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Streszczenie

  Dehydorogenazę alkoholową (ADH) klasy III stanowi izoenzym zbudowany z dwóch podjedno-
stek c, kodowany przez gen ADH5, umiejscowiony w tkankach wszystkich narządów. Izoenzym 
ten ma dużą zdolność utleniania długołańcuchowych alkoholi alifatycznych, przy jednocześ-
nie bardzo małym powinowactwie do etanolu. Homologiczna sekwencja aminokwasowa i takie 
same właściwości kinetyczne wskazują, że klasa III dehydrogenazy alkoholowej i dehydrogena-
za formal dehydowa są identycznymi enzymami. ADH III odgrywa ważną rolę w metabolizmie 
aldehydu mrówkowego w organizmie człowieka.

 Słowa kluczowe: izoenzym klasy III dehydrogenazy alkoholowej • aldehyd mrówkowy

Summary

  Class III alcohol dehydrogenase is composed of two c subunits, encoded by the ADH5 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 signifi cant 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 dwóch 
podjednostek różnego typu (a, b, g, p, c oraz μ), z których 
każda składa się z 373 reszt aminokwasowych. W skład czą-
steczki ADH wchodzi także jon cynku, pełniący rolę ko-
faktora, w związku z czym dehydrogenaza alkoholowa jest 
zaliczana do metaloenzymów [14,23]. Dotychczas stwier-
dzono istnienie kilku izoenzymów dehydrogenazy alkoho-
lowej podzielonych na sześć głównych klas (u człowieka 
wykryto pięć klas), różniących się między sobą sekwencją 
aminokwasów w cząsteczce, ruchliwością elektroforetyczną, 
właściwościami kinetycznymi i immunologicznymi, swoi-
stością substratową oraz wrażliwością na inhibitory [1,21]. 
U ssaków podjednostki poszczególnych izoenzymów są ko-
dowane przez różne geny umiejscowione na długim ramie-
niu chromosomu 4 [2]. Loci genowe ADH1, ADH2 i ADH3 
kodują odpowiednio podjednostki a, b i g, które łącząc się 
tworzą dimeryczne cząsteczki izoenzymów klasy I dehy-
drogenazy alkoholowej [14]. Szczegółowe badania wyka-
zały, że geny ADH2 i ADH3 są polimorfi czne, dzięki cze-
mu kodują różne podjednostki b (b

1
, b

2
 i b

3
) oraz g (g

1
 i g

2
) 

[16,20]. Izoenzymy klasy I ADH występują przede wszyst-
kim w wątrobie, ale są również obecne w przewodzie po-
karmowym, płucach i nerkach [18]. Klasa II dehydroge-
nazy alkoholowej umiejscowiona jedynie w wątrobie, jest 
utworzona przez izoenzymy złożone z podjednostek p, 
kodowane przez gen ADH4 [22]. Izoenzym ADH III zbu-
dowany z podjednostek c kodowanych przez gen ADH5, 
występuje we wszystkich narządach [1,4]. Kolejną klasę 
izoenzymów dehydrogenazy alkoholowej (ADH IV), od-
powiadającą za metabolizm etanolu w żołądku zidentyfi -
kowano i opisano jednocześnie przez Yin i wsp. [27] oraz 
Moreno i Paresa [15]. Izoenzym ten kodowany przez gen 
ADH7 składa się z dwóch podjednostek μ zwanych też s. 
W wątrobie i w nabłonku błony śluzowej żołądka stwier-
dzono obecność izoenzymu klasy V ADH, który wykazuje 
podobieństwo rzędu 67% do klasy VI dehydrogenazy alko-
holowej. ADH VI wykryto u szczurów, przede wszystkim 
w wątrobie i w minimalnej ilości w nerkach, ale dotych-
czas nie znaleziono u człowieka [7].

Dehydrogenaza alkoholowa stanowi główny enzym uczest-
niczący w metabolizmie alkoholu etylowego, katalizując 
odwracalną reakcję utleniania etanolu do aldehydu octowe-
go. Jednak nie wszystkie izoenzymy ADH w jednakowym 
stopniu biorą udział w przemianach alkoholu etylowego. 
Dominującą rolę w tym procesie odgrywają izoenzymy kla-
sy I i II w wątrobie oraz klasy IV w żołądku [26]. Udział 
klasy V i VI dehydrogenazy alkoholowej w metabolizmie 
alkoholu etylowego pozostaje nadal niewyjaśniony [19]. 
Natomiast klasa III ADH – ze względu na swoje właści-
wości – właściwie nie uczestniczy w oksydacji etanolu 
w organizmie człowieka, ale odgrywa istotną rolę w wie-
lu przemianach innych związków [5].

CHARAKTERYSTYKA IZOENZYMU KLASY III ADH

Klasę III izoenzymów dehydrogenazy alkoholowej sta-
nowią dimery podjednostek typu c, z których każdy ma 
masę cząsteczkową około 43 kDa [25]. Gen ADH5 kodu-
jący ADH III jest zbudowany tak jak inne geny ADH i za-
wiera 9 eksonów rozdzielonych przez 8 intronów, których 
pozycje są takie same jak w genach ADH1-ADH7. Analiza 
składu aminokwasowego łańcuchów polipetydowych ADH 

III pozwoliła stwierdzić, że są one utworzone z 373 amino-
kwasów. Izoenzym ten zawiera także 4 mole Zn2+/mol biał-
ka. Istotnymi pozycjami w strukturze łańcucha klasy III są 
Cys-44 i His-66, wiążące katalityczny jon cynku. W proce-
sie tym biorą także udział Cys-173, Glu-67 oraz cząstecz-
ka wody [17]. Podjednostki c mają o dwie cząsteczki tryp-
tofanu więcej niż podjednostki tworzące inne izoenzymy. 
Następstwem tego jest zwiększona absorbancja przy dłu-
gości fali 280 nm [12]. Ponadto większa ilość aminokwasów 
o charakterze kwaśnym warunkuje odmienną ruchliwość 
w polu elektromagnetycznym w stosunku do pozostałych 
izoenzymów. Różnice w budowie łańcuchów wiążą się także 
z częstością występowania centrum katalitycznego i miejsc 
wiązania koenzymu, którym jest jon cynku. Analiza sek-
wencji aminokwasowej monomeru c ADH III i sekwen-
cji podjednostek występujących w innych klasach ludzkiej 
ADH wskazuje na 60% podobieństwo. Kluczowe w struktu-
rze dehydrogenaz alkoholowych miejsca wiążące jony cyn-
ku oraz obszar wiązania koenzymu są takie same lub tylko 
częściowo zmienione, mimo różnic w sekwencjach amino-
kwasowych poszczególnych typów podjednostek tworzą-
cych dimeryczną cząsteczkę enzymu [12]. Stosując techni-
kę elektroforetyczną rozdzielono klasę III na dwie postaci 
anodowe c1 i c2. Dalsze badania wykazały, że postać c2 
o mniejszej aktywności, ma taką samą strukturę pierwszo-
rzędową jak postać c1 (bardziej aktywna), ale jest mniejsza 
i wędruje szybciej w polu elektromagnetycznym. Z kolei 
stosując techniki ogniskowania izoelektrycznego wyizolo-
wano trzy postaci różniące się punktem izoelektrycznym. 
Dwie postaci anodowe c1 i c2 mają pI odpowiednio w pH 
6,3–6,4 oraz 5,9–6,0. Natomiast postać katodowa c3 ma 
punkt izoelektryczny w pH 5,6 [12]. Najwyższą aktywność 
enzymatyczną wykazuje najbardziej zasadowa główna po-
stać c1. Aktywność ta jest ponad 3 razy wyższa w porów-
naniu z pozostałymi postaciami. Prawdopodobnie słabsza 
postać c2 powstała w wyniku postranslacyjnej modyfi ka-
cji silniejszej podjednostki c1, co zostało potwierdzone ba-
daniami genetycznymi [21].

ADH klasy III początkowo znajdowano tylko w ludzkim 
mózgu i jądrach. Obecnie wiadomo, że występuje także 
w wątrobie i wielu innych narządach człowieka [9,10].

WŁAŚCIWOŚCI KATALITYCZNE ADH III

Właściwości katalityczne izoenzymu klasy III dehydroge-
nazy alkoholowej przedstawia tabela 1. W tabeli podano 
podstawowe cechy opisujące aktywność enzymu, takie jak 
stała katalityczna (k

cat
), stała Michaelisa (K

m
) wobec NAD 

i etanolu, stała inhibicji (K
i
) dla swoistego inhibitora enzy-

mu – 4-metylopirazolu oraz optymalna wartość pH [11].

Analizując dane można stwierdzić, że ADH III ma nie-
wielką wartość stałej katalitycznej i bardzo dużą wartość 
stałej Michalisa wobec etanolu. Izoenzym ten cechuje się 
więc bardzo małym powinowactwem do alkoholu etylowe-
go i w związku z tym etanol właściwie nie jest utleniany 
in vivo przez ADH III. Podobnie jak większość izoenzy-
mów dehydrogenazy alkoholowej, klasa III wykazuje op-
timum pH w środowisku zasadowym.

Poszczególne izoenzymy dehydrogenazy alkoholowej różnią 
się wrażliwością na swoisty inhibitor, jakim jest pirazol i jego 
pochodna 4-metylopirazol. ADH klasy III nie jest hamowa-
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na przez ten związek nawet w stężeniu 12 mmol/l, podczas 
gdy np. w wypadku ADH klasy I stężeniu 4-metylopirazol, 
już stężeniu około 2 μmol/l, powoduje obniżenie aktywności 
o ponad 90% [6]. Mechanizm inhibicyjnego działania pira-
zolu polega na łączeniu się atomu azotu pirazolu z miejscem 
wiązania cynku, pełniącym rolę kofaktora. Cynk wiąże się 
z enzymem w tym samym miejscu co substrat. W wyniku za-
blokowania tego miejsca przez pirazol dochodzi do współza-
wodnictwa z etanolem w wiązaniu do kompleksu ADH-NAD. 
Wzrost stopnia zahamowania aktywności ADH przez 4-mety-
lopirazol jest proporcjonalny do siły wiązania apolarnej czę-
ści inhibitora do miejsca aktywnego enzymu [5]. Lepszym 
inhibitorem ADH klasy III jest o-fenantrolina, tworząca kom-
pleksy z aktywnym miejscem wiązania atomu cynku, bloku-
jąc w ten sposób miejsce wiązania substratów [24].

Miarą zdolności utleniania różnych alkoholi przez dehy-
drogenazę alkoholową jest stosunek stałej katalitycznej k

cat
 

do stałej Michaelisa (K
m
). Wartość k

cat
/K

m
 dla izoenzymów 

ADH III przedstawiono w tabeli 2.

ADH klasy III wykazuje bardzo małe powinowactwo do 
krótkołańcuchowych alkoholi alifatycznych. Etanol lub 
propanol nawet w stężeniu 2 mol/l nie powodują wysyce-
nia enzymu. Powinowactwo cc-ADH do utlenianych al-
koholi wzrasta wraz ze zwiększeniem długości łańcucha, 
zmniejsza się bowiem wartość K

m
, przy nieznacznych wa-

haniach k
cat

. Co najmniej 8-węglowe alkohole alifatyczne, 
takie jak np. alkohol kaprylowy stanowią dobre substra-
ty dla tego izoenzymu. Wartości stałej Michaelisa ADH 
III dla oktanolu i 12-hydroksydodekanolu wynoszą odpo-
wiednio 0,50 mmol/l i 0,10 mmol/l [24].

W tabeli 3 porównano zdolności ADH III do utleniania różnych 
alkoholi w pH 9,6 w obecności NAD o stężeniu 1,2 mmol/l 
przy założeniu, że zdolność oksydacji oktanolu wynosi 100%. 

Z przedstawionych danych wynika, że najlepszym substratem 
spośród badanych alkoholi alifatycznych jest 12-hydroksydo-
dekanol. Należy również zauważyć, że roztwór pirazolu o stę-
żeniu 10 mmol/l nie hamuje, a dodanie glutationu nie zwięk-
sza w istotnym stopniu aktywności ADH III.

Swoista aktywność klasy III dehydrogenazy alkoholowej 
dla roztworu alkoholu kaprylowego o stężeniu 1mmol/l wy-
nosi 1,1 U/mg białka, podczas gdy dla aldehydu mrówko-
wego jest znacznie wyższa i wynosi 3 U/mg białka [13]. 
Formaldehyd jest więc lepszym substratem i udział ADH 
klasy III w jego metabolizmie stanowi jedną z głównych 
funkcji tego enzymu w organizmie człowieka.

ROLA ADH III W ORGANIZMIE CZŁOWIEKA

Główną funkcją dehydrogenazy alkoholowej klasy III jest 
udział w eliminowaniu endogennego aldehydu mrówkowe-
go, który jest bardzo toksycznym związkiem, powstającym 
podczas fi zjologicznych przemian metabolicznych. W or-
ganizmie człowieka formaldehyd pojawia się również przy 
zatruciu alkoholem metylowym. Ponadto niektóre napoje 
alkoholowe zawierają domieszkę metanolu nawet powy-
żej 0,15 g/l i wówczas ADH III odgrywa rolę w metabo-
lizmie tego alkoholu [8]. W amerykańskiej whiskey za-
wartość metanolu wynosi 0,26 g/l [3]. Alkohol metylowy 
pod wpływem ADH I ulega utlenieniu do formaldehydu, 
który jest następnie eliminowany z udziałem izoenzymu 
klasy III dehydrogenazy alkoholowej w reakcji, w której 
dodatkowym substratem jest glutation. Stwierdzono, że 
ADH klasy III ma identyczną strukturę i właściwości ka-
talityczne, jak glutationozależna dehydrogenaza formal-
dehydowa [13]. Oba enzymy mają zdolność katalizowa-
nia poniższej reakcji:

formaldehyd + glutation zredukowany + NAD+

↔ S-formyloglutation + NADH + H+

Właściwości katalityczne ADH III

k
cat

 (1/min) 0,054

K
m

 NAD (μmol/l) 64

K
m

 etanol (μmol/l) >3×106

K
i
 4 metylopirazol (μmol/l) >12000

V
max

 (μmol/l × min–1) ?

pH optimum 10,5

Tabela 1. Właściwości katalityczne ADH klasy III [11]

Substrat k
cat

/K
m

Etanol 0,018

Oktanol (alkohol kaprylowy) 1,1

12-OH-dodekanol (alkohol laurylowy) 5,3

16-OH-heksadekanol (alkohol cetylowy) 7,2

Tabela 2.  Wartość k
cat

/K
m

 ADH III dla różnych alkoholi w pH 10,0
(min–1 × M–1) [24]

Substrat (stężenie) Aktywność (%)

n-oktanol (1mmol/l) 100

n-heptanol (1mmol/l) 67

n-hexanol (1mmol/l) 27

n-pentanol (1mmol/l) 5

n-butanol (1mmol/l) brak aktywności

n-butanol (30 mmol/l) 0.13

n-propanol (30 mmol/l) brak aktywności

etanol (30 mmol/l) brak aktywności

methanol (30mmol/l) brak aktywności

12-hydroksydodekanol (1mmol/l) 175

n-oktanol (1mmol/l) + 10 mmol/l pirazol 95

n-oktanol (1mmol/l) + 10 mmol/l GSH 113

Tabela 3. Aktywność ADH III w stosunku do alkoholi alifatycznych [13]

GSH – zredukowany glutation; aktywność (%) – zdolności ADH III do 
utleniania alkoholi w pH 9,6 w obecności NAD o stężeniu 1,2 mmol/l – 
przy założeniu, że zdolność oksydacji oktanolu wynosi 100%
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Bezpośrednim substratem ADH III lub dehydrogenazy 
formaldehydowej nie jest jednak wolny aldehyd mrówko-
wy, ale hemitioacetal S-hydroksymetyloglutation, powsta-
ły z nieenzymatycznej syntezy formaldehydu i glutationu. 
Grupa hydroksylowa S-hydroksymetyloglutationu zostaje 
następnie utleniona z wytworzeniem S-formyloglutationu. 
Związek ten ulega nieodwracalnej hydrolizie z uwolnieniem 
glutationu i kwasu mrówkowego w reakcji katalizowanej 
przez hydrolazę S-formyloglutationową. Dehydrogenaza 
alkoholowa klasy III utlenia S-hydroksymetyloglutation 
dużo bardziej wydajnie niż alkohole alifatyczne. Wartość 
stałej Michaelisa (K

m
) ADH III dla tego substratu wynosi 

0,92 μmol/l, jest więc ponad 100 razy mniejsza niż K
m
 dla 

12-hydroksydodekanolu, który stanowi najlepszy substrat 
spośród alkoholi długołańcuchowych. Należy jednak za-
uważyć, że utlenianie S-hydroksymetyloglutationu zacho-
dzi tylko w pH 7,5, stanowiącym optymalne środowisko 
dla tej reakcji. Natomiast oksydacja alkoholi alifatycznych 
pod wpływem ADH III w tym właśnie pH jest bardzo mało 
wydajna, dużo mniejsza niż w pH około 10,5 [11].

Przypuszczalnie izoenzym klasy III ADH ma znaczenie 
w utlenianiu długołańcuchowych alkoholi, szczególnie 

w-hydroksykwasów tłuszczowych, będących pośrednimi 
produktami metabolizmu lipidów [6].

ADH III ze względu na małe powinowactwo do etanolu 
może go utleniać tylko przy jego odpowiednio wysokim 
stężeniu. W organizmie człowieka takie stężenie alkoholu 
może występować w żołądku po bezpośrednim spożyciu 
etanolu. W związku z tym, że dehydrogenaza alkoholowa 
klasy III wykazuje w błonie śluzowej żołądka stosunkowo 
dużą aktywność (około 5 nmol/min/mg białka) prawdopo-
dobnie uczestniczy ona w metabolizmie pierwszego przej-
ścia alkoholu etylowego (FPM) w żołądku, choć w dużo 
mniejszym stopniu niż klasa IV ADH [9].

PODSUMOWANIE

Izoenzym klasy III dehydrogenazy alkoholowej wykazuje 
zbliżoną budowę do pozostałych izoenzymów ADH, ale 
zupełnie inne właściwości katalityczne i w związku z tym 
spełnia odmienne funkcje w organizmie człowieka. ADH 
III uczestniczy w metabolizmie formaldehydu oraz kata-
lizuje reakcje utleniania długołańcuchowych w-hydroksy-
kwasów tłuszczowych.
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