
Wstęp

Trans fe ra zy glu ta tio no we (GST, EC 2.5.1.18)
na le żą do wie lo funk cyj nych en zy mów me ta bo li zmu
glu ta tio nu, który neu tra li zu je w ży wych ko mór kach
to ksycz ny wpływ wol nych ro dni ków tle no wych
i nad tlen ków orga nicz nych (GST chro nią więc ko -
mór ki przed uszko dze niem utle nia ją cym). GST są
en zy ma mi al lo ste rycz ny mi o bu do wie pod jed no st -
ko wej, wy stę pu ją cy mi w for mie ho mo− lub he te ro -
di me rów. W ko mór kach ssa ków, ba zu jąc na struk -
tu rze pierw szo rzę do wej oraz spe cy ficz no ści sub -
stra to wej i in hi bi to ro wej izo en zy mów GST, wy róż -

nio no sie dem klas cy to zo lo wych GST: al fa, mu, pi,
sig ma, te ta, ome ga i ze ta [1, 2]. GST skła da ją się
z dwóch pod jed no stek, które są ki ne tycz nie nie za -
leż ne [3]. Jed nak w za leż no ści od tkan ki, z której
GST jest izo lo wa ny, dys ku tu je się tę ki ne tycz ną nie -
za leż ność, np. en zym po cho dzą cy z ludz kie go ło ży -
ska wy da je się dzia łać w ten spo sób, że w trak cie
zmian kon for ma cyj nych w obu pod jed no st kach, je -
go wła sno ści ka ta li tycz ne też ule ga ją zmia nie [4].
Róż ne czyn ni ki mo gą wpły wać na ak tyw ność GST
oraz mo de lo wać ich struk tu rę prze strzen ną. Su ge ru -
je się, że in te rak cje mię dzy po wierzch nią od dzie la -
ją cą pod jed no st ki en zy mu a czyn ni ka mi za war ty mi
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np. w pro duk tach wy dziel ni czo−wy dal ni czych pa so -
ży tów, al bo z le ka mi sto so wa ny mi w le cze niu cho -
rób pa so żyt ni czych, mo gą od gry wać zna czą cą ro lę
w sta bi li zo wa niu czwar to rzę do wej struk tu ry GST
[5]. Po nie waż GST od gry wa ją de cy du ją cą ro lę w re -
gu la cji i kon tro li wie lu re ak cji (m.in. są po wią za ne
z bio che micz ny mi me cha ni zma mi obron ny mi), ich
ba da nie w orga ni zmie ży wi cie la w prze bie gu in wa -
zji pa so żyt ni czej wy da je się waż ne i in te re su ją ce. 

Na sze do tych cza so we ba da nia do ty czą ce zmian
cał ko wi tej ak tyw no ści cy to zo lo wej GST w tkan ce
mię śnio wej my szy za ra żo nych lar wa mi Tri chi nel la
spi ra lis wy ka za ły, że ak tyw ność te go en zy mu ule ga
wy ra źnej sty mu la cji, po cząw szy od 3 ty go dnia in -
wa zji, osią ga jąc ma ksi mum w 6 ty go dniu in wa zji
[6].

W ostat nich la tach przedmio tem na szych ba dań
stał się sty mu lu ją cy wpływ al ben da zo lu, le ku z wy -
bo ru w le cze niu wło śni cy, na ak tyw ność róż nych
en zy mów an ty o ksy da cyj nych w tkan ce ży wi cie la
— mię śniach my szy za ra żo nych lar wa mi wło śnia
[7, 8]. Podob ne in ten sy fi ku ją ce dzia ła nie al ben da -
zo lu za ob ser wo wa li śmy w przy pad ku in du ko wal nej
syn ta zy tlen ku azo tu (iNOS) w mię śniach my szy za -
ra żo nych lar wa mi T. spi ra lis [9, 10]. Ogól nie wy ni -
ki tych ba dań su ge ru ją, że al ben da zol, po za bez po -
śre dnią ak tyw no ścią prze ciw pa so żyt ni czą, mo że
przy czy niać się do spo tę go wa nia bio che micz nych
pro ce sów obron nych ży wi cie la za cho dzą cych
z udzia łem tle no wych i azo to wych wol nych ro dni -
ków. 

Uwa ża się, że glu ta tion sta no wi waż ny ele ment
obro ny ko mórek przed cy to to ksycz no ścią tlen ku
azo tu pro du ko wa ne go przy udzia le iNOS [11]. Dla -
te go na sze za in te re so wa nie wzbu dzi ły za rów no en -
zy my me ta bo li zmu glu ta tio nu (trans fe ra za glu ta tio -
no wa i re duk ta za glu ta tio nu), jak i wy twa rza nie
tlen ku azo tu w tkan kach my szy w prze bie gu wło śni -
cy, oraz do dat ko wo wpływ le ku prze ciw pa so żyt ni -
cze go na te pro ce sy.

Tak jak w przy pad ku wszy st kich in nych en zy -
mów al lo ste rycz nych, krzy we wy sy ce nia sub stra -
tem oczy szczo nej GST z róż nych źródeł cha rak te ry -
zu je kształt sig mo i dal ny. Kształt tych krzy wych ule -
ga mo dy fi ka cji przez róż ne czyn ni ki, które mo gą
zmie niać po wi no wac two GST do sub stra tu. We dług
jed no przej ścio we go mo de lu od dzia ły wań al lo ste -
rycz nych [12] in hi bi to ry al lo ste rycz ne sta bi li zu ją
for mę T (na pię tą) en zy mu, która ma ma łe po wi no -
wac two do sub stra tu, a ak ty wa to ry sta bi li zu ją for mę
R (roz lu źnio ną) o du żym po wi no wac twie do sub -
stratu. Nie które en zy my o bu do wie pod jed no st ko -

wej w pew nych wa run kach wy ka zu ją ki ne ty kę ty -
po wą dla en zy mów o tzw. „za mro żo nych pod jed no -
st kach”, co ob ja wia się zmia ną kształ tu ich krzy -
wych wy sy ce nia sub stra tem z ty po wo sig mo i dal ne -
go na „podwój nie sig mo i dal ny” [13].

W na szej ostat niej pra cy [14] wy ka za li śmy, że
w prze bie gu do świad czal nej wło śni cy u my szy na -
stę pu je wyra źna mo dy fi ka cja krzy wej wy sy ce nia
sub stra tem cy to zo lo wej GST w mię śniach za ra żo -
nych lar wa mi wło śnia (2,3−krot ny wzrost wy so kiej
war to ści Km dla dwu fa zo wej krzy wej wy sy ce nia
oraz 2,8−krot ny spa dek ni skiej war to ści Km z ta kiej
krzy wej). Po po da niu za ra żo nym zwie rzę tom al ben -
da zo lu, po mi mo skom pli ko wa ne go „podwój nie sig -
mo i dal ne go” cha rak te ru krzy wej wy sy ce nia GST,
uzy ska li śmy obraz po zwa la ją cy przy pu szczać, że
lek mo że dzia łać w tym przy pad ku ja ko al lo ste rycz -
ny ak ty wa tor.

Ce lem pre zen to wa nych ba dań by ła ana li za
zmian w ki ne ty ce wy sy ce nia sub stra tem cy to zo lo -
wej GST, na stę pu ją cych w wa run kach in vi tro pod
wpły wem al ben da zo lu. Do ba dań uży li śmy ko mer -
cyj ne go, oczy szczo ne go en zy mu z wą tro by szczu ra
i spraw dzi li śmy rów nież, jak dzia ła ją w ta kim ukła -
dzie róż ne wa run ki tem pe ra tu ro we, np. za mra ża nie
czy ogrze wa nie, a więc pro ce du ry w za ło że niu roz -
bi ja ją ce struk tu rę pod jed no st ko wą en zy mów al lo -
ste rycz nych.

Ma te riał i me to dy

Ma te riał do ba dań sta no wi ła oczy szczo na trans -
fe ra za glu ta tio no wa (GST) z wą tro by szczu ra (pro -
dukt Sig my) o ak tyw no ści 18 U/mg biał ka. Al ben -
da zol (Ze ntel fir my Smi th Kli ne Be e cham) in ku bo -
wa no z en zy mem w na stę pu ją cych stę że niach: 5
mM, 20 mM, 100 mM i 200 mM.

Ak tyw ność GST ozna cza no spek tro fo to me trycz -
nie, mie rząc ilość tio e te ru (S−2,4−di ni tro fe ny lo glu ta -
tio nu), po wsta łe go ja ko pro dukt re ak cji zre du ko wa -
ne go glu ta tio nu (GSH) z 1−chlo ro−2,4−di ni tro ben ze -
nem (CDNB) ka ta li zo wa nej przez GST. Szyb kość
po wsta wa nia barw ne go ko niu ga tu okre śla no mie -
rząc przy rost ab sor ban cji przy dłu go ści fa li 340 nm,
zgo dnie z pro ce du rą [15]. Ak tyw ność GST wy ra żo -
no w jed no st kach en zy mu na mg biał ka. Jed na jed -
no st ka en zy mu jest de fi nio wa na ja ko je go ilość ka -
ta li zu ją ca po wsta nie 1 µmo la tio e te ru w cią gu 1 mi -
nu ty w tem pe ra tu rze +25°C. W ce lu wy kre śle nia
krzy wych wy sy ce nia sub stra tem dla GST uży to na -
stę pu ją cych stę żeń sub stra tu (GSH): 0,2; 0,4; 0,6;
0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 i 2,0 mM. Każdy punkt na
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krzywych prezentowanych w wynikach jest średnią
z 6–9 niezależnych pomiarów. Białko dla
oznaczenia aktywności specyficznej enzymu ozna -
cza no wg Low ry'ego i wsp. [16].

Wpływ al ben da zo lu na ki ne ty kę re ak cji ka ta li zo -
wa nej przez GST z wą tro by szczu ra ba da no
w trzech wa rian tach tem pe ra tu ry: (1) in ku ba cji
w +4°C, (2) po jed no krot nym prze mro że niu po wyż -
sze go pre pa ra tu w −80°C przez 15 go dzin, (3) po
ogrze wa niu do tem pe ra tu ry +30°C w róż nym cza sie
in ku ba cji (po 10 mi nu tach, 30 mi nu tach, 1 go dzi nie
i 14 go dzi nach).

Wy ni ki

Ana li zu jąc zmia ny ki ne ty ki re ak cji ka ta li zo wa -
nej przez cy to zo lo wą GST w mię śniach my szy za -
ra żo nych lar wa mi wło śnia [14], uży li śmy frak cji cy -
to pla zma tycz nej z su ro we go ho mo ge na tu mię śni.
Aby uzy skać peł niej szą in for ma cję o wpły wie al -
ben da zo lu na ten en zym, po sta no wi li śmy w tej pra -
cy prze ba dać ten wpływ w wa run kach in vi tro, uży -
wa jąc w tym ce lu ko mer cyj nej, oczy szczo nej GST
z wą tro by szczu ra.

Wy ni ki ba dań wpły wu al ben da zo lu (za sto so wa -
ne go w sze ro kich gra ni cach stę żeń: od 5 do 200
mM) na ak tyw ność oraz krzy we wy sy ce nia sub stra -
tem GST z wą tro by szczu ra, prze pro wa dzo ne
w trzech wa rian tach tem pe ra tu ry, są in te re su ją ce.
Z po mia rów do ko na nych w tem pe ra tu rze +4°C wy -
ni ka, że cho ciaż lek w pro por cji do swo je go stę że -

nia znacz nie ob ni żał ak tyw ność cał ko wi tą en zy mu
(6−krot nie przy naj wyż szym, 200 mM stę że niu), we
wszy st kich przy pad kach róż nych stę żeń le ku krzy -
wa wy sy ce nia sub stra tem ma cha rak ter sig mo i dal -
ny, ty po wy dla en zy mów o bu do wie pod jed no st ko -
wej (Rys. 1). Moż na więc stwier dzić, że w tych wa -
run kach tem pe ra tu ro wych, za pew nia ją cych sta bil -
ność en zy mu, pod wpły wem róż nych stę żeń le ku
pod jed no st ko wa bu do wa GST z wą tro by szczu ra
jest niena ru szo na. 

W ce lu spraw dze nia wraż li wo ści en zy mu na ni -
ską tem pe ra tu rę, pre pa ra ty kon trol ne (in ku bo wa ne
bez le ku) zo sta ły pod da ne 15−go dzin ne mu prze mro -
że niu w −80°C. Ta pro ce du ra, zgo dnie z ocze ki wa -
nia mi, roz bi ja ła bu do wę pod jed no st ko wą GST
z wą tro by szczu ra, na co wska zy wa ły od po wie dnie
krzy we wy sy ce nia sub stra tem o kształ cie hi per bo -
licz nym, ty po wym dla en zy mów mo no me rycz nych
(Rys. 2). W pre pa ra tach prze mra ża nych przez 15

go dzin w temp. −80°C i in ku bo wa nych uprze dnio
przez 10 mi nut w tem pe ra tu rze +30°C z 100 i 200
mM al ben da zo lem, krzy we zmie nia ły kształt hi per -
bo licz ny na sig mo i dal ny z po cząt ko wym dłu gim
od cin kiem „wy pła szczo nym” (ty po wym dla dzia ła -
nia in hi bi to ra). Lek wy da je się dzia łać w stę że niu
za rów no 5 mM (Rys. 3a), jak i 100 i 200 mM (Rys.
3b) jak in hi bi tor, nie wpły wa jąc jed nak na cał ko wi -
tą ak tyw ność en zy mu mie rzo ną przy opty mal nym
stę że niu sub stra tu. 
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Rys. 1. Wpływ róż nych stę żeń al ben da zo lu na krzy we
wy sy ce nia trans fe ra zy glu ta tio no wej z wą tro by szczu ra
(GST). Pre pa ra ty in ku bo wa no z le kiem przez 10 mi nut
w temp. +4°C
Fig. 1. Ef fect of dif fe rent con cen tra tions of al ben da zo le
on cu rves of sub stra te sa tu ra tion of cy to so lic glu ta thio -
ne trans fe ra se (GST) from the rat li ver. Pre pa ra tions
we re in cu ba ted with drug at +4°C for 10 min

Rys. 2. Wpływ prze mro że nia (15 go dzin w temp.
–80°C) na krzy we wy sy ce nia trans fe ra zy glu ta tio no wej
z wą tro by szczu ra (GST). Pre pa ra ty przed prze mro że -
niem in ku bo wa no przez 10 mi nut w temp. +30°C lub
+4°C
Fig. 2. Effect of freezing (15 h at –80°C) on curves of
substrate saturation of cytosolic glutathione transferase
(GST) from the rat liver. Before freezing preparations
were incubated for 10 min at +30°C or at +4°C



Wpływ ogrze wa nia do tem pe ra tu ry +30°C na ki -
ne ty kę re ak cji ka ta li zo wa nej przez GST z wą tro by
szczu ra przed sta wia ją Rys. 4 i 5. Po ogrze wa niu en -
zy mu przez 10 mi nut w temp. +30°C kształt krzy wej
wy sy ce nia sub stra tem zmie niał się z sig mo i dal ne go
na „podwój nie sig mo i dal ny” (ty po wy dla en zy mów
o „za mro żo nych pod jed no st kach”), a do pie ro po
1,5−go dzin nej in ku ba cji w +30°C na hi per bo licz ny
(Rys. 4). Po 10 mi nu tach in ku ba cji w +30°C lek
w na ra sta ją cym stę że niu co raz bar dziej zmie niał
krzy wą na ty po wą dla dzia ła nia in hi bi to ra (Rys. 5a).
Po dłuż szej, 30− lub 60−mi nu to wej in ku ba cji en zy -
mu z 200 mM al ben da zo lem w tem pe ra tu rze +30°C,

krzy we wy ka zy wa ły kształt sig mo i dal ny, ale o bar -
dzo wy pła szczo nym po cząt ko wym od cin ku (na wet
do 1,4 mM GSH po 1−go dzin nej in ku ba cji). Wia do -
mo, że krzy wa za leż no ści ułam ka wy sy ce nia Y (Y =
frak cja czą ste czek en zy mu za wie ra ją ca zwią za ny
sub strat) od stę że nia sub stra tu po dzia ła niu in hi bi to -
ra przy bie ra ta ki wła śnie kształt. Rów no cze śnie
krzy we te, w pro por cji do na ra sta ją ce go stę że nia le -
ku, wska zy wa ły na sil ne (7−krot ne) ob ni że nie ak -
tyw no ści cał ko wi tej en zy mu mie rzo nej przy opty -
mal nym, 2 mM stę że niu sub stra tu (Rys. 5b). 

Dys ku sja

Zgo dnie z na szą wie dzą wy ni ki tej pra cy sta no -
wią jed no z pierw szych do nie sień o wpły wie le ku
prze ciw pa so ży ni cze go na struk tu rę cy to zo lo wej
GST z tkan ki ssa ka (wą tro by).

W na szej ostat niej pra cy, do ty czą cej wpły wu na
cy to zo lo wą GST w mię śniach ży wi cie la, za rów no
za ra że nia my szy lar wa mi Tri chi nel la spi ra lis, jak
i ich le cze nia przy uży ciu al ben da zo lu, wy ka za li -
śmy, że za rów no sa mo za ra że nie, jak i le cze nie mo -
że wpły wać na czwar to rzę do wą struk tu rę te go en zy -
mu [14]. Krzy we Li ne we a ve ra−Bur ka (podwój nej
od wrot no ści, czy li za leż no ści 1/V od 1/[S]) ki ne ty -
ki wy sy ce nia sub stra tem dla GST w mię śniach my -
szy za ra żo nych i le czo nych al ben da zo lem mia ły
cha rak ter dwu fa zo wy, a od po wie dnie krzy we kon -
trol ne (GST w mię śniach my szy nieza ra żo nych)
wy ka zy wa ły wy ra źny cha rak ter „podwój nej sig mo -
i dal no ści”. Su ge ro wa li śmy jed nak, po mi mo skom -

Rys. 3. Wpływ róż nych stę żeń al ben da zo lu oraz prze -
mro że nia (15−go dzin ne go w temp. −80°C) na krzy we
wy sy ce nia trans fe ra zy glu ta tio no wej z wą tro by szczu ra
(GST). Pre pa ra ty przed prze mro że niem in ku bo wa no
z le kiem przez 10 mi nut w temp. +30°C; a — stę że nie
al ben da zo lu: 5mM, b — stę że nie al ben da zo lu: 100 oraz
200 mM
Fig. 3. Ef fect of dif fe rent con cen tra tions of al ben da zo le
as we ll as fre e zing (15 h at −80°C) on cu rves of sub stra -
te sa tu ra tion of cy to so lic glu ta thio ne trans fe ra se (GST)
from the rat li ver. Be fo re fre e zing pre pa ra tions we re in -
cu ba ted with drug at +30°C for 10 min; a — con cen tra -
tion of al ben da zo le: 5 mM, b — con cen tra tion of al ben -
da zo le: 100 and 200 mM

Rys. 4. Wpływ ogrze wa nia (przez 10 mi nut lub 90 mi -
nut do temp. +30°C) na krzy we wy sy ce nia trans fe ra zy
glu ta tio no wej z wą tro by szczu ra (GST)
Fig. 4. Ef fect of he a ting (for 10 min or 90 min up to
+30°C) on cu rves of sub stra te sa tu ra tion of cy to so lic
glu ta thio ne trans fe ra se (GST) from the rat li ver

a

b
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pli ko wa ne go cha rak te ru tych krzy wych wy sy ce nia,
że al ben da zol mo że dzia łać ja ko al lo ste rycz ny ak ty -
wa tor cy to zo lo wej GST w mię śniach my szy za ra żo -
nych lar wa mi wło śnia.

W pre zen to wa nych tu ba da niach, pro wa dzo nych
z uży ciem ko mer cyj nej, oczy szczo nej GST, ale po -
cho dzą cej z in nej tkan ki — wą tro by (GST z mię śni
nie jest do stęp na w han dlu) i w wa run kach in vi tro,
al ben da zol dzia ła (w pro por cji do na ra sta ją ce go stę -
że nia) po in ku ba cji w +30°C ja ko in hi bi tor. Rów no -
cze śnie zmie nia struk tu rę czwar to rzę do wą w ta ki

spo sób, że pod wpły wem in ku ba cji z naj wyż szym
200 mM stę że niem le ku krzy wa wy sy ce nia sub stra -
tem GST z wą tro by przy bie ra, podob nie jak w przy -
pad ku opi sa nej po wy żej GST w mię śniach za ra żo -
nych lar wa mi wło śnia, kształt „podwój nej sig mo i -
dal no ści” (Rys. 5a), co świad czy o tym, że en zym
po zo sta je w sta nie „za mro żo nych” pod jed no stek.

Cie ka wą spra wą, war tą bar dziej szcze góło we go
omówie nia, po zo sta je pro blem ter mow raż li wo ści
cy to zo lo wej GST z wą tro by szczu ra, zmie nia ją cej
się pod wpły wem le ku. Po wie lo go dzin nym prze -
mro że niu w tem pe ra tu rze −80°C, w pre pa ra tach kon -
trol nych (in ku bo wa nych bez le ku) krzy we wy sy ce -
nia GST sub stra tem zmie nia ją się z kształ tu sig mo -
i dal ne go na hi per bo licz ny (Rys. 2), co wska zu je na
roz bi cie di me rycz ne go en zy mu na pod jed no st ki.
Na to miast po in ku ba cji z le kiem już ni skie (5mM)
stę że nie al ben da zo lu po wo do wa ło zmia nę kształ tu
krzy wej wy sy ce nia GST sub stra tem (Rys. 3a) na
„podwój ną sig mo i dal ność”. Ogrze wa nie pre pa ra tu
GST przez 90 mi nut w tem pe ra tu rze +30°C po win -
no skut ko wać roz bi ciem struk tu ry pod jed no st ko wej
en zy mu i ta ki wła śnie hi per bo licz ny kształt krzy wej
wy sy ce nia sub stra tem, ty po wy dla struk tu ry mo no -
me rycz nej, ob ser wo wa li śmy (Rys. 4). Na to miast
w pre pa ra tach in ku bo wa nych z le kiem w tej sa mej
tem pe ra tu rze przez 14 go dzin cha rak ter krzy wych
po zo sta wał sig mo i dal ny (Rys. 5b).

Być mo że al ben da zol, dzia ła jąc ja ko inhi bi tor,
włą cza się w struk tu rę di me ru GST tak, że en zym
sta je się trud no dy so cjo wa ny, na wet w wa run kach
ter micz nych roz bi ja ją cych nor mal nie je go struk tu rę
di me rycz ną (ta kich jak np. prze mra ża nie do −80°C
lub ogrze wa nie do tem pe ra tu ry +30°C). Na pod sta -
wie tyl ko na szych ba dań nie moż na roz strzy gnąć,
czy al ben da zol włą cza się tak, że struk tu ra di me -
rycz na GST nie jest roz bi ta (pod jed no st ki są w sta -
nie „za mro żo nym”), ale rów no cze śnie są blo ko wa -
ne cen tra ak tyw ne w każ dej z pod jed no stek en zy mu.

Re a su mu jąc, na le ży stwier dzić, że al ben da zol
dzia ła ha mu ją co na ten waż ny en zym w tkan kach
ssa ków, zmie nia jąc rów nież je go struk tu rę czwar to -
rzę do wą, ale dla do kład ne go wy ja śnie nia me cha ni -
zmu tych in te rak cji lek−en zym na le ży w przy szło ści
po słu żyć się me to da mi mo le ku lar ne go mo de lo wa -
nia, po łą czo ne go z tech ni ka mi kom pu te ro wy mi [17,
18].
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Fig. 5. Effect of different concentrations of albendazole
as well as time of heating on curves of substrate satura-
tion of cytosolic glutathione transferase (GST) from the
rat liver. Preparations were incubated with drug at
+30°C for 10 min, 30 min, 1h or 14 h, respectively; a —
albendazole concentration: 5, 100 or 200 mM (time of
incubation: 10 min), b — albendazole concentration:
200 mM, time of incubation: 30 minutes, 1hour and 14
hours, respectively
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