CA hidrataz
aktivitesindeki degisiklikleri gosteren grafik (ICsq : 0.003 mM)

Tablo 11. Asetazolamidin CA II hidrataz aktivitesi inhibisyon oranlari

Asetazolamid (mM) Enzim Unitesi (EU) % Aktivite
0 3.68 100
0.001 15 40.7
0.01 0.145 3.9
0.1 0.089 2.4

6.2. CA 11 Esteraz Aktivitesi Sonuclar:

Lityumun CA 1II esteraz aktivitesi tizerine in vitro etkisi farkh
konsantrasyonlarda lityum karbonat ¢ozeltisinin  belirli hacimlerinde ilave
edilmesiyle belirlendi. Lityumun esteraz aktivitesini hidrataz aktivitesine oranla
daha az inhibe ettigi gozlendi. Lityumun konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
CA esteraz aktivitesindeki degisiklikler Sekil 5’te, lityumun CA Il esteraz aktivitesi

inhibisyon oranlar1 ise Tablo 12’de gdsterilmistir.
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60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 +

% Aktivite

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
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Sekil 5. Lityumun konsantrasyonundaki artisa bagli olarak CA esteraz
aktivitesindeki degisiklikleri gosteren grafik (ICso = 1.095 M)

Tablo 12. Lityumun CA Il esteraz aktivitesi inhibisyon oranlari

Lityum (M) A Absorbans (348nm) % Aktivite
0 0.148 100
0.001 0.146 98
0.01 0.143 96
0.1 0.14 94

100

9 l

80 1T &
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -

10 - ¢

% Aktivite

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Asetazolamid (mM)

Sekil 6. Asetazolamid konsantrasyonundaki artisa bagli olarak CA esteraz
aktivitesindeki degisiklikleri gosteren grafik (ICso = 0.0535 mM)

25



Tablo 13. Asetazolamidin CA 11 esteraz aktivitesi inhibisyon oranlari

Asetazolamid (mM) A 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. TARTISMA ve SONUC

Lityum, 60 yili askin siiredir duygu durum bozukluklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir. Ancak terapotik etkilerini gosterirken kullandigi mekanizmalar
hala belirsizligini korumaktadir. Antidepresanlar ve antipsikotikler gibi geleneksel
birgok psikofarmakolojik ajanin aksine lityum, hiicresel reseptorlere baglanmaz.
Bunun vyerine hiicre i¢i ikinci haberci sistemlerinin modifikasyonu, enzim
inhibisyonu yoluyla metabotropik reseptorlerin baskilanmasi ve devaminda karmasik
ve birbirine bagimli hiicre i¢i enzim kaskadmi degistirerek etkisini gosterir. Iki
enzimatik yol lityum i¢in hedef olarak ortaya ¢ikmaktadir. Fosfatidilinositol sinyal
yolu igindeki inositol monofosfataz ve protein kinaz glikojen sentaz kinaz 3 beta.
Lityumun bu enzimleri, ¢ok sayida sinyal yolunun hayati bir diizenleyicisi ve bu
enzimler i¢inde normal bir kofaktér olan magnezyumun yerini alarak inhibe ettigi

ileri siiriilmistiir (68).

CA karbondioksidin hidrasyonunu doniisiimlii olarak Kkatalizleyen bir
metalloenzimdir. Doku dagilimlart hiicre i¢i yerlesimleri kinetik ozellikleri
birbirinden farkli 16 CA izoenzimi memelilerde tanimlanmistir. CA viicutta pH
regiilasyonu, CO, tasinmasi, elektrolit salgilanmasi, sentez reaksiyonlar1 gibi
olaylarda rol alir. Sulfonamidler CA izoenzimlerinin kuvvetli inhibit6rleridir. Bu
inhibitorler glokom, epilepsi, obezite gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ayrica metal iyonlarmin da CA inhibisyonu yaptigini gosteren cesitli ¢alismalar
bulunmaktadir (69).

Merkezi sinir sistemi de CA izoenzimleri yoniinden zengin bir dokudur.
Merkezi sinir sisteminde farkli bolgelerde yerlesmis hiicre tiplerinde CA
izoenzimleri eksprese edilmektedir. CA 11 koroid pleksus, oligodendrositlerde,
miyelinlenmis liflerde ve astrositlerde sentezlenmektedir. Ayrica CA 111, IV, VA,
VB, VILVIII ve XIV izoenzimleri de beynin farkli bolgelerinde ekpresse
edilmektedir. Bu izoenzimler beyinde pH regiilasyonu, sivi ve iyon homeostasisi,
beyin omurilik sivisinin sentezi, GABAnerjik sinyallesmenin diizenlenmesi gibi
cesitli fonksiyonlarin yerine getirilmesinde rol alirlar. Bahsedilen roller gz oniine
alindiginda CA inhibitdrleri antikoviilson ajan olarak kullanilmaktadir. ilk kez
asetazolamid 1953 yilinda bu amagcla kullanilmistir. Ayrica asetazolamid ve

methazolamid ayr1 ayr1 ya da kombinasyonlar1 seklinde anti epileptik ajan olarak da
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kullanilmislardir. Ayrica sulthiame, zonisamid ve topiramat gibi anti-epileptik ilaglar
CA inhibisyonuna sebep olmaktadir (69).

Bu tez calismasinda, duygu-durum bozukluklarinin tedavisinde kullanilan ve
sinyal yolaklarindaki bazi enzimleri inhibe eden lityumun, beyinde Onemli
fonksiyonlar1 olan ve inhibitdrleri bazi norolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilan
CA aktivitelerine etkisi olup-olmadigi, iizerinde en ¢ok arastirma yapilmis CA
izoenzimi olan CA II kullanilarak (69), in vitro olarak test edildi. Oncelikle
kullanilacak Lityumun konsantrasyonu belirlendi. Lityum kullanan hastalarda genel
olarak giinde ii¢ kez 300 mg lityum karbonat tabletleri kullanilmaktadir. Dolayisiyla
ortalama 900 mg lityum hastalar tarafindan alinmaktadir. Calismada lityum
karbonatin 0.1 M (7380 mg), 0.01 M (738 mg) ve 0.001 M’lik (73.8 mg)
konsantrasyonlar1 kullanildi. Bu konsantrasyonlar hastalarin aldiklar1 giinliik dozu
icine alacak sekilde tasarlandi.

Kimyasal bilesiklerin, enzimler iizerindeki inhibitor etkilerini tespit etmek i¢in
Ki ve ICsy degerleri hesaplanmaktadir. Bir bilesigin inhibitér etkisinin
degerlendirilmesinde K; degeri daha hassas olmakla beraber, ICso degerleri
hesaplamasindaki kolayliktan dolayr pratikte daha siklikla kullanilmaktadir (70).
Giiglii bir CA inhibitérii olan asetazolamid, kullanilan hidrataz ve esteraz
metodlariin dogru uygulandiginin bir teyidi olarak, pozitif kontrol olarak kullanildu.
CA II’nin hidrataz aktivitesi i¢in asetazolamid ICsy degeri 0.003 mM (Sekil 4, Tablo
11), esteraz aktivitesi i¢inde asetazolamidin ICso degeri 0.0535 mM (Sekil 6, Tablo
13) olarak bulundu. Lityum, CA II'nin hidrataz aktivitesi i¢in ICsp degeri 0.325 M
olarak tespit edildi. Asetazolamid ile karsilastirildiginda lityum hidrataz aktivitesi
inhibisyonu 100 bin kat daha kiigiiktii. Bu haliyle lityum CA II i¢in oldukga zayif bir
inhibitordiir. CA’larin bugiine kadar tanimlanan tiim fonksiyonlar1 hidrataz aktivitesi
ile ilgilidir. Dolayisiyla lityumun yaptig1 inhibisyonun farmakolojik dozlarda ciddi
bir etkinligi olmayacaktir. Ancak, beyinde CA’nin proton konsantrasyonunu
diizenleyerek glutamat reseptorlerinin (NMDA tip) eksitator aktivitesinden sorumlu
oldugu,  bikarbonat iyonunu  saglayarak = GABAnerjik  transmisyonun
diizenlenmesinde rol aldigi ve néronal eksitabilitenin diizenlenmesinde oldukca
onemli olan hiicre i¢i ve dis1 pH diizenlemelerine dahil oldugu diisiiniildiigiinde (69)

lityum intoksikasyonunda bu zay1f inhibisyon 6nemli olabilir.
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CA’nin esteraz aktivitesi tayini, fizyolojik bir roliiniin olmamasina ragmen, hem
spektrofotometrik bir yontem olmasi hem de tekrarlanabilirliliginin iyi olmasi
sebebiyle kinetik ¢alismalarda aragtirmacilar tarafindan sik¢a kullanilan bir yontem
olmustur. Lityumun CA II esteraz aktivitesi i¢in ICso degeri 1,095 M olarak bulundu.
Bu deger asetazolamidin CA Il esteraz aktivitesi i¢in hesaplanan ICso degerinden 20
bin kat daha biiytliktii. Hidrataz aktivitesine benzer sekilde esteraz aktivitesinde de,
CA lityum tarafindan oldukg¢a zayif bir sekilde inhibe edildi. Lityumun hidrataz
(IC5=0.325 M) ve esteraz (IC5=1.095 M) aktivitelerinin 1Csy degerleri
karsilagtirildiginda yaklasik 3 katlik bir farkin oldugu gézlendi. Bu sonug her iki
aktivitenin de substrat baglama ve reaksiyon mekanizmalarinin farkli olmasinin bir
sonucu olabilir (70).

Sonug olarak, duygu durum bozukluklarinda kullanilan lityumun farmakolojik
dozlarda CA 1I izoenzimi tzerine in vitro olarak ciddi bir inhibisyon etkisi
olmadigina, goziiken zayif inhibisyonlarin lityum toksisitesinde 6nemli olabilecegi

kanaatine varildi.
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