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OZET

Glutatyon  S-transferazlar (GST) glutatyon (GSH)
ile genis bir grup elektrofilik kimyasal bilesigin konju-
gasyonunu katalize ederek detoksifiye olmalarini sagla-
yan bir grup enzimdir. Hiicrede sitozolde ya da mikro-
zomal kisimlarda bulunabilir.  insan sitozolik GST'lari,
et, u, TI ve o olmak lizere dért gruba aynlirlar. GST'la-
rin fonksiyonlari iki genel grupta toplanabilir. Ana ve en
énemli fonksiyonlari ksenobiyotik metabolizmasinda
aciga c¢ikan reaktlf ara (riinlerin  detoksifikasyonudur.
Oksidatif stres sirasinda olusan zararli lriinlere karsi
koruma saglamalar oldukca ilgi cekmektedir. Bu iriinler
arasinda  4-hidroksialk-2-enaller oldugu kadar lipidlerden
ve DNA'dan olusan hidroperoksitler de sayilabilir. ikinci
olarak suda ¢éziinirligii az olan bir grup bilesigi baglar-
lar ve bunlarin hiicre icinde transportlarinda rol oynar-
lar.

GST'lar memeli tiimér hiicrelerinde normalin lize-
rindeki diizeylerde saptanmuslardir.  Enzim diizeylerinde-
ki bu artis c¢oklu Hac rezistansindan (MDR) sorumiu
mekanizmalardan biridir. Son yillarda bazi neoplazi tiir-
lerinin, bébrek ve karaciger hasarinin ve bazi endiist-
riyel ve cevresel kimyasal bilesie maruziyetin belirlen-
mesinde bir biyomarkér olarak kullanilabilecekleri ileri
siriilmektedir. Tim bu alanlarda arastirmalar yogun ve
kapsamli  olarak siirmektedir.
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SUMMARY

Glutathione  S-transfera$es (GST) are a complex
group of detoxification enzymes that catalyse the
conjugation of glutathione (GSH) with a broad spec-
trum of electrophiles. They can be found in the cytosol
or in microsomes. Human cytosolic GST's are divided
in class a, u, n and o. The functions of GST's may
be classified into two general categories. The main
and most important function of the enzymes is belie-
ved to be detoxification of reactive intermediates In the
metabolism of xenobiotics. Interest has also focused
on the ability of these proteins to protect against harm-
ful products formed during oxidative stress, such as
hydroperoxides from lipids and DNA, as well as 4-
hydroxyalk-2-enals. Secondly, they bind a number of
amphipathic compounds that they do not metabolize
(nonsubstrate ligands) and have been suggested to act
as intracellular transport proteins for compounds that
have limited solubility in water.

GST's have been found at high levels in mamma-
lian tumor cells. As a result it is one of the mecha-
nisms  responsible for multidrug (MDR).
These enzymes recently have been suggested as a
biomarker for detection of different types of neoplasia
liver and kidney damage and exposure to some indus-
trial and environmental chemicals. All these areas are

resistance

currently and extensively investigated.
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Hizli endriistriiesme ve kentlesme ile insan ve
diger canlilar her gecen giin artan sayida ve genel ola-
rak ksenobiyotik adi verilen bircok kimyasal maddeye
maruz kalmaktadir. Hizla artan nifusa paralel olarak
artmayan tarimsal Uretim nedeniyle olasi aclik tehlike-
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sine karsi koyabilmek amaciyla yaygin kullanilan pesti-
sitler, yine besinlerin basta tiketim dénemlerini uzat-
mak amaciyla kullanillan gida katki maddeleri, sigara,
alkol, ayrica hastaliklarin tani ve tedavisinde kullanilan
ilaclar maruz kalinan kimyasal bilesiklerin ¢cok 6nemli
bir kismini olusturur.

Ksenobiyotiklerin ¢ogu lipofiliktir ve kolayca ab-
sorbe edilirler. Faz | ve faz Il reaksiyonlarn olarak iki
ana grupta toplanan ve enzimler araciligiyla gercek-
lesen biyotransformasyon mekanizmalari her zaman
gecerli kural olmamakla birlikte ¢cogunlukla daha polar
metabolitlerin olusmasini sagladigindan ksenobiyotiklerin
organizmadan uzaklastirnimasinda énemlidir (1). Faz I
reaksiyonlari dogrudan ksenobiyotiklerin veya faz |
reaksiyonlarn sonucu olusan metabolitlerinin endojen bir
madde ile baglanma reaksiyonlaridir. Maruz kalinan
kimyasal maddeleri organizmadan uzaklastirmada, do-
layistyla organizmanin korunmasinda faz Il reaksiyon-
larinin 6nemi biyiiktir. Cogunlukla detoksifikasyonla
sonuclanan faz Il reaksiyonlari arasinda glutatyonla
(GSH) konjugasyon organizmayi son derece reaktif
elektrofilik maddelerin ataklarindan korur. GSH konju-
gasyon reaksiyonlarinin biiyiik kismi glutatyon S-trans-
ferazlar (GST) olarak adlandirilan enzimler araciligl ile
gerceklesir (1-4).

GST'lar rediikte glutatyon ile elektrofilik bilesikler
arasinda konjugasyonu saglayan bir izoenzim ailesidir.
Merkapturik asit biyosentezi reaksiyonlarina aracilik
ederler (1,5,6).

GST'lar hayvan ve bitkilerde cok yaygin dagilim
gosterirler, insanda, bitkilerde, sinekte, salyangozda,
kopekbaliginda ve hatta bazi bakterilerde tanimlan-
mislardir (1,57,8). Hiicre bilesenlerinin ¢oziinur frak-
siyonunda yer alirlar. En yiksek aktivite karaciger ve
testislerde, en dusuk aktivite ise laktasyon déneminde
olmayan disi lireme organlarinda saptanmistir
(1.5,9,10).

GST'lar farkli monomerlerin degisken kombi-
nasyonlarindan olusan ve molekiil agirhiklar 20.000-
25.000 dalton arasinda degisen dimerik izozimlerin
olusturdugu bir enzim ailesidir. Uzun yillar isimlendirme
konjuge substratin tipine goére yapilmistir. Yani dikloro-
nitrobenzen substrati icin glutatyon S-aril transferaz,
metil iyodiir icin glutatyon S-alkiltransferaz vb. (1,7).
Belli sayida farkli GST izozimi bulundugundan ve bazi
substratlar birka¢ enzim tarafindan kullanildigindan
substratin elektrofilik merkezinin kimyasal o6zellikleri (-
zerine kurulu bir siniflamanin yeterli ve uygun olmadig
goriulmaustir. Takiben isimlendirme enzimlerin karboksi-
metil-seliiloz (CM-cellulose) kolonundan eliisyon sirasi-
na gore yapilmistir (7). Ancak sican karacigeri glutatyon
S-transferazlan alt tiniteleri farkli molekiil agirigindadirlar
ve izozimler homodimer ve heterodimerlerden olusur-
lar. Bu yuzden alt uniteleri temel alan bir isimlendirme-
nin izozimlerin butin olarak adlandiriimasindan daha
uygun oldugu kabul edilmistir. Ozellikle fare ve sicanda

GST alt uniteleri icin Ya, Yb, Yc sembolleri kulla-
nilmaktadir. isimlendirme alt iinitelere izolasyon ve ka-
rakterizasyonlariyla iliskili olarak Arap numaralar verile-
rek standardize edilmistir. Alt tiniteler birbirlerinden mo-
lekiil agirhigl, izoelektrik noktalan ve farkli substrat 6z-
gilliikleriyle aynlirlar (1,7,9,10).

Sonraki yillarda sigcan, fare ve insan sitozolik GST
izozimlerinin benzer yapisal ve katalitik 6zellikleri pay-
lastiklan gosterildi. Kinetik 6zellikler ve immiinokimya-
sal reaksiyonlar sonucu saptanan aminoasit sirasi te-
mel alinarak izozimler bu lic memeli tiirlinde alfa (a),
mi (u) ve pi (n) olarak adlandirilan lg¢ sinifta toplanir
(1,5,9,11-15). Bununla birlikte son yillarda teta () ile
gosterilen yeni bir sitozolik GST sinifi ileri sirilmiustiir.
Bu izozim hem sican, hem insan karacigerinde bulunur
ve DCNB ile aktivite gostermez, ayrica glutatyon afinite
matriksine tutunmaz. 1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi) pro-
pan, p-nitrobenzil kloriir, p-nitrofenil bromiir, kiimen
hidroksiperoksit ve diklorometan ile aktivite gosterir, a,
H ve TI sinift GST'lar ile o Izoziminin aminoasit dizilisi
arasindaki benzerlikler ¢cok sinirhdir. Yapisal farkliliklar
ise cok buyikti, bu ylizden o ile gosterilen farkh bir
sinifi olusturdugu ileri siiriilmektedir (1,16).

Alfa sinifi kilmen hidroperoksitle verdigi yiiksek ak-
tivite ile, u sinifi trans-4-fenil-3-buten-2-on, bromosiilfaf-
talein ya da 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB) ile ve n
sinifi etakrinik asit ile verdigi yliksek aktivite ile karak-
terdedir (1,5,17). Alfa sinifi GST'lar ayni zamanda or-
ganik hidroperoksitlere karsi glutatyon peroksidaz akti-
vitesi de gosterir, bu aktivite lipitlerin hasara ugramasini
sinirlayan 6nemli bir detoksifikasyon mekanizmasinin
kanitidir (1,17-26). GST izozimlerinden ot, u ve n igin
ortak olan substrat ise 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB)'dir. Genel bir kural olarak calisilan tiirlerin her-
birinde n sinifi altiiniteleri en disiik, a sinifi orta diizey
ve u sinifi alt initeleri ise en yiksek molekiil agirligina
sahiptirler (1).

Sitozolik GST'larin yanisira bobrek, testis, akciger,
dalak, sperm ve beyin membran fraksiyonlarinda, kara-
ciger mikrozom ve mitokondrilerinde mikrozomal GST
(mGST) olarak adlandirilan bir form saptanmistir.
mGST'in molekil agirhg 17,200 dalton olan ¢ alt iini-
teden olustugu diisiiniilmektedir. Primer yapisi 154
aminoasitten olusur. Aminoasit siralamasi bilinen sito-
zolik GST alt uniteleri ile benzerlik géostermez. Ancak
yapisal benzerlik olmamasina karsin mikrozomal ve si-
tozolik GST'lar cakisan substrat o6zgulliikleri, inhibitor
duyarliliklan ve fonksiyonel 6zellikleri agisindan benzer-
likler gostermektedir.

GST'lar antibiyotik, vazodilatér, analjezik, antikan-
ser ilaclar ve herbisit, intektisit ve karsinojenlerin bulun-
dugu cok genis bir elektrofilik substrat grubunun meta-
bolizmasinda rol oynarlar (1,27-30). Reaksiyon Sekil
1'de gorildigiu gibi niikleofilik yer degistirme, Michael
eklenmesi ve konfigiirasyonu degismis oksiran halkasi-
na niikleofilik atak seklinde olur. Glutatyonla enzimatik
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Sekil L. Hekirofilik substrat metabolizmasinda glutatyon S-
transferazlarin rolii (1)

a: Nikleofilik yer degistirme

b: Michael eklenmesi

c: Konfigiirasyonu degismis oksiran halkasina niikleofilik atak

yolla konjuge olan bilesikler icerisinde epoksitler, ha-
loalkanlar, nitroalkanlar, alkanlar, metil siilfoksit
bilesikleri, organofosfatlar, aromatik halo ve nitro
bilesikleri sayilabilir (1).

GST'larin spesifik organ dagilimi incelendiginde a
sinifinin insan karacigerinde, a ve u'niin sican karacige-
rinde ve fare karacigerinde ise her li¢ izozimin de bas-
kin oldugu goriilmektedir. Farkl tiirlerde benzer substrat
6zgullugiine sahip homolog enzimlerin ayni sinifinin do-
ku dagilimlari arasinda bile biyiik farklar vardir (1).

GLUTATYON S-TRANSFERAZLARIN
FONKSIYONLARI

Glutatyon S-transferazlar organizmada ¢ ana
islev gosterirler;

1. Detoksifikasyondaki rolii
a. Konjugasyon
i) Katalitik konjugasyon
i) Katalitik olmayan konjugasyon
b. indirgeme ozelligi
2. Hiicre ici tasiyici protein olarak rolleri
3. Organa 6zgu toksisite olusumuna katki

Detoksifikasyonda GST'lar konjugasyon ve indir-
gemeye dayali reaksiyonlarda rol alirlar. Konjugasyon
katalitik ve katalitik olmayan iki ayri mekanizma ile ger-
ceklestirilir. ikinci anr. iglevleri bazi endojen ve ekso-
jen kaynakli maddeleri katalitik olmayan yolla baglaya-
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rak bunlarin hiicre icinde tasinimini saglamak, Uciinci
islevleri ise ksenobiyotiklerin organa 6zgu toksisiteleri-
nin olusumundaki rolleridir (2,4,6,7,17,27,31-40).

LDetoksifikasyon

a.Konjugasyon

i.Katalitik konjugsayon

GST'lar elektrofilik merkez iceren bircok kseno-
biyotik ve faz | reaksiyonlari sonucu olusan ayni 6zel-
likteki ara uriinlerin endojen bir tripeptit olan GSH ile
konjugasyonunu katalize ederler (3,4,27).

GST'In kataiizorliiglindeki bu reaksiyon basit ola-
rak asagida sematize edilmistir:

RX+GSH - R-SG+HX (1)

Bu 1 .tip reaksiyonda GSH'un elektrofilik bir mer-
keze niikleofilik atagl ile dayanikh bir GSH konjugati
olusur.

ikinci tip reaksiyonda rediiklenmis bir ara iriin ve
okside glutatyon (GSSG) olusur. Once (2a) dayanikh
olmayan bir GS-R ara Urunu enzimatik olarak olusur,
enzimatik olmayan yolla devam ederek ikinci bir GSH
molekiliiniin atagi ile son iiriin ve GSSG olusur (2b).

R-X+GSH - R-SG+HX (2a)
R-SG+GSH - RH+GSSG (2b)

GSH bu son tip reaksiyonda substrattan cok bir
koenzim olarak davranir (7).

GSH konjugatlan glutamat ve glisinin ayrilmasiyla
bircok ksenobiyotigin klasik bir itrah yolu olan sistein
konjugatina donusur. Baslangicta bir glutatyon konju-
gati olusur, sonra y-glutamiltranspeptidaz tarafindan
glutamik asidin ayrilmasiyla sisteinil glisin konjugatina
dontisiir. Bunu sisteinil glisin dipeptidaz ya da amino-
peptidaz M tarafindan glisinin ayriimasiyla sistein S-
konjugatinin, yani pre- merkaptirik asitin olusumu izler.
Sistein S-konjugatinin, yani pre-merkaptiirik asit olusur
ya da Sistein S-konjugati p-liyaz (C-S lyase) araciliglyla
reaktif tirevlere doniisiir (1,5). Sekil 2 GSH konjugatla-
rinin olasi metabolizmasini géstermektedir (6).

i) Katalitik olmayan konjugasyon

GST'lar hiucresel protein ve makromolekiillerin
inaktivasyonu ve yikimina yol acan reaktif bilesiklerle
dogrudan kovalan baglanabilirler (41). Elektrofilik
bilesiklerle dogrudan kovalan baglanarak hiicre bilesen-
lerini korumada en buyik payr GST B veya Ligandin
olarak bilinen GST enzim sinifi almaktadir. Ligandinle-
rin basladigl eksojen maddeler arasinda azo-boyar
maddeler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve aromatik
aminler gibi karsinojen 6zellikte olanlar 6nemli yer tut-
maktadir (27,42,43).

Glutatyon Stransferaz Aracilikti
GST'larin katalize ettigi GSH konjugasyonu sonu-
cu elektrofilik bilesikler genelde detoksifiye edilse de
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Sekil2. Glutatyon konjugatlarinin metabolizmasi (6)
bazi bilesiklerin GSH konjugatlar toksisiteye neden & GSH Br
olabilmektedir. Bu bilesiklerin toksisiteleri dayanikli ol- Br'/_\/ — &
mayan tiyollerin olusumu sonucu ortaya ¢ikar. Dayanik- 1,2-Dibromoetan  GSH S-Transferaz Yan-Hardal
i olmayan tiyoller alkilleyici ajanlara ya da dayanikl
toksik metabolitlere doniisebilmektedir (6).
GSH ve sistein konjugatlarinin toksisitelerini acik-
lamaya yonelik iki farkli mekanizma kurulmustur. Birinci
mekanizmada bazi ksenobiyotiklerin GSH konjugatlar
dogrudan alkilleyici ajan olarak rol oynarlar ve toksik
etkileri molekiiliin siilfiir yari-hardal (sulfur half-mustard)
olusturabilmesine baghdir. Sekil 3'te GST katalizor-
ligiinde 1,2-dibromoetan'in GSH'la konjugasyonu sonu- L
cu silfir yari-hardal olusumu gosterilmistir (6).
ikinci mekanizmada ise faz Il metabolizma olarak ONA
; . - ) Br GS*,
z?dlandmlan yme“ baz.l GSH konjug.a.tlarmnm ileri _n.1etabo DNA/\\/
lizmasi sonucu 6zellikte nefrotoksisite gézlenebilir (1,6).
Bazi haloalkan ve alkenlerin sistein konjugatinin p-liyaz DNA'ya katim {riin Episiiifonyum iyonu

aracihig! ile bobreklerde agir toksisiteye yol actigi bilin-
mektedir (1). Bu konu "Organa 0zgii toksisite
olusumunda GST'larin roli" béliimiinde ayrintih olarak
anlatiimigtir.

b.Glutatyon S-transferazlarin indirgeme Ozelligi
GST'larin indirgeyici islevinin 6nemli bir 6rnegi
membran bilesenlerini lipit peroksidasyonundan koru-
malaridir. Lipit peroksidasyonu iiriinii olan kolesterol a-
oksitin bir GST substrati oldugunun gosterilmesi bu aci-
dan 6nemlidir. Ayrica lipit peroksidasyonunun aldehit

Sekil 3. 1,2-Dibromoetan'in GSH ile konjugasyonu sonucu siil-
fir yari-hardal olusumu (1,6)

yapida uriinleri olan 4-hidroksi alkenaller GSH ile kon-
juge olurlar. Mikrozomal fraksiyonda bulunan GST'lar
da peroksidaz aktivitesiyle lipit peroksitlere karsi koru-
ma saglar (17-26,44,45). Sekil 4 lipit peroksi-
dasyonundan GST aracilikti korunmanin olasi mekaniz-
masini sematize etmektedir (46).

TKlin Tip Bilimleri 1995, 15
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Sekil 4. Lipit peroksidasyonundan glutatyon S-Transferaz ara-
ciikti korunmanin olasi mekanizmasi (46)

Lipit peroksidasyonundan koruyucu rolii agisindan
iki tip GSH-peroksidaz (GSH-Px) ayirt edilebilir (18,47).
Bunlardan ilki selenyum-bagimh GSH-Px (Se-bagiml
GSH-Px), ikincisi ise GST aktivitesi de gosteren Se-
bagimsiz GSH-Px'dir. Se-bagimli olan birinci tip cevre-
selbaski altindadir ve Se eksikliginde aktivitesi azalir
(47,48). GST'larin in vitro olarak da lipit peroksi-
dasyonunu onledikleri bildirilmistir (10).

GSH-Px ayrica prostaglandin biyosentezinde rol
alir ve prostasiklin olusumunda diizenleme yapmaktadir
(25,32,49).

Glinimiizde hiicre toksisitesi altinda yatan énemli
nedenlerden biri olan lipit peroksidasyonundan koruyu-
cu roliine paralel olarak GSH konjugasyonu GST ara-
cihikti olarak Iokotrienlerin, 6zellikle 16kotrien AVden bili-
nen en etkin anaflaktik sok yapici maddelerden biri
olan I6kotrien Gt'liin olusumunu saglar. Bu doniisiim 16-
kotrien sentetaz olarak bilinen mGST ile yiiriir (50-56).

2. Hiicre ici Tasiyici Protein
Olarak Onemli Rolleri

GST'larin  enzimatik islevlerinin  yanisira kan
plazmasindaki albliminin hiicre ici esdegeri olarak bir-
cok hidrofobik bilesigi baglama ve bunlarin hiicre ici
tasiniminda fonksiyonlar vardir (5).

Katalitik olmayan konjugasyonda oldugu gibi hiicre
icinde ligand olarak bilinen endojen bazi maddeleri
baglama fonksiyonundan da biiyiik él¢iide ligandin sinifi
GST'lar sorumludur. Enzim uzerinde bu maddelerin
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baglandigl spesifik olmayan hidrofobik bir baglama bél-
gesi vardir (57).

Ligandinlerin cesitli bilesikleri baglayarak bunlarin
plazmadan karaciger hiicrelerine tasinimini sagladiklari
ileri stirilmustiir (32-42). Endojen maddelerin tasinimin-
da gosterdikleri fonksiyona yeni sentezlenen Hem'i
baglayarak mitokondriden endoplazmik retikuluma
tasimalar ornek verilebilir. Hem sentezinin son enzima-
tik kademesi (ferroselataz reaksiyonu) mitokondri i¢
membraninda olmaktadir. Hem'in bu asamada hemo-
globin olusturmak lizere mitokondriyel membrandan si-
toplazmaya gecmesi gerekir. Mitokondri ic membrani
serbest Hem icin 6nemli bir engeldir ancak bagh Hem
icin engel olusturmaz. Hem'in karaciger ve retikiilosit
mitokondrilerinden saliniminda sitozolik bir proteinin rol
alabilecegi ileri sirilmustir (58). Sicanda yapilan ca-
lismalarda GST B olarak da bilinen ligandin'in Hem'in
mitokondriden sitoplazmaya transferini sagladig| saptan-
mistir. Eritrosit GST formu olan ro (p) ise Hem ile si-
can ligandin ya da insan karaciger GST'ina esit bir afi-
nite ile baglanmaktadir (58).

Endojen maddelerin hiicre ici tasinimina bir baska
ornek biluribin icin verilebilir. Substrat olmayan bir li-
gand olan ve karacigerden itrah edilen bilibirinin kara-
ciger GST'Ina ylksek afinite ile baglandigl, buna karsin
eritrosit GST'Ina ¢ok daha diisiik afinite ile baglandig
saptanmistir (58).

3. Organa Ozgii Toksisite
Olusumunda Glutatyon
S-transferazlarin Roli

GST'larin Ucuncu fonksiyonlari ksenobiyotiklerin
organa 0zgu toksisite olusturmalarindaki rolleridir. GST
izozimlerinin nitel ve nicel dagihmlar dokudan dokuya
oldukca farkhlik gosterir. Bu durum her bir organin
GST ile etkilesen toksik ajana yanitinin farkh olmasina
yol acar. Bu yoniiyle bakildiginda GST'lar organa 6zgii
toksisite olusumunda 6nemli rol oynarlar.

Toksik maddelerin belirli organlarda toksik etki
olustururken diger bazi organlarda nasil olup da toksi-
site olusturmadiklar her zaman ilgi ceken ve arastirilan
bir konudur. Bu durum acikca toksik ajanin toksikokine-
tigine, duyarl dokularda spesifik alim mekanizmalarinin
varhigina, hedef organin aktivasyon detoksifikasyon ya-
pan enzim icerigine ve dokunun toksik ajanin olustur-
dugu hasari onarma yetenegine baghdir (1).

Fizyolojik ve anatomik faktorler cesitli dokularda
6nemli enzimlerin hiicresel heterojenik dagilimlarini
kontrol etmektedir. Ornegin karaciger her ne kadar go-
receli olarak ksenobiyotik metabolize edici enzim igerigi
bakimindan en zengin ve en homojen organ olsa da
antikorlarla immiinohistokimyasal boyama yontemiyle
incelendiginde enzimlerin asil olarak parenkimal hepato-
sitlerde yer aldigi kuppfer ve endotelyal hiicrelerin en-
zim igeriginin ise daha az oldugu gosterilmistir (1).
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Bircok ksenobiyotik toksisitesi icin bobrek onemli
bir hedef organdir. Bu ksenobiyotiklerin icinde halojenli
alken grubundan hekzakloro-1,3-butadien (HCBO) cok
onemlidir. Bu maddeye akut temasta hiicresel nekroz
proksimal tiibiiliin P3 segmentindedir. Bu durum spesi-
fik bobrek alim (uptake) mekanizmasi ve nefro-
toksisiteden sorumlu reaktif metabolitin bolgeye ozel
metabolizma sonucu olusmasindan kaynaklanmaktadir.
HCBD metabolizmasi organlarda kompleks olusumu ve
farkli enzimlerin aktif katihmi ile olur. Baslangicta
HCBD hepatik GST araciligiyla GSH ile konjuge olur.
Bu konjugati olusturan mikrozomal form GST sitozolik
enzimlerden cok daha aktiftir. Bu glutatyon konjugat
(S-pentaklorobutadeienil-glutatyon) safraya itrah edildik-
ten sonra intestinal ve/veya renal y-glutamiltransferaz
ve sisteinilglisin dipeptidaz ile sistein konjugatina do-
niisiir. Olusan sistein konjugati aktif bobrek alim meka-
nizmasi (probenesid-duyarl) icin cok onemli bir ara
driindir. Bobrek tarafindan bir kez alindiktan sonra bu
konjugat N-asetilasyon (merkaptirik asit olusumu), ok-
sidatif transaminasyon ve sistein konjugati p-liyaz icin
bir substrat islevi gorir, p-liyaz, tiyol (1,2,3,4,4-penta-
klorobutadienil tiyol) metaboliti olusturan toksikolojik
acidan 6nemli bir enzimdir. Bu metaboiit bir tiyo-metila-
syon reaksiyonu ya da tautomerizasyon reaksiyonu so-
nucunda reaktif tiyonobutenoil bilesigine dénisiir. Tiyo-
nobutenoil bilesigi tiyo-acilleyici bir ajan oldugundan do-
ku nukleofilleri ile kovalan etkileserek toksisite olustu-
rur (1,59,60). Her ne kadar glutatyon S-konjugatlari
ana olarak karacigerde olugssa da bdbrege olan secici
toksisiteleri S-konjugatlarinin bobrekte konsantre olma-
lariyla ve/veya toksik S-konjugatlarinin biyosentezinin
proksimal tiibil hiicrelerinde gerceklesmesi ve bu hiic-
relerin p-liyaz icermesiyle aciklanabilir (1,61). Sekil 5
HCBD'nin olasi renal toksisite mekanizmasini goster-
mektedir (1). Bobrege karsi olan bu secici toksisite ne-
deniyle izole bobrek hicreleriyle yapilan calismalarda
bazi glutatyon ve sistein konjugatlarinin sitotoksisite
mekanizmalan arastirilmistir. Bu calismalar etkin nefro-
toksik sistein konjugatlarinin primer hedefinin mito-
kondri oldugu goéstermistir (6). Ornegin S-(1,2-diklorovi-
nil)-L-sistein bobrek mitokondriyal yapisini bozarak ok-
sidatif solunum inhibisyonuyla gelisen mitokondriyal e-
nerji metabolizmasinda 6nemli bozukluklara neden olur
(6). Tetrakloroetilenin GSH konjugatinin da renal toksi-
siteye neden oldugu ve hiicre DNA'sI ile etkileserek
mutajenik ve karsinojenik etki gosterdigi bildiriimektedir
(62).

GST organ dagiliminda ilk sirayi alan karaciger
yuksek oranda peroksidaz aktivitesi de gosteren a sini-
fi GST acisindan zengindir (63,64).

Karacigerin periportal lobunda yaygin olarak asidik
form enzim saptanmistir (1). Sicanda testisler ka-
racigerden sonra GST acisindan en zengin organdir.
Bobrekiistii bezinin GST icerigi cinsiyete gore farkliik
gosterir. Adrenal ve meme bezi GST icerigi acisindan
oldukca benzerdir. Erkek sicanda GST icerigi disiye

Ksenobiyatik {Ornefin HGBD) + Glutatyon
Hepaik Glutalyon S-iransieraz
Glutatyon Kanjugati

_y-Gluiamil Transpeplidaz + Dipsptidaz

¥

N-Asetiasyen .
Transaminasyon =———— Sistein Konjugat _.—y_\. Merkaplirik asit
Renal B-liyaz
Tiyol Bilesigi
S-metitasyon taulcmerizasyon
S-metil bilegidi Tohstk tiyol bilagigi

Doku Nukleolillering
Alak

|

Sekil S. Hekzaklorobutadien'in renal toksisite mekanizmasi (1)

oranla daha fazladir (64). Son yillarda nazal epitel hiic-
releri enzim icerigi acisindan incelenmis ve diger bazi
onemli enzimlerin yanisira GST'larin da 6nemli dizey-
lerde oldugu goérilmustiir (65,66).

Nazal epitelin zengin GST igerigi pulmoner toksi-
site acisindan 6nemlidir. inhalasyonla alinan madde
nazal kavitede biyoaktivasyona ugruyorsa lokal toksik
etkiler olusturmasi, detoksifikasyona ugruyorsa da pul-
moner toksisitenin solunum yolunun baslangicindan iti-
baren onlenmesi s6z konusudur (67,68).

GLUTATYON S-TRANSFERAZ
AKTIVITESINI ETKILEYEN
FAKTORLER

GST'larin aktivitesini etkileyen faktorleri su alt
basliklar altinda toplayabiliriz:

1. Bireysel faktorlerin ve fizyolojik donemlerin etki-
si

2. Ksenobiyotiklerin etkisi

3. Bazi patolojik durumlarin etkisi

1 Bireysel Faktorlerin ve
Fizyolojik Donemlerin Etkisi

insanda GST diizeyleri fizyolojik donemlerden et-
kilenmektedir. GST'lar fotal dokularda erken gelismek-
tedirler, ancak ne fotal dokularda, ne de yetiskin doku-
larinda GST aktivitesi ile yas arasinda bir korelasyon
saptanamamistir. Ancak dokudan dokuya farkli dagilim
gosterirler (69). Herhangi bir doku incelendiginde GST
iceriginin gelisme, seksiel olgunlasma, indiiksiyon, tii-
mor baslangici ve gelisimi ile degistigi goriliir (38). Ya-
pilan calismalarda fétus karacigeri ve diger dokularinda
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GST aktivitesi yetiskine gore daha diisiik bulunmustur.
Fotal akciger sitozoliinde GST aktivitesi karacigere na-
zaran 1.6 kez yiiksektir. Oysa yetiskinde bagirsaklarla
birlikte akciger en diisiik aktiviteye sahiptir. GST'lar in-
san fotusunda erken gelisirler, ayrica iyi dagihm goste-
rirler. Toksisiteye neden olan ksenobiyotiklerin ve/veya
reaktif metabolitlerinin inaktivasyonunda GSH konju-
gasyonu rol oynadigindan GST'larin yaygin dagihmi fo-
tisun korunmasi agisindan son derece 6nemlidir (69).

GST aktivitesinin cinsiyete gore farkliliklan cesitli
nedenlerle 6len insan nekropsi materyallerinde arastiril-
mis ve substrat olarak CDNB kullanilarak yapilan ca-
lismada aktivitede cinsiyete bagh onemli bir fark sap-
tanmamistir (41).

GSH-Px'in onemli etnik varyasyon gosterdigi bildi-
rilmistir (70). GST'larin u izoziminin Avrupa popiilas-
yonunun %40'Inda saptanamamis olmasi bir diger
onemli bulgudur (17).

2. Glutatyon Stransferaz
Aktivitesinl Etkileyen Ksenobiyotikier

ilac metabolize edici diger sistemler gibi GST'lar
da bircok ksenobiyotikten etkilenir. Bu etki indlksiyon,
aktivasyon ya da inhibisyon seklindedir. Bu konuda ca-
hismalar en cok karaciger enzimleriyle yapilmistir. ilag
metabolize edici enzim genel indikleyicileri olan feno-
barbital, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve ba-
z1 organoklorlu bilesikler hepatik GST'lari da indiiklerler
(5,71).

Fenobarbitalin uygulanmasini takiben sicanda GST
B icin spesifik fonksiyonel mRNA'da hizli bir artis ol-
dugu gosterilmistir. Bu mRNA sicanda Ya altiinitesinin
sentezini diizenler ve Ya altinitesi fenobarbital tarafin-
dan selektif olarak artirihr. Oysa Yc altuinitesi nispeten
etkilenmez. Benzer olarak GST B indiksiyonu polisiklik
aromatik hidrokarbonlarla da goézlenmistir. 3-metil ko-
lantren ise biiyiik olasilikla Ya altiinitesi sentezini artiri-
cl etki yapar (72,73).

Fare karacigeri mikrozomal GST'lari lizerinde inhi-
bisyona neden olan maddeler uU¢ gruba ayrnimislardir.
Bunlar; aktive ve aktive olmayan enzim formlarn uzerin-
de esit iKso (enzim aktivitesini %50 degerine indiren
inhibitor madde konsantrasyonu) degerine sahip olan-
lar, aktive olmayan form lizerinde aktive forma oranla
oldukca yiiksek iK50 degerine sahip olanlar ve diisiik
konsantrasyonda aktivasyon yaparken yiiksek konsant-
rasyonda inhibisyon yapan maddelerdir. Ayni calisma-
da indometazin, trifeniltin klorir ve tributiltin asetat ilk
gruptadir. Rose bengal ve cibacron blue ikinci grupta,
bromosiilfoftalein (BSP) ise ligclinci gruptadir. Yiiksek
konsantrasyonda gozlenen inhibisyonun BSP'nin enzim
Uzerinde ikinci bir boélgeye baglanarak diisiik konsant-
rasyonlardan aktivasyonu ortadan kaldirmasina bagh ol-
dugu ileri sirilmektedir (74). Ayni calismada N-etilma-
leimid (NEM) saflastinimis enzimle farkh konsantrasyon
ve siirelerde 0°C'de in vitro inkiube edilmis ve 10 mM
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NEM ile 8-10 saat inkibasyon sonucu enzimin aktive
oldugu saptanmistir. Aktivasyonun diliisyon sonucu
kaybolmasi enzimin CDNB ile aktivitesini artiran kova-
lan bir modifikasyona ugradigini géstermektedir (74).
Ancak NEM'in eritrosit izozimi lizerinde inhibisyon yap-
tig1 bildirilmistir (iKso- 20.1 +1.4 uM) (11).

Klorlu hidrokarbon tiirevi olan endosiilfan yengec¢
GST'larina etkisi yoniinden in vivo incelenmistir. Suble-
tal dozlarda calisilan endosilfanin yengec¢ hepatopan-
kreasinda GST aktivitesindeki onemli indiliksiyona yo-
lactigl bildiriimektedir. indiiksiyon zamana bagimlidir ve
en yiksek degerine ilk temastan 96-192 saat sonra
ulasmaktadir (75).

Yapica farklh toplam on herbisitin fare karaciger
ksencbiyotik metabolize edici enzimleri lizerine etkisi-
nin incelendigi bir in vivo calismada trifluralin, bentiyo-
karb, molinat ve alaklor sitozolik GST'lar uUzerinde
substrat olarak CDNB kullanildiginda aktivitede 6nemli
artisa neden olmustur (76).

Farelerde yapilan in vivo bir ¢calismada 2,3-t-butil-
hidroksianisol, kafestol palmitat, fenobarbital ve trans-
stilbenoksit'in sitozolik GST aktivitesi uzerinde indiik-
siyon yaptigi bildiriimektedir (77).

Sentetik antioksidanlar olan butilhidroksianisol
(BHA) ve butilhidroksitoluen (BHT)'in benzopirenlerin
(BP) indiikledigi karsinojenezi inhibe ettigi bildirilmistir
(78-82). Bu maddelerden ozellikle BHT GST lizerinde
carpici bir indiiksiyona neden olmaktadir (79-82). BP'in
karsinojenez baslatici etkilerinin BHT tarafindan inhi-
bisyonunun, BHT'nin GST'I indiuklemesi sonucu BP yi-
kiminin artmasina bagh oldugu 6ne sirilmistir (78).

Fenoksiasetik asit turevi herbisitlerden olan 2,4-di-
klorofenoksiasetik asit (2,4-D) ve 2,4,5-triklorofenoksia-
setik asit (2,4,5-T) bilinen tim insan karaciger GST izo-
zimlerini ve eritrosit izozinimi inhibe eder (83,84).

Peroksizom proliferasyonuna neden olan hipolipi-
demik siprofibrat sican karaciger GST'I lizerinde hem in
vivo, hem in vitro kompetitif olmayan sekilde inhibisyon
yapmaktadir. Sican karacigeri GST'l icinde en yiiksek
inhibisyon, ligandin sinifindadir (85).

Antiinflamatuvar gruptan indometazin de sican ka-
raciger GST'I Uzerinde inhibisyon yapmaktadir (86,87).
Ancak indometazin insan eritrosit izozimi olan p aktivi-
tesinde in vitro calismalarda artisa neden olmaktadir
(88). Ayni gruptan meklofenamik asit kompetitif bir inhi-
bitordur. Metal kolloidlerin yapiminda, plastik lreti-
minde, organik sentezlerde kullanilan ve sitotoksik bir
ilac olan siklofosfamidin teratojenik metaboliti akrolein
hem fétal, hem de yetiskin izoenzimleri icin gucliu bir
inhibitordiir (89).

Organofosfath insektisitlerden monokrotofos ve iki
turevinin GSH ve GST lizerine etkisi hem in vivo, hem
de in vitro incelenmistir. Her {i¢c bilesigin hepatik ve
ekstra hepatik dokularda GSH deplesyonu yaptigl ve
GST inhibisyonuna neden oldugu saptanmistir (90).
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GST aktivitesine etkilerinin arastiriimasi acisindan
cesitli steroid tiirevleriyle yapilan calismada inhibisyon
etkisi artan sira ile pregnolon siilfat, 6stradiol-17-siilfat,
dehidroizoandrosten siilfat, ostradiol-3,17-disilfat ve
ostradiol-3-siilfat seklinde saptanmistir. Sican karaciger
izozimleri ile substrat olarak CDNB kullanilarak yapilan
calismada ostradiol disiilfatin transferaz A ve C lizerin-
de transferaz B (ligandin)'ye gore farkh kinetik meka-
nizmayla inhibisyon yaptigl bildirilmistir (91). Antiinf-
lamatuvar ilaglara ek olarak siilfasalazin, diliretik ila-
clardan etakrinik asit, furosemid ve bumetanidin sican
izozimlerini inhibe ettigi gosterilmistir (14). Metal
bilesiklerinden kadmiyum iyodiir, kadmiyum kloriir, civa
kloriir, civa asetat, bakir kloriir ve kursun asetatin da
hepatik GST'lar Uzerinde inhibitor etkileri bildirilmistir
(14).

in vitro calismamizda aliiminyum, kursun ve kad-
miyumun yiiksek konsantrasyonlarda eritrosit izozimini
inhibe ettigi saptanmistir (92). Sigara dumaninda en
6nemli bagimliik yapici ajan olan nikotinin cesitli form-
lan nikotin baz, nikotin hidrojen tartarat ve nikotinin
ana metaboliti olan kotinin ve etanolun eritrosit izozimi-
ni inhibe ettigi belirlenmistir (88,93). Ayrica nikotin ve
etanolun ayni zamanda eritrosit izozimine cok ben-
zeyen plasental GST'I da (EC.2.5.1.18) inhibe ettigi in
vitro calismamizda belirlenmistir (88).

Selenyuma yiiksek miktarlarda maruziyette ya da
deneysel Se yiiklemesi sonucu Se-bagimli GSH-Px ak-
tivitesi calismalan ilging sonuclar gostermistir. Kan di-
zeyi ve enzim aktivitesi arasinda bir iliski bulunamadig
gibi, tavuklarda kronik Se maruziyeti ile kan ve kara-
ciger GSH-Px aktivitesinde azalma saptanmistir (94).
Arastirmacilar Se yiiklemesine ragmen aktivitedeki azal-
manin enzim inhibisyonuna baglanmasi icin daha cok
veriye gereksinim olmakla birlikte goézardi edilemeye-
cegini bildirmektedirler (94). Hepatik GSH-Px aktivite-
sindeki bu azalma %60 oraninda bakir tarafindan in-
diklenmektedir (95). Karaciger ve kan GSH-Px aktivite-
si azalmasinin aksine Se yiiklemesi sonucu eritrosit
GSH-Px aktivitesinde artis saptanmistir (96).

3. Bazi Patolojik Durumiarda

GST Aktivitesi

Hemolitik anemili 513 hastada eritrosit GST akti-
vite iligkisi arastirimis ve anemi ile GST eksikligi ara-
sinda anlamh bir iliski saptanmistir. Eritrositleri hiicresel
hasardan korumada rol alan GST dizeyleri azaldikca
hiicre stabilitesinin azaldigl ve anemi riskinin arttigi bildi-
rilmigtir (97).

Preeklampsi gelisen hamilelerde reaktif oksijen tii-
revlerine karsi koruma saglayan GSH-Px dizeylerinin
cok arttigi bildirilmistir (98).

Deneysel diyabet olusturulan sicanlarda mikrozo-
mal epoksit hidrolaz (EH) ve sitozolik glutatyon S-
transferaz aktivitesi incelenmis, EH aktivitesinde 6nemli
diisiis olurken GST aktivitesinde belirgin olmamakla

birlikte kontrole oranla ~%20 gibi bir diisiis oldugu bil-
dirilmistir (99). 10 giin sire ile insulin tedavisi sonucu
her iki enzim aktivitesi kontrol diizeyine ulasmistir (99).
Down sendromlu cocuklarda Se yiiklemesi sonucu erit-
rosit GSH-Px aktivitesinde azalma olmasi ve yiikleme
sonrasi dénemde eski degerine ulasmamasi sasirtici bir
sonuctur. Arastirmacilar bu durumu Down sendromlu
cocuklarda hiicre ici Se tiiketiminin yiksek olmasina
baglamaktadirlar (96).

3.1 Coklu ila¢ Rezistansinda (Multidrug Resis-
tance, MDR) Glutatyon S-transferazlarin Roli

Elektrofilik ataga karsi organizmanin savunucusu
durumunda olan GST'larin organizma acisindan son
derece yararli bu fonksiyonlarina karsin ayni mekaniz-
mayla biyoaktivasyonun yanisira yolactikiari bir baska
sorun vardir. Bu durum GST'larin klinikte coklu ilag¢ re-
zistansi (MDR) olarak bilinen sorunla iliskileridir (100).
MDR giniimiizde kanser tedavisinde en buyiik engeli
olusturmaktadir. Tiimor hiicresi tek bir sitotoksik ajana
kronik olarak maruz kaldiginda bir siire sonra yapica
benzer olmayan bircok antineoplastik ajanin letal dozla-
rina da rezistan yetenegi kazanmaktadir. MDR tek bir
mekanizma ile aciklanamamaktadir. Ana olarak ileri sii-
rilen mekanizmalardan ilki hiicreye ila¢ akisinda rol
alan membran P-glikoproteinlerinin modifikasyonu, ikin-
cisi ise diizenlenmeleri degismis faz | faz Il reaksiyon-
larina bagh olarak GSH sisteminin modifikasyonudur
(100,101).

GST'In kazanilmis rezistansla iliskisinin dustiniil-
mesi tiimér hiicrelerinde GST jt'nin asin artmasindan
kaynaklanmaktadir (100). Bir calismada adriyamisine
rezistan meme kanseri hiicrelerinde GST aktivitesi nor-
malin 45 kati fazla bulunmustur (6). Bu yilizden GST
it'nin cesitli dokularda karsinojenez baslangici ve son-
rasi icin iyi bir biyogosterge olabilecegi ileri siiriilmustiir
(10,102-111).

MDR temelinde yatan ana mikanizmalar olarak
ileri surilen membran P-glikoproteinlerinin ve GST n
diizeylerinin artmasi birbiri ile iliski halindedir, ¢linki
her iki protein genleri birbirine bagh yolla ifade edilmek-
tedir (110). Ayni zamanda Klinikte kanser tedavisinde
kullanilan kemoterapatiklerin cogu GSH konjugasyonu
ile inaktive edilmektedir (102-111).

3.2.Bazi Patolojik Durumlarda Biyogosterge
Olarak Glutatyon S-transferazlar

Son yillarda a ve n sinifi GST'larin bilinen fonk-
siyonlarina ek olarak cesitli dokularda hasarin erken,
duyarli ve glvenilir bir géstergesi olabilecekleri ileri sii-
rilmektedir. insanda uterus serviks lezyonlari, goégiis
kanseri, kolon adenokarsinoma ve medullablastomasini
belirlemede GST'larin giivenilir bir belirleyici oldugu bil-
dirilmektedir (112-117). Proksimal ve distal nefron ha-
sarinda Uriner GST iceriginde asirn artis oldugu ve ha-
sarin belirleyicisi olarak kullanilabilecegi gosterilmistir
(118,119).
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Cesitli akciger kanser vakalarinda plazma n GST
aktivitesinde artis ve akcigerden alinan biyopsi 6rnek-
lerinde immiinohistokimyasal boyama ile yine JC GST
ekspresyonunda artis bildirilmistir (120-122). Akciger
kanserli olan ve olmayan, her ikisi de sigara icen bi-
reylerden olusan iki ayri grupta yapilan calismada
gruplarin mononiiklear I6kositlerinde trans-stilben oksit
substrati kullanilarak u GST aktivitesi saptanmistir.
Kontrol grubunda u GST aktivitesi %59 iken kanserli
hastalarda %35 olarak bulunmustur. Bu sonug akciger
kanserine duyarlilikta u GST iceriginin 6nemli bir-belir-
leyici oldugunu goéstermistir (47,116,123,124). Yine u
GST enzimini genetik olarak icermeyen ve sigara tirya-
kisi olan bireylerde sitogenetik hasarin arttigl bildiril-
mistir (125).

Cesitli etkenlere bagli karaciger hasarinda plazma-
da a GST duzeylerinin carpici bicimde arttigl gosteril-
mistir (126,127). Hepatik sitozolik proteinlerin %5'ini
olusturan GST'lar karaciger hasarini izleyen dénemde
hizh bir sekilde kan dolasimina salinirlar (128-130).

Karaciger fonksiyonlarinin biyokimyasal deger-
lendirmesinde genellikle plazma ya da serumda as-
partat aminotransferaz (AST) veya alanin aminotrans-
feraz (ALT) aktivitesi olciilir. Bu sitozolik enzimler de
karaciger hasarini takiben sirklilasyona salinirlar. An-
cak kronik karaciger rahatsizigl olan hastalarda aktivi-
teleri normal olabildiginden karaciger fonksiyonlarini
belirlemede bu aminotransferazlarin izlenmesinin gi-
venilirligi diisiiktar (128-130). Bazi karaciger patolojile-
rinde hasarin saptanmasinda aminotransferazlarin
zayif bir duyarliik gostermelerinin altinda kismen ka-
racigerdeki dagilimlari yatmaktadir. Periportal hepatosit-
ler en yiiksek oranda aminotransferazlar icerirken,
hipoksi ya da alkol ve parasetamol gibi ksenobiyoti-
klere bagh hasara karsi cok daha duyarli olan sentri-
lobiiler hepatositlerde aminotransferazlar bulunmaz
(9,127,131).

Yetiskin karacigeri baskin olarak bazik ya da a
sinifi GST icerir. Aminotransferazlarla kiyaslandiklarin-
da karaciger hasari icin daha duyarh bir belirleyici
olan hepatik GST'larin bir 6zelligi karacigerdeki yaygin
dagihmlandir, insanda fétus, yenidogan ve yetiskinde
yapilan immiinohistokimyasal calismalarda bazik ve
asidik GST'lar periportal ve merkezi lob hepatositleri-
nin her ikisinde de esit oranda saptanmis ve tanim-
lanmistir (9). Bu nedenle halotan hepatotoksisitesi,
otoimmiin kronik aktif hepatit, doguma bagh asfiksi ve
parasetamol zehirlenmesi gibi cesitli klinik ve benzeri
vakalarda hepatoseliiler hasari saptamada hepatik a
GST'larin aminotransferazlara nazaran daha istin ol-
duklari ileri surulmektedir (127,131-133). Ayrica akut
karaciger hasari ve kronik hepatitdeki calismalar
transaminaza kiyasla GST aktivitesinin histolojik ano-
malilerle daha iyi bir korelasyon gosterdigini kanitla-
mistir (28,134).
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