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Streszczenie

Dehydorogenazg alkoholowa (ADH) klasy III stanowi izoenzym zbudowany z dwéch podjedno-
stek x, kodowany przez gen ADHS, umiejscowiony w tkankach wszystkich narzadéw. Izoenzym
ten ma duza zdolnos¢ utleniania dlugotaiicuchowych alkoholi alifatycznych, przy jednoczes-
nie bardzo matym powinowactwie do etanolu. Homologiczna sekwencja aminokwasowa i takie
same wlasciwosci kinetyczne wskazuja, ze klasa III dehydrogenazy alkoholowej i dehydrogena-
za formaldehydowa sa identycznymi enzymami. ADH III odgrywa wazna role w metabolizmie
aldehydu mréwkowego w organizmie cztowieka.

izoenzym klasy 111 dehydrogenazy alkoholowej ¢ aldehyd mréwkowy

Summary

Class III alcohol dehydrogenase is composed of two 7 subunits, encoded by the ADHS gene and
existing in all tissues examined. It possesses a great ability to metabolize long-chain alcohols,
while its capacity to oxidize ethanol is very limited. The amino-acid sequence homology and
identical structural and kinetic properties indicate that class III alcohol dehydrogenase and form-
aldehyde dehydrogenase are identical enzymes. ADH III plays a significant role in the metabo-
lism of formaldehyde in the human body.
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Dehydrogenaza alkoholowa (ADH, oksydoreduktaza, alko-
hol: NAD", EC 1.1.1.1.) jest dimerem zbudowanym z dwéch
podjednostek réznego typu (o, B, ¥, T, X oraz p), z ktérych
kazda sktada si¢ z 373 reszt aminokwasowych. W sktad cza-
steczki ADH wchodzi takze jon cynku, petniacy rolg ko-
faktora, w zwiazku z czym dehydrogenaza alkoholowa jest
zaliczana do metaloenzymoéw [14,23]. Dotychczas stwier-
dzono istnienie kilku izoenzymoéw dehydrogenazy alkoho-
lowej podzielonych na szes¢ gtéwnych klas (u cztowieka
wykryto pig¢ klas), r6zniacych si¢ migdzy soba sekwencja
aminokwaséw w czasteczce, ruchliwoscig elektroforetyczna,
wiasciwosciami kinetycznymi i immunologicznymi, swoi-
stoscia substratowq oraz wrazliwo$cia na inhibitory [1,21].
U ssakéw podjednostki poszezegdlnych izoenzyméw sa ko-
dowane przez rézne geny umiejscowione na dtugim ramie-
niu chromosomu 4 [2]. Loci genowe ADHI, ADH2 i ADH3
koduja odpowiednio podjednostki o, 3 i, ktdre taczac sie
tworza dimeryczne czasteczki izoenzyméw klasy I dehy-
drogenazy alkoholowej [14]. Szczegdlowe badania wyka-
zaly, ze geny ADH?2 i ADH3 sa polimorficzne, dzigki cze-
mu koduja rézne podjednostki B (B, B, i B,) orazy (v, i,
[16,20]. Izoenzymy klasy I ADH wystepuja przede wszyst-
kim w watrobie, ale sa réwniez obecne w przewodzie po-
karmowym, ptucach i nerkach [18]. Klasa II dehydroge-
nazy alkoholowej umiejscowiona jedynie w watrobie, jest
utworzona przez izoenzymy ztozone z podjednostek T,
kodowane przez gen ADH4 [22]. Izoenzym ADH III zbu-
dowany z podjednostek y kodowanych przez gen ADHS,
wystepuje we wszystkich narzadach [1,4]. Kolejna klase
izoenzymoéw dehydrogenazy alkoholowej (ADH 1V), od-
powiadajaca za metabolizm etanolu w zoladku zidentyfi-
kowano i opisano jednoczes$nie przez Yin i wsp. [27] oraz
Moreno i Paresa [15]. [zoenzym ten kodowany przez gen
ADH?7 sklada si¢ z dwéch podjednostek p zwanych tez G.
W watrobie i w nablonku btony Sluzowej zotadka stwier-
dzono obecnos¢ izoenzymu klasy V ADH, ktéry wykazuje
podobieristwo rzedu 67% do klasy VI dehydrogenazy alko-
holowej. ADH VI wykryto u szczuréw, przede wszystkim
w watrobie i w minimalnej ilosci w nerkach, ale dotych-
czas nie znaleziono u cztowieka [7].

Dehydrogenaza alkoholowa stanowi gtéwny enzym uczest-
niczacy w metabolizmie alkoholu etylowego, katalizujac
odwracalna reakcje utleniania etanolu do aldehydu octowe-
go. Jednak nie wszystkie izoenzymy ADH w jednakowym
stopniu biorg udziat w przemianach alkoholu etylowego.
Dominujaca role w tym procesie odgrywaja izoenzymy kla-
sy I i II w watrobie oraz klasy IV w zotadku [26]. Udziat
klasy V i VI dehydrogenazy alkoholowej w metabolizmie
alkoholu etylowego pozostaje nadal niewyjasniony [19].
Natomiast klasa III ADH — ze wzgledu na swoje wiasci-
wosci — whasciwie nie uczestniczy w oksydacji etanolu
w organizmie czlowieka, ale odgrywa istotng role w wie-
lu przemianach innych zwiazkéw [5].

CHARAKTERYSTYKA 1ZoENZYMU KLAsY |1l ADH

Klase III izoenzymoéw dehydrogenazy alkoholowej sta-
nowia dimery podjednostek typu %, z ktérych kazdy ma
mase czasteczkowa okoto 43 kDa [25]. Gen ADHS kodu-
jacy ADH III jest zbudowany tak jak inne geny ADH i za-
wiera 9 eksonoéw rozdzielonych przez 8 intronéw, ktérych
pozycje sa takie same jak w genach ADHI-ADH7. Analiza
sktadu aminokwasowego taficuchéw polipetydowych ADH

III pozwolita stwierdzié, ze sa one utworzone z 373 amino-
kwaséw. Izoenzym ten zawiera takze 4 mole Zn**/mol biat-
ka. Istotnymi pozycjami w strukturze taricucha klasy III sa
Cys-44 i His-606, wiazace katalityczny jon cynku. W proce-
sie tym biorg takze udziat Cys-173, Glu-67 oraz czastecz-
ka wody [17]. Podjednostki  maja o dwie czasteczki tryp-
tofanu wiegcej niz podjednostki tworzace inne izoenzymy.
Nastgpstwem tego jest zwigkszona absorbancja przy diu-
gosci fali 280 nm [12]. Ponadto wigksza ilo$¢ aminokwaséw
o charakterze kwasnym warunkuje odmienna ruchliwos¢
w polu elektromagnetycznym w stosunku do pozostatych
izoenzyméw. Réznice w budowie tancuchéw wiaza sig takze
z czgstoscia wystgpowania centrum katalitycznego i miejsc
wigzania koenzymu, ktérym jest jon cynku. Analiza sek-
wencji aminokwasowej monomeru ), ADH III i sekwen-
¢ji podjednostek wystepujacych w innych klasach ludzkie;j
ADH wskazuje na 60% podobieristwo. Kluczowe w struktu-
rze dehydrogenaz alkoholowych miejsca wiazace jony cyn-
ku oraz obszar wigzania koenzymu sg takie same lub tylko
czgsSciowo zmienione, mimo réznic w sekwencjach amino-
kwasowych poszczegdlnych typéw podjednostek tworza-
cych dimeryczna czasteczkg enzymu [12]. Stosujac techni-
ke elektroforetyczng rozdzielono klasg III na dwie postaci
anodowe 1 i 2. Dalsze badania wykazaly, ze postac y2
o mniejszej aktywnosci, ma taka sama strukturg pierwszo-
rzgdowa jak postac y 1 (bardziej aktywna), ale jest mniejsza
i wedruje szybciej w polu elektromagnetycznym. Z kolei
stosujac techniki ogniskowania izoelektrycznego wyizolo-
wano trzy postaci rézniace si¢ punktem izoelektrycznym.
Dwie postaci anodowe 1 i 2 maja pI odpowiednio w pH
6,3-6,4 oraz 5,9-6,0. Natomiast posta¢ katodowa %3 ma
punkt izoelektryczny w pH 5,6 [12]. Najwyzsza aktywnos¢
enzymatyczng wykazuje najbardziej zasadowa gtéwna po-
sta¢ y 1. Aktywnos¢ ta jest ponad 3 razy wyzsza w poréw-
naniu z pozostatymi postaciami. Prawdopodobnie stabsza
postac x2 powstata w wyniku postranslacyjnej modyfika-
cji silniejszej podjednostki ) 1, co zostato potwierdzone ba-
daniami genetycznymi [21].

ADH Kklasy III poczatkowo znajdowano tylko w ludzkim
mozgu i jadrach. Obecnie wiadomo, ze wystgpuje takze

w watrobie i wielu innych narzadach cztowieka [9,10].

Weasciwosci kataLiryczne ADH 11

Wtasciwosci katalityczne izoenzymu klasy III dehydroge-
nazy alkoholowej przedstawia tabela 1. W tabeli podano
podstawowe cechy opisujace aktywnos¢ enzymu, takie jak
stata katalityczna (k_,), stata Michaelisa (K ) wobec NAD
i etanolu, stata inhibicji (K) dla swoistego inhibitora enzy-
mu — 4-metylopirazolu oraz optymalna wartos¢ pH [11].

Analizujac dane mozna stwierdzi¢, ze ADH III ma nie-
wielka wartos¢ stalej katalitycznej i bardzo duza wartos¢
stalej Michalisa wobec etanolu. Izoenzym ten cechuje si¢
wigc bardzo matym powinowactwem do alkoholu etylowe-
go 1 w zwiazku z tym etanol wtasciwie nie jest utleniany
in vivo przez ADH III. Podobnie jak wigkszos$¢ izoenzy-
mow dehydrogenazy alkoholowej, klasa III wykazuje op-
timum pH w Srodowisku zasadowym.

Poszczegdlne izoenzymy dehydrogenazy alkoholowej r6znia
sig¢ wrazliwoscig na swoisty inhibitor, jakim jest pirazol i jego
pochodna 4-metylopirazol. ADH klasy III nie jest hamowa-
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Tabela 1. Whasciwosci katalityczne ADH klasy 111 [11]

Tabela 3. Aktywnos¢ ADH Il w stosunku do alkoholi alifatycznych [13]

Wiasciwosci katalityczne ADH 111 Substrat (stezenie) Aktywnosc (%)
km (1/min) 0,054 n-oktanol (1Tmmol/I) 100
K_NAD (umol/l) 64 n-heptanol (Tmmol/l) 67
K_ etanol (umol/l) >3%10° n-hexanol (Tmmol/l) 27
K. 4 metylopirazol (umol/l) >12000 n-pentanol (Tmmol/l) 5
V__ (umol/l x min™) ? n-butanol (Tmmol/l) brak aktywnosci
pH optimum 10,5 n-butanol (30 mmol/1) 0.13

Tabela 2. Wartosck /K ADH Il dla rdznych alkoholi w pH 10,0
(minT"x M) [24]

Substrat k. /K,

Etanol 0,018
Oktanol (alkohol kaprylowy) 11
12-0H-dodekanol (alkohol laurylowy) 53
16-0H-heksadekanol (alkohol cetylowy) 7,2

na przez ten zwiazek nawet w st¢zeniu 12 mmol/l, podczas
gdy np. w wypadku ADH klasy I st¢zeniu 4-metylopirazol,
juz stezeniu okoto 2 umol/l, powoduje obnizenie aktywnosci
o ponad 90% [6]. Mechanizm inhibicyjnego dziatania pira-
zolu polega na faczeniu si¢ atomu azotu pirazolu z miejscem
wigzania cynku, pelniagcym rolg kofaktora. Cynk wiaze si¢
Z enzymem w tym samym miejscu co substrat. W wyniku za-
blokowania tego miejsca przez pirazol dochodzi do wspétza-
wodnictwa z etanolem w wigzaniu do kompleksu ADH-NAD.
Wzrost stopnia zahamowania aktywnosci ADH przez 4-mety-
lopirazol jest proporcjonalny do sity wigzania apolarnej cz¢-
Sci inhibitora do miejsca aktywnego enzymu [5]. Lepszym
inhibitorem ADH klasy III jest o-fenantrolina, tworzaca kom-
pleksy z aktywnym miejscem wigzania atomu cynku, bloku-
jac w ten sposéb miejsce wiazania substratéw [24].

Miara zdolnosci utleniania r6znych alkoholi przez dehy-
drogenazg alkoholowa jest stosunek stalej katalitycznej k
do stalej Michaelisa (K ). Wartos¢ k /K dla izoenzyméw
ADH III przedstawiono w tabeli 2.

ADH klasy III wykazuje bardzo mate powinowactwo do
krétkotanicuchowych alkoholi alifatycznych. Etanol lub
propanol nawet w stezeniu 2 mol/l nie powoduja wysyce-
nia enzymu. Powinowactwo yx-ADH do utlenianych al-
koholi wzrasta wraz ze zwigkszeniem dtugosci taiicucha,
zmniejsza sig bowiem wartos¢ K, przy nieznacznych wa-
haniach k. Co najmniej 8-weglowe alkohole alifatyczne,
takie jak np. alkohol kaprylowy stanowia dobre substra-
ty dla tego izoenzymu. Wartos$ci statej Michaelisa ADH
III dla oktanolu i 12-hydroksydodekanolu wynosza odpo-
wiednio 0,50 mmol/l i 0,10 mmol/l [24].

W tabeli 3 poréwnano zdolnosci ADH III do utleniania réznych
alkoholi w pH 9,6 w obecnosci NAD o stezeniu 1,2 mmol/l
przy zatozeniu, ze zdolnos¢ oksydacji oktanolu wynosi 100%.

n-propanol (30 mmol/I) brak aktywnosci

etanol (30 mmol/l) brak aktywnosci

methanol (30mmaol/l) brak aktywnosci
12-hydroksydodekanol (Tmmol/I) 175
n-oktanol (Tmmol/I) + 10 mmol/l pirazol 95
n-oktanol (Tmmol/1) + 10 mmol/I GSH 113

GSH — zredukowany glutation; aktywno$¢ (%) — zdolno$ci ADH Il do
utleniania alkoholi w pH 9,6 w obecnosci NAD o stezeniu 1,2 mmol/I —
przy zatozeniu, ze zdolnos¢ oksydacji oktanolu wynosi 100%

Z przedstawionych danych wynika, ze najlepszym substratem
sposréd badanych alkoholi alifatycznych jest 12-hydroksydo-
dekanol. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze roztwor pirazolu o stg-
zeniu 10 mmol/l nie hamuje, a dodanie glutationu nie zwigk-
sza w istotnym stopniu aktywnosci ADH II1.

Swoista aktywnos$¢ klasy III dehydrogenazy alkoholowej
dla roztworu alkoholu kaprylowego o st¢zeniu Immol/l wy-
nosi 1,1 U/mg bialka, podczas gdy dla aldehydu mréwko-
wego jest znacznie wyzsza i wynosi 3 U/mg biatka [13].
Formaldehyd jest wigc lepszym substratem i udziat ADH
klasy III w jego metabolizmie stanowi jedna z gtéwnych
funkcji tego enzymu w organizmie cztowieka.

RoLa ADH 11l w 0RGANIZMIE CZLOWIEKA

Gtéwna funkcja dehydrogenazy alkoholowej klasy III jest
udziat w eliminowaniu endogennego aldehydu mréwkowe-
go, ktory jest bardzo toksycznym zwiazkiem, powstajacym
podczas fizjologicznych przemian metabolicznych. W or-
ganizmie cztowieka formaldehyd pojawia si¢ rowniez przy
zatruciu alkoholem metylowym. Ponadto niektére napoje
alkoholowe zawieraja domieszk¢ metanolu nawet powy-
zej 0,15 g/l 1 wéwczas ADH III odgrywa rol¢ w metabo-
lizmie tego alkoholu [8]. W amerykanskiej whiskey za-
warto$¢ metanolu wynosi 0,26 g/l [3]. Alkohol metylowy
pod wptywem ADH I ulega utlenieniu do formaldehydu,
ktory jest nastgpnie eliminowany z udziatem izoenzymu
klasy III dehydrogenazy alkoholowej w reakcji, w ktorej
dodatkowym substratem jest glutation. Stwierdzono, ze
ADH klasy III ma identyczng strukture i wtasciwosci ka-
talityczne, jak glutationozalezna dehydrogenaza formal-
dehydowa [13]. Oba enzymy maja zdolnos$¢ katalizowa-
nia ponizszej reakcji:

formaldehyd + glutation zredukowany + NAD*
<> S-formyloglutation + NADH + H*
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Bezposrednim substratem ADH III lub dehydrogenazy
formaldehydowej nie jest jednak wolny aldehyd mréwko-
wy, ale hemitioacetal S-hydroksymetyloglutation, powsta-
ly z nieenzymatycznej syntezy formaldehydu i glutationu.
Grupa hydroksylowa S-hydroksymetyloglutationu zostaje
nastepnie utleniona z wytworzeniem S-formyloglutationu.
Zwiazek ten ulega nieodwracalnej hydrolizie z uwolnieniem
glutationu i kwasu mrowkowego w reakcji katalizowanej
przez hydrolaze S-formyloglutationowa. Dehydrogenaza
alkoholowa klasy III utlenia S-hydroksymetyloglutation
duzo bardziej wydajnie niz alkohole alifatyczne. Wartos¢
statej Michaelisa (K ) ADH III dla tego substratu wynosi
0,92 pumol/l, jest wigc ponad 100 razy mniejsza niz K dla
12-hydroksydodekanolu, ktéry stanowi najlepszy substrat
sposréd alkoholi diugotaiicuchowych. Nalezy jednak za-
uwazy¢, ze utlenianie S-hydroksymetyloglutationu zacho-
dzi tylko w pH 7,5, stanowiacym optymalne sSrodowisko
dla tej reakcji. Natomiast oksydacja alkoholi alifatycznych
pod wptywem ADH IIT w tym wiasnie pH jest bardzo mato
wydajna, duzo mniejsza niz w pH okoto 10,5 [11].

Przypuszczalnie izoenzym klasy III ADH ma znaczenie
w utlenianiu diugotaricuchowych alkoholi, szczegdlnie

PismiennicTwo

o-hydroksykwaséw thuszczowych, bedacych posrednimi
produktami metabolizmu lipidéw [6].

ADH III ze wzgledu na mate powinowactwo do etanolu
moze go utlenia¢ tylko przy jego odpowiednio wysokim
stgzeniu. W organizmie czlowieka takie st¢zenie alkoholu
moze wystepowaé w zotadku po bezposrednim spozyciu
etanolu. W zwiazku z tym, ze dehydrogenaza alkoholowa
klasy III wykazuje w blonie §luzowej zotadka stosunkowo
duza aktywnos¢ (okoto 5 nmol/min/mg biatka) prawdopo-
dobnie uczestniczy ona w metabolizmie pierwszego przej-
Scia alkoholu etylowego (FPM) w zotadku, cho¢ w duzo
mniejszym stopniu niz klasa IV ADH [9].

PobsumowaNIE

Izoenzym klasy III dehydrogenazy alkoholowej wykazuje
zblizong budowe do pozostatych izoenzyméw ADH, ale
zupelnie inne wlasciwosci katalityczne 1 w zwiazku z tym
spetnia odmienne funkcje w organizmie cztowieka. ADH
III uczestniczy w metabolizmie formaldehydu oraz kata-
lizuje reakcje utleniania dtugotaricuchowych w-hydroksy-
kwasow tluszczowych.
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