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ABSTRACT. The intriguing influence of albendazole on glutathione reductase activity in the
muscles from Trichinella spiralis infected mice. A clear stimulation of the activity of glutathione
reductase (RG, EC 1.6.4.2), one of the major enzymes participating in glutathione metabolism, was
observed in the skeletal muscles from Trichinella spiralis infected mice. The maximal, almost two-
fold increase in RG activity was observed in week 5 post-infection. Administration of albendazole, an
anthelmintic widely used in trichinellosis treatment, resulted in an additional, about 40% stimulation
of RG activity (small, but statistically significant) on week 2 post-infection. In weeks 6 and 7 post-
infection, when no stimulation of RG activity in infected mice caused by drug was observed, the drug
modified the structure of that allosteric enzyme, affecting the kinetics of its substrate saturation in this
way that the shape of the substrate saturation curve changed from ,,double sigmoidal”, typical of this

enzyme kinetics in the muscles from infected mice, to hyperbolic, typical of this enzyme kinetics in
the control, uninfected animals.
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WSTEP

Reduktaza glutationu (RG, EC 1.6.4.2) nalezy do enzyméw metabolizmu gluta-
tionu, ktory jest bardzo waznym przeciwutleniaczem, neutralizujagcym w zywych
komorkach toksyczny wptyw wolnych rodnikéw tlenowych i nadtlenkéw organicz-
nych. RG jest biatkiem homodimerycznym; w sktad kazdej z dwoch podjednostek
tej flawoproteiny wchodzg trzy domeny strukturalne: wigzaca FAD, wiagzaca
NADPH oraz domena styku podjednostek. RG jest enzymem wszechobecnym, nie-
zbednym dla cyklu utleniajgco-redukujgcego glutationu 1 odpowiedzialnym za
utrzymanie odpowiedniego poziomu zredukowanego glutationu w komérkach. RG
katalizuje reakcj¢ redukcji przez NADPH dwusiarczkowej formy utlenionej gluta-
tionu (GSSG) do jego formy hydrosulfidowej (GSH). Miejscem wigzania GSSG
jest domena wigzaca FAD jednej podjednostki oraz domena styku podjednostek
drugiej podjednostki RG.
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Ostatnio wiele uwagi poswieca si¢ mechanizmom antyoksydacyjnym wystepu-
jacym u pasozytow (Bruschi 1 Lucchi 2001). Wiadomo, ze mechanizmy antyoksy-
dacyjne obejmujg m.in. aktywnos¢ takich enzymow metabolizmu glutationu jak
transferaza glutationowa, peroksydaza glutationowa oraz reduktaza glutationu.
Stwierdzono, ze wigkszos¢ pasozytow posiada glutation lub inne pochodne tiolowe,
np. trypanotion wystepujacy u trypanosom (Fairlamb 1 wsp. 1985). Nie mniej inte-
resujace wydaja si¢ badania metabolizmu glutationu w tkankach zywiciela. Nasze
dotychczasowe badania wykazaty w migsniach myszy zarazonych Trichinella spi-
ralis zarowno stymulacje indukowalnej syntazy tlenku azotu (iINOS) produkujace]
NO (Boczon i Wargin 2000, Boczon 1 wsp. 2002), jak 1 wzrost aktywnosci transte-
razy glutationowej oraz peroksydazy glutationowej (Derda 1 Hadas 2000; Derda
1 wsp. 2001, 2003).

Celem prezentowanych badan byto okreslenie w mig¢sniach myszy zarazonych
T. spiralis aktywnosci RG oraz wptywu na ten enzym albendazolu, leku z wyboru
w leczeniu wlosnicy. Badania wptywu leku na RG prowadzono dwutorowo: anali-
zowano wpltyw leku zaréwno na aktywnos¢ enzymu, jak 1 na charakterystyke kine-
tyki reakcji katalizowanej przez RG (na krzywe wysycenia substratem). Jak wiado-
mo, enzymy o budowie podjednostkowej dysocjujg na podjednostki (np. po prze-
mrozeniu) 1 wtedy krzywa wysycenia substratem zmienia ksztatt sigmoidalny na
ksztatt hiperboliczny, typowy dla enzyméw monomerycznych. Istniejg jednak en-
zymy wolno dysocjujace, ktorych krzywa wysycenia substratem przybiera ksztalt
tzw. ,,podwojnej sigmoidalnosci” (Kurganov 1975). Prostg metodg przekonania sig
o wplywie leku na tréjwymiarowg struktur¢ RG bylo wykreslenie odpowiednich
krzywych wysycenia substratem tego enzymu, analizowanych w migsniach zwie-
rzat zarazonych oraz zarazonych 1 leczonych.

MATERIAL I METODY

Material do badan stanowity migsnie szkieletowe (czworogtowe uda), 1zolowa-
ne z trzech grup myszy szczepu BALB/c: niezarazonych kontroli, zarazonych lar-
wami 7. spiralis (szczep MSUS/PO/60/ISS3) (dawka 400 larw/mysz) oraz zarazo-
nych i leczonych albendazolem (Zentel firmy SmithKline Beecham). Lek podawa-
no per os 6.1 27. dnia inwazji w calkowitej dawce 50 mg/kg masy ciata. Migsnie
myszy homogenizowano 1 wirowano przez 30 minut przy sile odsrodkowej 15000
x g. Uzyskane supernatanty stanowily material, w ktorym oznaczano aktywnosc re-
duktazy glutationu (RG). Materiat do badan pobierano w odstgpach tygodniowych,
od 2. do 7. tygodnia inwazji.

Aktywnos¢ reduktazy glutationu okreslano metodg spektrofotometryczng, reje-
strujac spadek absorbancji wywotany utlenianiem NADPH przy dlugosci fali swia-
tta 340 nm. Podstawe pomiaru stanowita redukcja glutationu przez NADPH w obe-
cnosci enzymu zawartego w preparacie. Aktywnos¢ RG wyrazono w jednostkach
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na miligram biatka (U/mg); 1 jednostka RG odpowiada ilosci enzymu katalizujace;
utlenienie 1 pmola NADPH w ciggu 1 minuty w temperaturze 25°C przy pH 7,5.
Kinetyk¢ wysycenia substratem mierzono w preparatach przemrazanych, w zakre-
sie stezen GSSG od 0,1 do 1,0 mM. Stgzenie biatka w preparatach oznaczano me-
todg Lowry’ego. Analiz¢ statystyczng wynikéw przeprowadzano testem Manna-
Whitneya, przyjmujac wartosci p < 0,05 jako istotne statystycznie.

WYNIKI I DYSKUSJA

W przedstawianych badaniach okreslono aktywnos¢ reduktazy glutationu (RG)
oraz wpltyw albendazolu na ten enzym w migsniach szkieletowych myszy zarazo-
nych Trichinella spiralis. Statystycznie znamienny, prawie 2-krotny wzrost aktyw-
nosct RG wystgpowat w 5. tygodniu inwazji (Rys. 1). Wplyw albendazolu na ak-
tywnos¢ enzymu byt niewielki, ale statystycznie znamienny: okoto 40% stymulacja
aktywnoscit RG w 2. tygodniu inwazji (Rys. 1). Rysunek 2 przedstawia wyniki ba-
dan dotyczacych kinetyki reakcji katalizowanej przez RG, czyli krzywe wysycenia
substratem, w preparatach dwukrotnie przemrazanych, uzyskanych z miesni zara-
zonych myszy w 6. 1 7. tygodniu inwazji. Przemrazanie powinno rozbija¢ strukture
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Rys. 1. Poziom aktywnosci reduktazy glutationu (RG) w migsniach szkieletowych myszy zarazonych
Trichinella spiralis (dawka 400 larw/mysz) oraz myszy zarazonych i leczonych albendazolem (catko-
wita dawka 50 mg/kg masy ciata). Wyniki s3 wyrazone w U/mg biatka. Dane przedstawiaja Srednie
reprezentujgce grupg¢ od 5 do 10 zwierzat. * — réznica statystycznie istotna w stosunku do grupy kon-
trolnej — myszy zarazonych i nieleczonych (P < 0,05). ** — r6znica statystycznie istotna w stosunku
do grupy kontrolnej — myszy niezarazonych (P < 0,01).
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Rys. 2. Zaleznos¢ aktywnosci reduktazy glutationu (RG) od stgzenia substratu (GSSG) w migsniach
szkieletowych myszy zarazonych Trichinella spiralis (dawka 400 larw/mysz) oraz myszy zarazonych
1 leczonych albendazolem (catkowita dawka 50 mg/kg masy ciata). Dane przedstawiajg srednie repre-
zentujgce grupe od 3 do 5 zwierzat

podjednostkowag RG, co moze powodowac, ze krzywa wysycenia substratem przy-
biera ksztalt hiperboliczny, charakterystyczny dla enzyméw monomerycznych. Nie
badano kinetyki w Swiezych preparatach, poniewaz jest ona powszechnie znana
1 typowa dla enzyméw dimerycznych (krzywa zaleznosci aktywnosci enzymu od
stezenia substratu ma charakter sigmoidalny). Hiperboliczny ksztalt krzywej wysy-
cenia substratem uzyskano zaré6wno w preparatach izolowanych z myszy kontrol-
nych (niezarazonych), jak i myszy zarazonych 1 leczonych albendazolem. Co cieka-
we, inaczej ksztaltowala si¢ krzywa uzyskana w preparatach 1zolowanych z myszy
zarazonych i nieleczonych; ma ona charakter tzw. ,,podwojnej sigmoidalnosci™. Ta-
kg krzywa wysycenia substratem uzyskuje si¢ w przypadku enzymoéw trudno dyso-
cjujacych 1 jest ona wypadkowa krzywej o ksztalcie sigmoidalnym 1 hiperbolicz-
nym. By¢ moze, pod wplywem zarazenia larwami 7. spiralis, enzym zywiciela
zmienil swoja tréjwymiarowq strukture 1 stat si¢ enzymem ,,trudno” dysocjujgcym
(przynajmniej pod wpltywem przemrazania). Cieckawym spostrzezeniem jest to, ze
pod wplywem leku enzym stawat si¢ ,.fatwo” dysocjujagcym. Moze to sugerowac, ze
oddziatlywanie leku na strukture tr6jwymiarowg enzymu zmienia zdolnos¢ dysoc)a-
cji tego enzymu. Lek, cho¢ wywiera niewielki wpltyw stymulujgcy na aktywnosc
RG, moze wywolywaé¢ zmiany w konformacji enzymu. Nalezaloby w przysziosci
przebada¢ wplyw czynnikéw innych anizeli przemrazanie, na kinetyke reakcji wy-
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sycenia substratem RG, zarOwno u myszy nieleczonych, jak i1 leczonych. Wplyw al-
bendazolu na enzym obrony biochemicznej zywiciela stawia w nowym Swietle me-
chanizm dziatania lekow z grupy benzymidazoli: dotychczas za gtéwny punkt dzia-
tania tych lekow uwazano tubuling pasozyta. Uzyskane wyniki zdaja si¢ potwier-
dza¢ nowatorskg teze, ze benzymidazole, poza bezposrednim dzialaniem przeciw-
pasozytniczym, mogg rowniez wptywac na biochemiczne mechanizmy obronne zy-
wiciela, co zwigksza catkowitg potencje dziatania tych lekow.
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