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Badania in vitro wplywu albendazolu na kinetyke reakcji ka-
talizowanej przez cytozolowa transferaze glutationowg (GST)
Z watroby szczura

Effect in vitro of albendazole on the Kkinetics of cytosolic glu-
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ABSTRACT. Introduction. Since the idea of multifunctional mode of action of anthelmintics is considered and in
experimental trichinellosis in vivo albendazole seems to act as an allosteric activator of cytosolic GST from mice mu-
scles, in this study a termosensitivity after in vitro incubation with albendazole of purified commercial cytosolic gluta-
thione transferase (GST) from the rat liver was investigated. Methods. Two extremal temperatures: -80°C and +30°C
were used to destroy the dimer in quaternary structure of this enzyme. Results. In control preparations both extremal
temperatures destroy this structure, so the Michaelis-Menten kinetic curves of substrate saturation show the typical hy-
perbolic shape. After a long (15 h) freezing at -80°C or heating (up to 14 h at +30°C) the kinetics of substrate saturation
of GST after incubation with albendazole show the sigmoidal or "double sigmoidal" shape, pointing out the quaternary
GST structure as a complex of "frozen subunits”. Drug inhibits about 6-times the total activity of GST after incubation
at +30°C. We conclude that albendazole in vitro influences the structure of cytosolic GST from the rat liver and inhibits
its activity, but, in opposite to in vivo study in mouse muscles infected with Trichinella spiralis larvae, does not act as
an activator of this enzyme.

Key words: albendazole, cytosolic glutathione transferase from the rat liver, kinetics of substrate saturation.

Wstep

Transferazy glutationowe (GST, EC 2.5.1.18)
nalezg do wielofunkcyjnych enzyméw metabolizmu
glutationu, ktéry neutralizuje w zywych komoérkach
toksyczny wplyw wolnych rodnikéw tlenowych
1 nadtlenkéw organicznych (GST chronig wigec ko-
morki przed uszkodzeniem utleniajacym). GST sg
enzymami allosterycznymi o budowie podjednost-
kowej, wystepujacymi w formie homo- lub hetero-
dimeréw. W komorkach ssakéw, bazujac na struk-
turze pierwszorzgdowej oraz specyficznosci sub-
stratowej 1 inhibitorowej izoenzyméw GST, wyrdz-

niono siedem klas cytozolowych GST: alfa, mu, pi,
sigma, teta, omega i zeta [1, 2]. GST skladajg si¢
z dwdch podjednostek, ktore sg kinetycznie nieza-
lezne [3]. Jednak w zaleznosci od tkanki, z ktdrej
GST jest izolowany, dyskutuje si¢ te kinetyczng nie-
zaleznos¢, np. enzym pochodzacy z ludzkiego tozy-
ska wydaje si¢ dziata¢ w ten sposéb, ze w trakcie
zmian konformacyjnych w obu podjednostkach, je-
go wiasnosci katalityczne tez ulegajg zmianie [4].
Rézne czynniki moga wpltywac na aktywnosé GST
oraz modelowac ich strukture przestrzenng. Sugeru-
je sie, ze interakcje migdzy powierzchnig oddziela-
jaca podjednostki enzymu a czynnikami zawartymi



98

A. Wojtkowiak i wsp.

np. w produktach wydzielniczo-wydalniczych paso-
zytéw, albo z lekami stosowanymi w leczeniu cho-
réb pasozytniczych, moga odgrywaé znaczaca role
w stabilizowaniu czwartorzedowej struktury GST
[5]. Poniewaz GST odgrywajg decydujacg role w re-
gulacji i kontroli wielu reakcji (m.in. s3 powigzane
z biochemicznymi mechanizmami obronnymi), ich
badanie w organizmie zywiciela w przebiegu inwa-
Zji pasozytniczej wydaje si¢ wazne i interesujace.

Nasze dotychczasowe badania dotyczace zmian
catkowitej aktywnosci cytozolowej GST w tkance
miesniowej myszy zarazonych larwami Trichinella
spiralis wykazatly, ze aktywnos¢ tego enzymu ulega
wyraznej stymulacji, poczagwszy od 3 tygodnia in-
wazji, osiggajagc maksimum w 6 tygodniu inwazji
[6].

W ostatnich latach przedmiotem naszych badan
stat si¢ stymulujacy wptyw albendazolu, leku z wy-
boru w leczeniu wtosnicy, na aktywnos¢ réznych
enzymoéw antyoksydacyjnych w tkance zywiciela
— miesniach myszy zarazonych larwami wlosnia
[7, 8]. Podobne intensyfikujace dziatanie albenda-
zolu zaobserwowaliSmy w przypadku indukowalne;j
syntazy tlenku azotu (iNOS) w mig¢sniach myszy za-
razonych larwami 7. spiralis [9, 10]. Og6lnie wyni-
ki tych badan sugeruja, ze albendazol, poza bezpo-
Srednig aktywnoscig przeciwpasozytnicza, moze
przyczynia¢ si¢ do spotegowania biochemicznych
procesOw obronnych zywiciela zachodzacych
z udziatem tlenowych i azotowych wolnych rodni-
kow.

Uwaza sig, ze glutation stanowi wazny element
obrony komorek przed cytotoksycznoscig tlenku
azotu produkowanego przy udziale iNOS [11]. Dla-
tego nasze zainteresowanie wzbudzity zar6wno en-
zymy metabolizmu glutationu (transferaza glutatio-
nowa i reduktaza glutationu), jak i wytwarzanie
tlenku azotu w tkankach myszy w przebiegu wlosni-
cy, oraz dodatkowo wptyw leku przeciwpasozytni-
czego na te procesy.

Tak jak w przypadku wszystkich innych enzy-
méw allosterycznych, krzywe wysycenia substra-
tem oczyszczonej GST z réznych Zrédet charaktery-
zuje ksztatt sigmoidalny. Ksztatt tych krzywych ule-
ga modyfikacji przez rézne czynniki, ktére moga
zmienia¢ powinowactwo GST do substratu. Wedtug
jednoprzejsciowego modelu oddzialywan alloste-
rycznych [12] inhibitory allosteryczne stabilizujg
forme T (napigta) enzymu, ktéra ma mate powino-
wactwo do substratu, a aktywatory stabilizujg forme
R (rozluZniong) o duzym powinowactwie do sub-
stratu. Niektére enzymy o budowie podjednostko-

wej w pewnych warunkach wykazujg kinetyke ty-
powa dla enzymow o tzw. ,,zamrozonych podjedno-
stkach”, co objawia si¢ zmiang ksztaltu ich krzy-
wych wysycenia substratem z typowo sigmoidalne-
go na ,,podwdjnie sigmoidalny” [13].

W naszej ostatniej pracy [14] wykazaliSmy, ze
w przebiegu doswiadczalnej wlosnicy u myszy na-
stepuje wyrazna modyfikacja krzywej wysycenia
substratem cytozolowej GST w miegsniach zarazo-
nych larwami wiosnia (2,3-krotny wzrost wysokiej
wartosci Km dla dwufazowej krzywej wysycenia
oraz 2,8-krotny spadek niskiej wartosci Km z takiej
krzywej). Po podaniu zarazonym zwierzgtom alben-
dazolu, pomimo skomplikowanego ,,podwdjnie sig-
moidalnego” charakteru krzywej wysycenia GST,
uzyskaliSmy obraz pozwalajacy przypuszczad, ze
lek moze dziata¢ w tym przypadku jako allosterycz-
ny aktywator.

Celem prezentowanych badan byta analiza
zmian w kinetyce wysycenia substratem cytozolo-
wej GST, nastepujgcych w warunkach in vitro pod
wplywem albendazolu. Do badan uzyliSmy komer-
Cyjnego, 0czyszczonego enzymu z watroby szczura
i sprawdziliSmy réwniez, jak dziatajg w takim ukta-
dzie rézne warunki temperaturowe, np. zamrazanie
czy ogrzewanie, a wigc procedury w zatozeniu roz-
bijajace strukture podjednostkowg enzymow allo-
sterycznych.

Material i metody

Materiat do badar stanowita oczyszczona trans-
feraza glutationowa (GST) z watroby szczura (pro-
dukt Sigmy) o aktywnosci 18 U/mg biatka. Alben-
dazol (Zentel firmy SmithKline Beecham) inkubo-
wano z enzymem w nastgpujgcych stezeniach: 5
mM, 20 mM, 100 mM i 200 mM.

Aktywnos¢ GST oznaczano spektrofotometrycz-
nie, mierzgc ilos¢ tioeteru (S-2,4-dinitrofenylogluta-
tionu), powstatego jako produkt reakcji zredukowa-
nego glutationu (GSH) z 1-chloro-2,4-dinitrobenze-
nem (CDNB) katalizowanej przez GST. Szybkos¢
powstawania barwnego koniugatu okreslano mie-
rzac przyrost absorbancji przy dtugosci fali 340 nm,
zgodnie z procedurg [15]. Aktywnos¢é GST wyrazo-
no w jednostkach enzymu na mg biatka. Jedna jed-
nostka enzymu jest definiowana jako jego ilos¢ ka-
talizujaca powstanie 1 umola tioeteru w ciggu 1 mi-
nuty w temperaturze +25°C. W celu wykreslenia
krzywych wysycenia substratem dla GST uzyto na-
stgpujacych stezert substratu (GSH): 0,2; 0,4; 0,6;
0,8; 1,0; 1,2; 1.4; 1,6; 1,8 1 2,0 mM. Kazdy punkt na
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krzywych prezentowanych w wynikach jest Srednig
z 6-9 niezaleznych pomiaréw. Bialtko dla
oznaczenia aktywnosci specyficznej enzymu ozna-
czano wg Lowry’ego i wsp. [16].

Wplyw albendazolu na kinetyke reakcji katalizo-
wanej przez GST z watroby szczura badano
w trzech wariantach temperatury: (1) inkubacji
w +4°C, (2) po jednokrotnym przemrozeniu powyz-
szego preparatu w -80°C przez 15 godzin, (3) po
ogrzewaniu do temperatury +30°C w réznym czasie
inkubacji (po 10 minutach, 30 minutach, 1 godzinie
i 14 godzinach).

Wyniki

Analizujgc zmiany kinetyki reakcji katalizowa-
nej przez cytozolowg GST w migsniach myszy za-
razonych larwami wtosnia [14], uzyliSmy frakcji cy-
toplazmatycznej z surowego homogenatu miesni.
Aby uzyskaé pehiejsza informacj¢ o wplywie al-
bendazolu na ten enzym, postanowiliSmy w tej pra-
cy przebadac ten wptyw w warunkach in vitro, uzy-
wajac w tym celu komercyjnej, oczyszczonej GST
7 watroby szczura.

Wyniki badarnt wptywu albendazolu (zastosowa-
nego w szerokich granicach stezeri: od 5 do 200
mM) na aktywnos¢ oraz krzywe wysycenia substra-
tem GST z watroby szczura, przeprowadzone
w trzech wariantach temperatury, sg interesujgce.
Z pomiar6w dokonanych w temperaturze +4°C wy-
nika, ze chociaz lek w proporcji do swojego steze-
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Rys. 1. Wplyw réznych stgzeri albendazolu na krzywe
wysycenia transferazy glutationowej z watroby szczura
(GST). Preparaty inkubowano z lekiem przez 10 minut
w temp. +4°C

Fig. 1. Effect of different concentrations of albendazole
on curves of substrate saturation of cytosolic glutathio-
ne transferase (GST) from the rat liver. Preparations
were incubated with drug at +4°C for 10 min

nia znacznie obnizal aktywnos¢ catkowitg enzymu
(6-krotnie przy najwyzszym, 200 mM stgzeniu), we
wszystkich przypadkach réznych stezen leku krzy-
wa wysycenia substratem ma charakter sigmoidal-
ny, typowy dla enzyméw o budowie podjednostko-
wej (Rys. 1). Mozna wigc stwierdzi¢, ze w tych wa-
runkach temperaturowych, zapewniajacych stabil-
nos¢ enzymu, pod wptywem réznych stezen leku
podjednostkowa budowa GST z watroby szczura
jest nienaruszona.

W celu sprawdzenia wrazliwosci enzymu na ni-
ska temperaturg, preparaty kontrolne (inkubowane
bez leku) zostaty poddane 15-godzinnemu przemro-
zeniu w -80°C. Ta procedura, zgodnie z oczekiwa-
niami, rozbijala budowe¢ podjednostkowg GST
z watroby szczura, na co wskazywaty odpowiednie
krzywe wysycenia substratem o ksztalcie hiperbo-
licznym, typowym dla enzyméw monomerycznych
(Rys. 2). W preparatach przemrazanych przez 15
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Rys. 2. Wplyw przemrozenia (15 godzin w temp.
—80°C) na krzywe wysycenia transferazy glutationowe;j
z watroby szczura (GST). Preparaty przed przemroze-
niem inkubowano przez 10 minut 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

godzin w temp. -80°C i inkubowanych uprzednio
przez 10 minut w temperaturze +30°C z 100 i 200
mM albendazolem, krzywe zmieniaty ksztatt hiper-
boliczny na sigmoidalny z poczatkowym diugim
odcinkiem ,,wyptaszczonym” (typowym dla dziata-
nia inhibitora). Lek wydaje si¢ dziata¢ w stezeniu
zar6wno 5 mM (Rys. 3a), jak i 100 i 200 mM (Rys.
3b) jak inhibitor, nie wptywajac jednak na catkowi-
ta aktywnos¢ enzymu mierzong przy optymalnym
stezeniu substratu.
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Rys. 3. Wplyw réznych stgzen albendazolu oraz prze-
mrozenia (15-godzinnego w temp. -80°C) na krzywe
wysycenia transferazy glutationowej z watroby szczura
(GST). Preparaty przed przemrozeniem inkubowano

z lekiem przez 10 minut w temp. +30°C; a — stgzenie
albendazolu: 5SmM, b — st¢zenie albendazolu: 100 oraz
200 mM

Fig. 3. Effect of different concentrations of albendazole
as well as freezing (15 h at -80°C) on curves of substra-
te saturation of cytosolic glutathione transferase (GST)
from the rat liver. Before freezing preparations were in-
cubated with drug at +30°C for 10 min; a — concentra-
tion of albendazole: 5 mM, b — concentration of alben-
dazole: 100 and 200 mM

Wplyw ogrzewania do temperatury +30°C na ki-
netyke reakcji katalizowanej przez GST z watroby
szczura przedstawiaja Rys. 4 1 5. Po ogrzewaniu en-
zymu przez 10 minut w temp. +30°C ksztalt krzywe;j
wysycenia substratem zmienial si¢ z sigmoidalnego
na ,,podwdjnie sigmoidalny” (typowy dla enzyméw
o ,,zamrozonych podjednostkach”), a dopiero po
1,5-godzinnej inkubacji w +30°C na hiperboliczny
(Rys. 4). Po 10 minutach inkubacji w +30°C lek
w narastajgcym st¢zeniu coraz bardziej zmienial
krzywa na typowg dla dziatania inhibitora (Rys. 5a).
Po dluzszej, 30- lub 60-minutowej inkubacji enzy-
mu z 200 mM albendazolem w temperaturze +30°C,
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Rys. 4. Wptyw ogrzewania (przez 10 minut lub 90 mi-
nut do temp. +30°C) na krzywe wysycenia transferazy
glutationowej z watroby szczura (GST)

Fig. 4. Effect of heating (for 10 min or 90 min up to
+30°C) on curves of substrate saturation of cytosolic
glutathione transferase (GST) from the rat liver

krzywe wykazywaty ksztalt sigmoidalny, ale o bar-
dzo wyptaszczonym poczgtkowym odcinku (nawet
do 1,4 mM GSH po 1-godzinnej inkubacji). Wiado-
mo, ze krzywa zaleznosci utamka wysycenia Y (Y =
frakcja czgsteczek enzymu zawierajaca zwigzany
substrat) od stgzenia substratu po dziataniu inhibito-
ra przybiera taki wilasnie ksztalt. Réwnoczesnie
krzywe te, w proporcji do narastajacego stezenia le-
ku, wskazywatly na silne (7-krotne) obnizenie ak-
tywnosci catkowitej enzymu mierzonej przy opty-
malnym, 2 mM stezeniu substratu (Rys. 5b).

Dyskusja

Zgodnie z naszg wiedzg wyniki tej pracy stano-
wig jedno z pierwszych doniesien o wplywie leku
przeciwpasozyniczego na struktur¢ cytozolowej
GST z tkanki ssaka (watroby).

W naszej ostatniej pracy, dotyczacej wptywu na
cytozolowg GST w migsniach zywiciela, zaré6wno
zarazenia myszy larwami Trichinella spiralis, jak
i ich leczenia przy uzyciu albendazolu, wykazali-
Smy, ze zar6wno samo zarazenie, jak i leczenie mo-
ze wplywac na czwartorzedowgq strukturg tego enzy-
mu [14]. Krzywe Lineweavera-Burka (podwéjnej
odwrotnosci, czyli zaleznosci 1/V od 1/[S]) kinety-
ki wysycenia substratem dla GST w migesniach my-
szy zarazonych i leczonych albendazolem miaty
charakter dwufazowy, a odpowiednie krzywe kon-
trolne (GST w migsniach myszy niezarazonych)
wykazywaly wyrazny charakter ,,podwdjnej sigmo-
idalnosci”. SugerowaliSmy jednak, pomimo skom-
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Rys. 5. Wpltyw réznych stgzen albendazolu oraz czasu
ogrzewania na krzywe wysycenia transferazy glutatio-
nowej z watroby szczura (GST). Preparaty inkubowano
z lekiem w temp. +30°C odpowiednio przez 10 minut,
30 minut, 1 godzing lub 14 godzin; a — st¢zenie alben-
dazolu 5, 100 i 200 mM, czas inkubacji 10 minut, b —
stezenie leku: 200 mM, czas inkubacji: 30 minut, 1
godzina, 14 godzin

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, lh 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

plikowanego charakteru tych krzywych wysycenia,
ze albendazol moze dziata¢ jako allosteryczny akty-
wator cytozolowej GST w mig$niach myszy zarazo-
nych larwami wlosnia.

W prezentowanych tu badaniach, prowadzonych
z uzyciem komercyjnej, oczyszczonej GST, ale po-
chodzacej z innej tkanki — watroby (GST z mig$ni
nie jest dostepna w handlu) i w warunkach in vitro,
albendazol dziata (w proporcji do narastajacego ste-
zenia) po inkubacji w +30°C jako inhibitor. Réwno-
czeSnie zmienia struktur¢ czwartorzedowg w taki

sposéb, ze pod wpltywem inkubacji z najwyzszym
200 mM stezeniem leku krzywa wysycenia substra-
tem GST z watroby przybiera, podobnie jak w przy-
padku opisanej powyzej GST w migsniach zarazo-
nych larwami wlosnia, ksztalt ,,podwéjnej sigmoi-
dalnosci” (Rys. 5a), co swiadczy o tym, ze enzym
pozostaje w stanie ,,zamrozonych” podjednostek.

Ciekawg sprawg, wartg bardziej szczegétowego
omoOwienia, pozostaje problem termowrazliwosci
cytozolowej GST z watroby szczura, zmieniajgcej
si¢ pod wptywem leku. Po wielogodzinnym prze-
mrozeniu w temperaturze -80°C, w preparatach kon-
trolnych (inkubowanych bez leku) krzywe wysyce-
nia GST substratem zmieniajg si¢ z ksztaltu sigmo-
idalnego na hiperboliczny (Rys. 2), co wskazuje na
rozbicie dimerycznego enzymu na podjednostki.
Natomiast po inkubacji z lekiem juz niskie (SmM)
stezenie albendazolu powodowato zmiang ksztaltu
krzywej wysycenia GST substratem (Rys. 3a) na
,»podwdjng sigmoidalnos¢”. Ogrzewanie preparatu
GST przez 90 minut w temperaturze +30°C powin-
no skutkowac rozbiciem struktury podjednostkowe;j
enzymu i taki wlasnie hiperboliczny ksztatt krzywe;j
wysycenia substratem, typowy dla struktury mono-
merycznej, obserwowaliSmy (Rys. 4). Natomiast
w preparatach inkubowanych z lekiem w tej samej
temperaturze przez 14 godzin charakter krzywych
pozostawatl sigmoidalny (Rys. 5b).

By¢ moze albendazol, dzialajac jako inhibitor,
wlacza si¢ w strukture dimeru GST tak, ze enzym
staje si¢ trudno dysocjowany, nawet w warunkach
termicznych rozbijajacych normalnie jego strukture
dimeryczng (takich jak np. przemrazanie do -80°C
lub ogrzewanie do temperatury +30°C). Na podsta-
wie tylko naszych badan nie mozna rozstrzygnac,
czy albendazol wiacza sie tak, ze struktura dime-
ryczna GST nie jest rozbita (podjednostki sg w sta-
nie ,,zamrozonym”), ale rownoczesnie sa blokowa-
ne centra aktywne w kazdej z podjednostek enzymu.

Reasumujac, nalezy stwierdzié, ze albendazol
dziata hamujgco na ten wazny enzym w tkankach
ssakéw, zmieniajgc réwniez jego strukturg czwarto-
rzgdowa, ale dla dokladnego wyjasnienia mechani-
zmu tych interakcji lek-enzym nalezy w przysztosci
postuzy¢ si¢ metodami molekularnego modelowa-
nia, potagczonego z technikami komputerowymi [17,
18].
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