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Бензимидазолы, такие как албендазол и фен-
бендазол, являются антигельминтными препарата-
ми, механизм действия которых состоит в ингиби-
ровании перестроек тубулина. В организме чело-
века они претерпевают окисление и расщепление с 
помощью FAD-содержащих моноокисгеназ, окис-
ляющих серу до сульфона. Геном человека насчи-
тывает более 60 генов FAD-зависимых моноокси-
геназ (МОГ), большинство из которых не описаны 
в индивидуальном состоянии, а их функции неиз-
вестны. Хорошо изученную группу представляют 
монооксигеназы, которые не специфичны к окис-
ляемому субстрату и наряду с цитохромом P-450 
предназначены для расщепления ксенобиотиков. 
Кинетический механизм МОГ относится к меха-
низму типа «пинг-понг» и включает в себя восста-
новление FAD с помощью NADPH, связывание и 
активацию кислорода восстановленным FAD с по-
следующим окислением ксенобиотика [1].

Наряду с FAD-зависимыми монооксигеназами, 
действующими по механизму «пинг-понг», суще-
ствуют другие специфические FAD-содержащие 
монооксигеназы. Они играют важную роль в ор-

ганизме человека, катализируя реакцию по ме-
ханизму, отличному от механизма «пинг-понг». 
Например, FAD-зависимые монооксигеназы 
класса А (по классификации, предложенной не-
давно в [1]) специфичны к определенным субстра-
там. Только связывание этих субстратов вызывает 
конформационные изменения, позволяющие вто-
рому субстрату NADPH эффективно связаться с 
ферментом и восстановить FAD. Таким образом, 
механизм катализа включает в себя образование 
тройного комплекса. Различие в константах ско-
рости восстановления FAD с помощью NADPH 
в отсутствие и в присутствии специфического 
субстрата составляет пять порядков (140 000 раз 
[2]). Представлялось интересным выяснить, яв-
ляются ли антигельминтные бензимидазолы кон-
курентными субстратами для специфических 
FAD-содержащих монооксигеназ, каковыми они 
являются для неспецифических FAD-зависимых 
монооксигеназ. С этой целью в качестве модель-
ной FAD-содержащей монооксигеназы класса А 
была выбрана пара-оксибензоатгидроксилаза из 
Pseudomonas sp. (4-оксибензоат, NADPH, кисло-
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род, оксидоредуктаза, PHBH, КФ 1.14.13.2) – фер-
мент, структура и механизм катализа которого из-
учены достаточно подробно [1–8]. Исследовано 
ингибирование PHBH в присутствии четырех бен-
зимидазолов, только два из которых (албендазол и 
фенбендазол) имеют в составе легко окисляющую-
ся серу, в то время как оксибендазол и мебендазол 
легко окисляющихся групп не имеют (рис. 1).  

PHBH является модельным ферментом спе-
цифических FAD-содержащих монооксигеназ 
класса А, таких как каталитический домен МICAL, 
специфически окисляющий актин [9] и играющий 
важную роль в модификации цитоскелета [10–12], 
проявляющейся как в навигации аксонов [13], так и 
в эпителиально-мезенхимной трансформации [14].

Материалы и методы

Все применяемые в работе реактивы изготов-
лены фирмой «Сигма» (США) и использованы 
без дополнительной очистки. Проведено пред-
варительное изучение растворимости бензими-
дазолов: оптимальная процедура растворения 
включала в себя приготовление 50 мМ раствора 
в диметилсульфоксиде, его разведение в 50%-м 
растворе этанола в воде и внесение расчетной 
аликвоты в реакционную смесь. 

Активность измеряли в 50 мМ калий-фосфат-
ном буфере (рН 7,5). Концентрацию активного 
фермента определяли спектрофотометрически 
по концентрации FAD, используя коэффициент 
экстинкции ε450 = 10,2 мМ–1см–1 [6].  Скорость 
реакции измеряли по потреблению NADPH 
(ε 440 = 6,22 мМ–1 см–1) на приборе «Spectramax 
M5» фирмы «Molecular Devices» (США). Кон-
центрации субстратов варьировали в диапазоне 
25–100 мкМ (NADPH) и 25–150 мкМ (пара-ок-
сибензоат). Реакцию инициировали добавлением 

NADPH. Для измерения диафоразной (NADPH-
дегидрогеназной) активности использовали фер-
рицианид (0,5 мМ) и NADPH (50–150 мМ). Изме-
рение активности проводили по обоим субстратам 
(феррицианид ε 420  = 1,04 мМ–1см–1). В расчетах 
использовали начальную скорость реакции 
(максимальный наклон кинетической кривой за 
первые 3 мин реакции). Все измерения прово-
дили троекратно. Анализ ингибирования про-
водили в координатах Диксона. С помощью 
программы Discovery Studio 2.5 («Accelrys», 
США), используя две кристаллические структу-
ры PHBH, осуществляли моделирование со свя-
занным субстратом PHB (1PBE.pdb) и со связан-
ным NADPH (1K0J.pdb).

Результаты и обсуждение

Постадийный каталитический цикл PHBH, 
представленный на схеме 1, включает в себя упоря-
доченное присоединение субстратов, PHB (k1S) и 
NADPН (k2N), восстановление FAD (k3), диссоциа-
цию NADP (k4), окисление восстановленного FAD 
кислородом (k5), гидроксилирование PHB с помо-
щью основания B в активном центре фермента (k6), 
протонирование и образование окиси-FAD, но уже 
при участии протонированной формы основания B 
(BH) в активном центре фермента (k7) и, наконец, 
отщепление гидроксилированного продукта (P) и 
молекулы воды (k8).

Все изученные бензимидазолы оказались ин-
гибиторами фермента при измерении скорости 
ферментативной реакции по убыли NADPН. Если 
бы они выступали как конкурентные субстраты, то 
NADPН продолжал бы расходоваться на их окис-
ление, и при измерении скорости реакции по убы-
ли NADPН падения скорости реакции не должно 
происходить. Поскольку наблюдается значитель-

Рис. 1. Структура антигельминтных бензимидазолов: 1 – метил-5-(фенилтио)-2-бензимидазолкарбамат 
(фенбендазол); 2 – метил-5-(пропилтио)-2-бензимидазолкарбамат (албендазол); 3 – метил-N-(5-
бензоил-1Н-бензимидазолил-2)карбамат (мебендазол); 4 – метил(5-пропокси-1Н-бензимидазолил-2)

карбамат (оксибендазол)
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ное падение скорости реакции, измеряемой по 
NADPН, можно заключить, что бензимидазолы 
являются истинными ингибиторами фермента, а 
не конкуретными субстратами, как было приня-
то считать в случае албендазола и фенбендазола. 
Возможно, что даже если они окисляются как суб-
страты, то продукты их окисления являются инги-
биторами фермента. Более того, мебендазол и ок-
сибендазол, не имеющие легко окисляемой серы 
в составе молекулы, в отличие от албендазола и 
фенбендазола, также являются конкурентными 
ингибиторами фермента как по специфическому 
субстрату, так и по кофактору – NADPН (рис. 2). 
Обращает на себя внимание тот факт, что значе-
ния константы ингибирования, определяемой как 
точка пересечения прямых в координатах Диксо-
на, зависят от того, варьируют субстрат  при фик-
сированной концентрации кофактора или  кофак-
тор при фиксированной концентрации специфи-
ческого субстрата (рис. 2). Константа ингибиро-
вания, определяемая при фиксированной концен-
трации NADPН, в 2–3 раза меньше, чем при фик-
сированной концентрации пара-оксибензоата. 
При изучении в 1970-е годы стационарного меха-

низма реакции, катализируемой PHBH, его клас-
сифицировали как неупорядоченное связывание 
с образованием тройного комплекса [2]. Можно 
предположить, что бензимидазолы конкурируют 
за нативную форму фермента и с субстратом, и 
с кофактором, однако в этом случае эксперимен-
тально определяемая константа ингибирования 
не должна зависеть от того, какой из субстратов 
фиксируют, а какой варьируют.  Последующие 
детальные исследования механизма PHBH, вклю-
чающие работы по мутагенезу и кристаллизации 
мутантных форм с субстратом или продуктом, по-
зволили уточнить механизм (схема 1). Однознач-
но показано, что конформационное изменение, 
сопровождающееся изменением положения фла-
винового кольца, необходимого для взаимодей-
ствия с NADPН, происходит только как результат 
связывания пара-оксибензоата [1, 3, 8]. В даль-
нейшем было показано, что скорость-лимитиру-
ющей стадией является диссоциация продукта 
NADP, протекающая в конце восстановительной 
полуреакции [3]. На схеме 1 этот процесс пред-
ставлен как переход IV → V с константой скорости 
k4. Связывание кислорода и окисление пара-окси-

С х е м а  1

Полный каталитический цикл реакции окисления пара-оксибензоата, катализируемой 
пара-оксибензоатгидроксилазой из Pseudomonas sp. [1]
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бензоата (на схеме 1 стадии k5, k6, k7, k8) не являют-
ся скорость-лимитирующими стадиями. С учетом 
всех исследований каталитический цикл фермента 
можно представить схемой, в которой первым об-

Рис. 2. Ингибирование бензимидазолами окисления пара-оксибензоата, катализируемого PHBH, в 
координатах Диксона при варьировании окисляемого субстрата (PHB) и фиксированной концен-
трации NADPН (левая колонка) и при варьировании NADPН и фиксированной концентрации пара-

оксибензоата (PHB) (правая колонка)

ратимо связывается пара-оксибензоат (схема 2, ста-
дия k1), затем связывается NADPН (схема 2, ста-
дия k2), при этом происходит немедленное вос-
становление FAD (константу скорости возможно 
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мых в координатах Диксона равна
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При рассмотрении уравнений (1), (2) становится 
очевидным, что точка пересечения при фиксиро-
ванной концентрации NADPН соответствует ис-
тинной константе ингибирования (1), (1а), а при 
фиксированной концентрации пара-оксибензоата 
константа ингибирования зависит от фиксиро-
ванной концентрации пара-оксибензоата (2), 
(2а), вернее, от отношения его концентрации к 
константе связывания. Последняя (43 мкМ при 
рН 6,6) была определена в работе [2] по значи-
тельным спектральным изменениям фермента, 
происходящим при связывании субстрата. Учи-
тывая использование концентраций пара-окси-
бензоата в интервале 50–150 мкМ и увеличение 
константы его связывания с ферментом при по-
вышении рН (в нашем случае рН 7,5) увеличение 
кажущейся константы ингибирования в 2–3 раза 
по сравнению с истинной можно считать соответ-
ствующей величине фактора [S]/Ks. Таким обра-
зом, исходя из данных стационарной кинетики, 
можно предположить, что связывание бензими-
дазолов предотвращает связывание пара-окси-
бензоата. В пользу такого предположения гово-
рит также тот факт, что изученные бензимида-
золы не ингибируют неспецифическую реакцию 
восстановления феррицианида NADPН, катали-
зируемую ферментами этого класса и протекаю-
щую по механизму «пинг-понг» (результаты не 
показаны).

Прежде чем перейти к анализу результатов 
компьютерного моделирования, следует отме-
тить принципиальный для понимания ситуации 
момент. А именно, несмотря на долгое и плодот-
ворное изучение фермента, его кристаллическая 
структура с NADPН так и не была получена, в то 
время как структуры нативного фермента (1PBE.
pdb) и его многих мутантных вариантов со свя-
занным пара-оксибензоатом хорошо известны. 
Единственная структура со связанным NADPН 
была получена для мутантного фермента с заме-
ной Arg220Gln (1K0J.pdb) [7]. Загадочным обсто-
ятельством здесь является положение молекулы 
NADPН, ориентированной по отношению к моле-
куле FAD с точностью до наоборот по сравнению 
с химически разумной ориентацией, вытекающей 
из данных всех спектральных экспериментов, 
проведенных на мутантных формах фермента, и 
факта экспериментального наблюдения комплекса 
с переносом заряда на нативном ферменте. Мож-

С х е м а  2

Упрощенный каталитический цикл PHBH: Е – фермент, 
I – ингибитор

определить только для мутантов со значительным 
падением активности по восстановлению FAD), за-
тем предполагается диссоциация NADP (k3), после 
чего происходят окисление FAD и гидроксилиро-
вание субстрата в 3-положении. Предположение о 
необходимости диссоциации NADP обусловлено 
рассмотрением конформационных ограничений, 
связанных с окислением пара-оксибензоата [1]. 
Поскольку константы скорости полуреакции окис-
ления намного превосходят константу скорости ли-
митирующей стадии всей реакции и диссоциации 
продукта NADP, а концентрация кислорода явля-
ется постоянной при стационарных измерениях, 
стадии отщепления NADPН, окисления субстрата и 
его отщепления для упрощения объединены в одну, 
константа скорости которой равна константе скоро-
сти лимитирующей стадии (k3).

В таком упрощенном варианте уравнение ско-
рости реакции в присутствии ингибитора I, взаи-
модействующего с нативной формой фермента E, 
можно представить двумя способами с разделени-
ем переменных (значений концентрации субстрата 
и кофактора) для облегчения анализа прямых в ко-
ординатах Диксона (S = [PHB], N = [NADPН]):

при фиксированной концентрации NADPН
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но предположить, что либо реальное положение 
NADPН при катализе не соответствует кристалли-
ческой структуре, полученной для NADPН в му-
танте, а молекула на самом деле перевернута, как 
предполагают в работе [1], либо фермент совер-
шает немыслимые конформационные изменения, 
чтобы пригнуть никотинамидную часть молекулы 
NADPН к флавину FAD, как обсуждается в [3].

Для того чтобы показать на одной структу-
ре, как расположены пара-оксибензоат, FAD и 
NADPН, пара-оксибензоат из структуры 1PBE 
(с сохранением координат его расположения по 
отношению к FAD и молекуле белка) был перене-
сен на структуру 1K0J (рис. 3, А). Как видно из 
рис. 3, А, пара-оксибензоат связывается в полости 

активного центра, проникая через канал, располо-
женный перпендикулярно к кольцу флавина. Не-
смотря на то что связывание молекулы NADPН в 
реальном каталитическом цикле может не соответ-
ствовать ее ориентации в кристаллической струк-
туре 1K0J, принципиальным для моделирования 
моментом является расположение аденина в моле-
куле связанного кофактора. Докинг ингибиторов 
проводили таким образом, чтобы в центре сфе-
ры для докинга находился адениновый фрагмент 
NADPН в структуре 1K0J. В качестве примера 
полученных результатов показан докинг мебенда-
зола (рис. 3, Б), где хорошо видно, как бензильная 
часть мебендазола частично перекрывает канал, 
ведущий к сайту связывания пара-оксибензоата. 

Таким образом, анализ вариантов связывания 
бензимидазолов PHBH позволяет понять, почему 
связывание бензимидазолов, которые имеют в сво-
ем составе бензимидазольное кольцо, стерически 
эквивалентное адениновому кольцу NADPН, кон-
курируют за связывание не столько с NADPН (ко-
торый, как обсуждалось выше, может связываться 
с точностью до наоборот в реальном каталити-
ческом акте), сколько с пара-гидроксибензоатом, 
создавая стерическое препятствие для связывания 
последнего, и таким образом невозможности пере-
хода фермента в то конформационное состояние, 
которое соответствует активации FAD по отноше-
нию к NADPН.

В заключение можно отметить, что ингиби-
торный анализ, проведенный в настоящей работе, 
является дополнительным доказательством упо-
рядоченного механизма связывания субстратов у 
FAD-зависимых монооксигеназ класса А. Имен-
но к этому классу относится и FAD-содержащий 
моноксигеназный домен MICAL, активация ката-
лиза которым наблюдается только при связывании 
F-актина. Поскольку MICAL отвечает за пере-
стройки актина, а бензимидазолы блокируют пере-
стройки тубулина, то обнаружение ингибирования 
бензимидазолами модельного фермента класса А 
FAD-зависимых монооксигеназ (PHBH) ставит 
вопрос о возможном влиянии бензимидазолов на 
катализ FAD-содержащим монооксигеназным до-
меном MICAL, а следовательно, на перестройку 
актина (в дополнение к их известному влиянию 
на тубулин). Проводимые в настоящее время ис-
следования рекомбинантного FAD-содержащего 
монооксигеназного домена в нашей лаборатории 
позволят ответить на этот вопрос в самом ближай-
шем будущем.

Рис. 3. Моделирование связывания мебендазола с PHBH: 
А – суперпозиция структур PBE1 и 1K0J (взаимное рас-
положение субстратов и FAD в молекуле фермента); 
Б – докинг мебендазола в области связывания NADPН, 
показывающий экранирование ингибитором канала, ве-

дущего к центру связывания пара-оксибензоата
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BENZIMIDAZOLES AS COMPETITIVE INHIBITORS 
OF FAD-DEPENDENT MONOOXYGENASE

A.A. Zakhariants, A.A. Poloznikov, D.M. Hushpulian, T.A. Osipova, V.I. Tishkov, 
I.G. Gazaryan

(Department of Chemical Enzymology, Faculty of Chemistry, М.V. Lomonosov Moscow 
State University) 

Benzimidazoles represent the drugs targeting tubulin and widely used to treat intestinal 
parasites. Four benzimidazoles were tested with the well-characterized and commercially 
available bacterial para-hydroxybenzoate hydroxylase (PHBH), which belongs to the group 
of FAD-dependent monooxygenases class A including such enzymes as FAD-containing 
monooxygenase domain of MICAL. PHBH was shown to be competitively inhibited by 
all four benzimidazoles (mebendazole, albendazole, fenbendazole, oxibendazole) in the 
micromolar range in the hydroxylase reaction, but not in the non-physiological NADPH-
dehydrogenase reaction of ferricyanide reduction. Inhibition pattern is consistent with 
benzimidazoles competing with para-hydroxybenzoate for the resting state of the enzyme, 
indirectly indicating the ordered mechanism of substrate binding. Modeling studies 
support the conclusions derived from steady-state kinetics.

Key words: para-hydroxybenzoate hydroxylase, ferricyanide reduction, inhibition analysis, 
computer modeling, docking.
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