
1. In tro duc tion

The con ver sion of eth a nol into acetaldehyde, cata-
lysed by al co hol dehydrogenase (ADH) with si mul ta -
neous re duc tion of NAD+ to NADH, is found to be
a rate-lim it ing step in the eth a nol me tab o lism path way
[17, 26]. To date, it has not been fully ex plained
whether this is af fected by the max i mal ac tiv ity of
ADH or by the liver’s abil ity to re gen er ate NAD+.
Ryle et al. dem on strated that the ad min is tra tion of
meth y lene blue to ex per i men tal an i mals ac cel er ated
the rate of eth a nol elim i na tion due to non-en zy matic
ox i da tion of NADH to NAD+ [21]. How ever, it is gen -
er ally be lieved that eth a nol me tab o lism is ac cel er ated
by en zy matic reoxidation of NADH to NAD+ [7, 21].

A sig nif i cantly ac cel er ated rate of eth a nol elim i na -
tion in vi tro fol low ing the ad min is tra tion of cyclo -
hexanone to the S9 frac tion of rat liver homogenates
was ex plained by the “shut tle” flow of pro tons be -
tween sub strates within the ADH-NADH com plex [1], 
which is the most ef fi cient mech a nism of NADH re-
ox i da tion [16]. How ever, a study on the co-me tab o -
lism of eth a nol and quinone com pounds (in vivo in
rats) re vealed that quinone reductase (QR; DT-dia pho -
rase; NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1; NQO1;
EC 1.6.99.2), which is abun dant in the liver, is also in -
volved in the reoxidation of NADH to NAD+ out side
the ADH-NADH com plex [3, 4]. It is known that dur -
ing the ca tal y sis of two-elec tron re duc tion of qui nones
to hydroquinones, quinone reductase uses NADH with 
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Ab stract
An ex per i ment was car ried out to clar ify whether the ad di tion of menadione (i.e. vi ta min K3, 2-methyl-1,4-naphthoquinone) to
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1,2,4-triazole (3AT). The ac tiv ity of QR was blocked with dicumarol (DIC). Con cen tra tions of Et-OH were de ter mined us ing
headspace gas chro ma tog ra phy (HS-GC) with flame ion is ation de tec tor (FID). Re sults: 1) ac cel er a tion of Et-OH ox i da tion by
menadione oc curs in hu man liver homogenates. Sta tis ti cally sig nif i cant smaller ar eas un der the curve of Et-OH elim i na tion plot
(AUC val ues) were shown. 2) Com par i son of AUC val ues shows that in vi tro quinone reductase, mi to chon drial NADH:
ubiquinone oxidoreductase and MEOS are in volved in the vi ta min K-ac cel er ated rate of Et-OH ox i da tion. These find ings dem on -
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for ma tion of NAD+ [2]. There fore, the re duc tion of
quinone sub strates (both exo- and en dog e nous) by QR
is likely to lead to in creased re gen er a tion of NAD+,
thus ac cel er at ing the rate of eth a nol me tab o lism,
which was dem on strated in rats [3, 4].

Among var i ous qui nones, vi ta min K3 was found to
be the most ap pro pri ate sub strate for QR in rats [2].
Menadione be longs to the vi ta min K fam ily, which
com prises phylloquinone – K1, menaquinone – K2
and menadiol – K4 [22]. There fore, co-me tab o lism of
menadione and eth a nol is also likely to oc cur in hu -
mans, as menadione is a cat a bolic prod uct of phyllo -
quinone [24], thus food stuffs rich in nat u ral vi ta min
K1 may be its source [6].

Other re ports have shown that cel lu lar menadione
un der goes re duc tion catalysed by en zy matic sys tems
other than QR, i.e.: 
– mi to chon drial NADH : ubiquinone oxidoreductase 

(com plex 1, EC 1.6.5.3; re ferred to hence forth in
our pa per as RC – re spi ra tory chain) [25]; 

– en zymes linked to MEOS, i.e. NADPH – de pend -
ent cytochrome P450 reductase (EC 1.6.2.4),
cytochrome b5 reductase (EC 1.6.2.2) [15, 20];

– cytosolic NADPH-de pend ent car bonyl reductase
(CBR, EC 1.1.1.184)1 [8, 15]. 
The in volve ment of QR, RC and MEOS-re lated en -

zymes in quinone me tab o lism has not been fully de ter -
mined [20]. How ever, the model of NADH reoxi da-
tion in the pres ence of menadione pre sented in Fig -
ure 1 is con sid ered to be prob a ble [3, 4]. Un der such
con di tions, NADH ox i da tion should be ex pected (prob -
a bly mainly by QR), which then ac cel er ates Et-OH
elim i na tion.

In the pres ent study con cern ing the pos si bil i ties of
in creas ing eth a nol me tab o lism, we used a sys tem

which con tained subcellular frac tions of hu man liver
homogenates, eth a nol at a con cen tra tion cor re spond -
ing to ~0.5‰ and menadione in equimolar amount to
Et-OH, as in ear lier stud ies [23]. For this pur pose, two
vari ants were used (A and B). The first (A) in cluded
three ex per i men tal groups with: 
– the S0.6 frac tion (with ac tive ADH and QR +

MEOS + RC); 
– S9 (with ac tive ADH + QR + MEOS);
– S9 + 3AT (in which MEOS was blocked by add ing

50 mM 3-amino-1.2.4-triazole, i.e. ADH + QR re -
mained ac tive) (Fig ure 2) [13]. 

In the sec ond vari ant (B), in an a log i cal ex per i men -
tal groups, QR [10, 19] and re duc tases be long ing to the 
MEOS sys tem [5, 11] were blocked us ing dicumarol.
The aim of de sign ing the ex per i ment in this way was to 
ex plain whether the ad di tion of menadione to hu man
liver homogenates leads to ac cel er ated ox i da tion of
Et-OH and if so, whether mi to chon dria and the MEOS
sys tem are in volved, and whether the ac cel er a tion de -
pends on the ac tiv ity of QR.

2. Ma te ri als and meth ods

2.1. Ma ter ials

Hu man liv ers were ob tained from three un se lected
ca dav ers (males aged 21, 24, 27; who had died in -
stantly due to road ac ci dents and were so ber at the time 
of death). The har vested liver sam ples showed no vis i -
ble macro- or mi cro scopic ab nor mal i ties. The spec i -
mens had been col lected 2–6 h af ter death for toxico -
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Fig. 1. Di a gram of co-me tab o lism of eth a nol (Et-OH) and
quinone with in volve ment of al co hol dehydrogenase (ADH) 
and quinone reductase (QR).

Fig. 2. En zy matic sys tems in the three ex per i men tal groups.
Sym bols used are the same as those in the text.

1 Due to the co fac tor type (ex clu sively NADPH), the in volve  -
ment of this en zyme in co-me tab o lism of eth a nol and mena -
dione was not con sid ered in our study.



log i cal ex pert anal y ses re quested by pros e cu tors. Frac -
tions of homogenates were ob tained in the same way
as in ear lier stud ies [12, 23]. Eth a nol (PoCh, Po land);
NAD+, 4-methylpyrazole and pyrazole (Merck, Ger -
many); menadione, tert-butanol, dicumarol, 3-amino-
1,2,4-triazol and Na2HPO4 (Sigma, USA); Tween 85
(Koch-Light Lab o ra to ries Ltd., Eng land) were used.

2.2. The co urse of the exper ime nt

2.2.1. Va riant A (wi thout QR in hib iti on)

First, 2.1 ml of phos phate buffer (200 mM,
pH = 7.4), 0.4 ml of NAD+ (30 mM), 0.8 ml of freshly
thawed S0.6 or S9 frac tion and 0.4 ml of 100 mM
Et-OH were poured into 12 ml poly propy lene test-
tubes (thus ob tain ing 10 mM Et-OH in the re ac tion
mix ture). This mix ture was di vided into two por tions
(1.8 ml each); 0.2 ml of 100 mM menadione in 0.01%
Tween 85 so lu tion was added to the ex per i men tal trial
(thus ob tain ing 10 mM menadione in the re ac tion mix -
ture) and 0.2 ml of phos phate buffer was added to the
con trol trial. Im me di ately af ter the ad di tion of mena -
dione and buffer, 0.3 ml was col lected from both mix -
tures as the “zero” sam ple (into headspace vi als with
10 ml of a 1:1 mix ture of 1g/l pyrazole and 4-methyl -
pyrazole, which dis con tin ued the eth a nol ox i da tion re -
ac tion). The ex per i men tal and con trol sam ples were
thermostated at 37oC and 0.3 ml of the re ac tion mix -
ture was col lected as de scribed above af ter 15, 60, 120
and 180 min utes, dis con tinu ing the Et-OH ox i da tion
as de scribed above. Eth a nol lev els were im me di ately
ana lysed.

2.2.2. Va riant B (with QR and MEOS in hib iti on)

The ex per i ment was con ducted sim i larly to vari -
ant A, ex cept that DIC was added prior to the in tro duc -
tion of eth a nol into the re ac tion mix ture. The amount

of dicumarol was ad justed to reach a fi nal con cen tra -
tion of 50 mM [10, 19].

2.3. Et han ol de term ina tion

The con cen tra tion of Et-OH was de ter mined by the 
well known headspace gas chro ma tog ra phy method
with tert-butanol as an in ter nal stan dard. Con di tions
for anal y sis were as fol lows: Thermo Finnigan HS
2000 autosampler, Fisons 8160 gas chromatograph
with FID de tec tor, par al lel col umns BAC-1 and BAC-2
30 m ´ 0.52 mm i.d. (Restek, USA), oven tem per a ture
40°C iso ther mal, car rier gas flow rate (He lium) 2 ml/min.

3. Re sults

The re sults of de ter mi na tions in the con trol group
as well as in vari ants A and B (us ing S0.6, S9 and
S9 + 3AT) in trial 0 and af ter 180 min are pre sented in
Ta ble I. Mean con cen tra tions of eth a nol through out
the ex per i ment are shown in Fig ure 3. The elim i na tion
of eth a nol in the 0–180 min ute pe riod was ana lysed as
the area un der the curve (AUC) us ing NCSS Sta tis ti cal
Sys tems [9] (Fig ure 4). A Kruskal-Wallis test was used 
to de ter mine which groups were sig nif i cantly dif fer ent 
from the con trol. Re sults were con sid ered to have
reached sta tis ti cal sig nif i cance when p < 0.02.

4. Dis cus sion

Ta ble I shows that at 180 min utes the de crease in
Et-OH con cen tra tion in con trol tri als of the three ex -
per i men tal groups – S0.6, S9 and S9 + 3AT was sim i -
lar – 1.2, 1.3 and 1.4 mM, re spec tively. In the S9 group 
with out menadione, where mi to chon dria were re -
moved (by centrifugation) and MEOS blocked (by
3AT), the rate of Et-OH elim i na tion did not mark edly
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TA BLE I. Et-OH CONCENTRATIONS (MM) DETERMINED AT 0 AND 180 MINUTES OF INCUBATION. VALUES ARE

MEANS OF THREE EXPERIMENTS ± STANDARD DEVIATIONS (n = 3, MEAN ± SD)

Ex per i men tal group Con trol
0–180 min

Vari ant A (menadione)
0–180 min

Vari ant B (menadione + DIC)
 0–180 min

S0.6 10.0 – 1.2 = 8.8
±0.7 ±0.5

10.0 – 4.3 = 5.7
±0.7 ±0.9

10.0 – 2.7 = 7.3
±1.3 ±1.2

S9 10.0 – 1.3 = 8.7
±0.8 ±0.8

10.1 – 3.9 = 6.2
±0.8 ±0.6

10.1 – 2.9 = 7.2
±1.2 ±0.2

S9 + 3AT 10.1 – 1.4 = 8.7
±0.6       ±2.9

10.1 – 2.7 = 7.4
±0.4     ±1.7

10.1 – 2.2 = 7.9
±2.7       ±1.8



de crease. More over, the val ues of AUC were sim i lar
(Fig ure 4). 

In the an a log i cal ex per i men tal groups (S0.6; S9
and S9 + 3AT) with menadione (i.e. in vari ant A), the
loss of Et-OH was higher than in con trol tri als – 4.3, 3.9
and 2.7 mM, re spec tively, whereas AUC was found to
be de creased by 15, 10 and 7% (p < 0.02). The high est
de creases in Et-OH and AUC in vari ant A frac tion S0.6 
may be ex plained by the fact that in the liver cell frac -
tions with mi to chon dria (S0.6), menadione is re duced

si mul ta neously by the 3 en zy matic sys tems (QR, RC
and MEOS). This is as so ci ated with en hanced NADH
to NAD+ reoxidation, which in creases the ADH-NAD+
pool and ac cel er ates the elim i na tion of Et-OH. On the
other hand, in vari ant A frac tion S9 with out mi to chon -
drial NADH : uniquinone oxidoreductase, the loss of
Et-OH was found to be lower than in the S0.6 frac tion,
thus AUC has in creased. This dif fer ence shows that
mi to chon dria par tic i pate in menadione-stim u lated
reoxidation of NADH to NAD+. This part of our ex -
per i ment con firms the in volve ment of RC in the re duc -
tion of menadione [18, 25]. In the third ex per i men tal
group of vari ant A (with the S9 frac tion and ad di tion of 
3AT, which in hib ited MEOS), the loss of Et-OH
(2.7 mM) was mark edly smaller than in frac tions S0.6
and S9. In this group, the value of AUC de creased by
7% (com pared to the con trol). The re la tion ship ob -
served should be at trib uted to QR ac tiv ity as only this
sys tem of NADH reoxidation was ac tive. Thus, the
dif fer ence in Et-OH loss (an in crease in AUC by 3%)
found in frac tions S9 and S9 + 3AT of vari ant A should 
be as cribed to in con sid er able NADH reoxidation by
MEOS.

In vari ant B, i.e. homogenates with menadione and
DIC (dicumarol block ing QR and MEOS), the loss of
Et-OH af ter the 180-min ute intubation in ex per i men tal 
groups S0.6, S9 and S9 + 3AT was 2.7, 2.9 and 2.2 mM,
re spec tively, while AUC de creased by 12. 4 and 4 %
(p < 0.02, and p > 0.2 for S9 + 3AT), re spec tively. The
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Fig. 3. Mean con cen tra tions (n = 3) of Et-OH (mM) dur ing 180 min utes of the ex per i ment in con trol tri als (---), in vari ant A af ter
ad di tion of menadione and in vari ant B af ter ad di tion of menadione and DIC (—). Sym bols of ex per i men tal groups: S0.6 (£) and
(¢); S9 (�) and (�); S9 + 3AT (¯) and (¿).

Fig. 4. Com par i son of AUC val ues (0–180 min ute) for EtOH 

loss (mM ́  min ́  l–1) in col umns. The ta ble in cludes % AUC
in re la tion to con trol AUC.



dif fer ences be tween frac tions S0.6, S9 and S9+3AT
(de crease of AUC in frac tion S0.6, p < 0.02) should
be re lated to dicumarol-in duced block ing of QR,
NADPH : cytochrome P450 reductase and NADH : cyto -
chrome b5 reductase (i.e. the MEOS en zymes), which
is con firmed by the lack of dif fer ences be tween AUC
for S9 and S9 + 3AT [5, 10, 11]. Based on the above in -
ter pre ta tion, the 8% in crease in AUC for S9 and S9 +
3AT frac tions com pared to the S0.6 frac tion should be
at trib uted ex clu sively to the mi to chon drial ac tiv ity of
NADH : ubiquinone oxidoreductase in the S0.6 frac -
tion. The 4% AUC dif fer ence (p > 0.02) be tween S9,
S9 + AT con trol groups and cor re spond ing groups of
vari ant B (where the ac tiv ity of NADH-de pend ent
menadione re duc ing en zymes should be blocked) may
be ex plained by par tial in hi bi tion of these en zymes,
other en zymes in volved in reoxidation of NADH to
NAD+ or even ox i da tion of eth a nol by H2O2 – de pend -
ent catalase [14, 15, 18].

5. Conc lus ions

1. In conc lus ion, we pin poi nted the me nad ione-st im -
ula ted acc ele rat ion of Et-OH oxi dat ion in hu man
liver ho mog ena tes. 

2. Com par ison of AUC va lues shows that in vi tro qu -
inone re ductase, mi toc hondr ial NADH:ubiqui -
none oxi dor edu ctase and MEOS are involved in
the vi tam in K-acc ele rat ed rate of Et-OH oxi dat ion. 
The su gges ted dia gram of re lat ions du ring this

co-me tab oli sm, ba sed on the anal ysis of exper ime -
ntal fin dings, is pre sent ed in Fi gure 5. 

3. The me nad ione and et han ol co-me tab oli sm fin -
dings mi ght be im port ant due to the in ter acti on of
phyl loqui none – rich food pro ducts and et han ol.
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1. Wstêp

Prze miana etan olu w al deh yd octo wy, ka tal izo wana
przez dehydrogenazê al koh olow¹ (ADH, EC 1.1.1.1) przy
jed noc zesn ej re dukc ji NAD+ do NADH, jest faz¹ ogran i -
cz aj¹c¹ szybk oœæ szla ku me tab oli zmu etan olu [17, 26].
Do tychc zas nie ro zstrz ygniêto jed nak, czy uwar unko -
wane jest to przez mak sym aln¹ akt ywn oœæ ADH, czy te¿
przez okreœlon¹ zdolnoœæ w¹tro by do re gen era cji NAD+.
Ryle i in. [21] wy kaz ali, ¿e po daw anie b³êk itu me tyl eno -
wego zw ier zêt om eks per yme ntal nym prz yœp ies za tem po
me tab oli zmu etan olu przez nie enz yma tyc zn¹ oks yda cjê
NADH do NAD+. Prz ewa ¿a jed nak pogl¹d, ¿e  metabo -
lizm etan olu przy œpi esza en zym aty czna re oks yda cja
NADH do NAD+ [7, 21]. Istotne przyœp ieszenie tem pa
elim ina cji etan olu in vi tro po do dan iu cy kloh eksa nonu do 
frak cji S9 homo genatów w¹trób szczu rzych t³umac zono
zaœ „wa had³owym” przep³ywem protonów miêdzy sub -
strat ami w obr êbie kom pleksu ADH-NADH [1], któ ry
sta nowi naj bard ziej wy dajny me chan izm re oks yda cji
NADH [16].

Wy niki ba dañ Chung i in. [3, 4] nad in ter akcj¹  meta -
bo liczn¹ etan olu i zwi¹zków chi non owy ch (in vivo
u  szczu rów) wska zuj¹ na to, ¿e do re oks yda cji NADH do
NAD+ poza kom pleks em ADH-NADH do chod zi ta k¿e
przy udziale re dukt azy chi non owej (QR; DT-dia phor ase;
DTD; NAD(P)H : qu inone oxi dor edu ctase 1; NQO1; EC
1.6.99.2), któ ra w du¿ ej ilo œci obecna jest w w¹tro bie.
Wia domo przy tym, ¿e pod czas ka tal izo wan ia  dwuelek -
tronowej re dukc ji ch inon ów do hy droc hinonów re dukt a -
za chi non owa wy kor zyst uje NADH z wy twor zeni em
NAD+ [2]. Re dukc ja su bstr atów chi non owy ch (zar ówno
egzo-, jak i en dog enny ch) przez QR mo¿e za tem  pro wa -
dziæ do wz mo¿enia re gen era cji NAD+, a tym sa mym
 zwiêkszenia tem pa me tab oli zmu etan olu, co zo sta³o wy -
kaz ane u sz czu rów [3, 4]. 

Che sis i in. [2] stwier dzili, ¿e u szczur ów do skona³ym 
sub strat em dla QR jest me nad ion, czy li wi tam ina K3,
 oprócz kt órej do wi tam in K za lic zane s¹: fi tom ena dion –
K1, me nac hinon K2 i me nad iol – K4 [22]. Praw dop odo b -
na jest za tem in ter akcja me tab oli czna me nad ionu i etan o -
lu tak¿e u lu dzi, co zas³uguje na uwagê, bo wiem ba dan ia
Thijs sen i in. [24] wy kaza³y, ¿e u cz³owieka me nad ion
jest ka tab oli cznym pro dukt em fi tom ena dio nu, za tem
jego Ÿród³em mo¿e byæ ¿y wnoœæ bo gata w na tur aln¹ wi -
tam inê K1 [6]. 

Z in nych opub liko wan ych doni esieñ wia domo na -
tom iast, ¿e w ko mór ce chi nony, a wiêc rów nie¿  mena -
dion, uleg aj¹ re dukc ji ka tal izo wan ej przez inne ni¿ QR
uk³ady en zym aty czne, tj.:

– mitochondrialn¹ oksydoreduktazê NADH : ubichi -
non (kompleks 1, EC 1.6.5.3; oznaczon¹ dalej w tej
pracy jako RC – ang. re spi ra tory chain) [25];

– enzymy zwi¹zane z MEOS, tj.: reduktazê cytochromu 
P450 zale¿n¹ od NADPH (EC 1.6.2.4) i reduktazê
cytochromu b5 (EC 1.6.2.2) [15, 20];

– reduktazê karbonylow¹ zale¿n¹ od NADPH (CBR,
EC 1.1.1.184)1 [8, 15].
Udzia³ QR, RC i enzymów zwi¹za nych z MEOS

w me tab oli zmie ch ino nów nie zo sta³ jed nak do tychc zas
ustal ony [20], ale na pod staw ie da nych za wart ych w  lite -
ra turze przed miotu [3, 4] praw dop odo bny jest  przedsta -
wiony na ry cin ie 1 mo del re oks yda cji NADH w obec -
noœci me nad ionu. Zgod nie z wcze œniejszymi ustal eni ami, 
nale¿y bo wiem wó wczas oc zekiwaæ pr zyœpieszenia re -
oks yda cji NAD+ po leg aj¹cej na utlen ieniu NADH
(prawdo pod obnie g³ównie przez QR) i w efekc ie przyœ -
pieszenie tem pa elim ina cji Et-OH.

W opis any ch tu ba dan iach nad mo ¿li woœci¹ zw iêk -
szania me tab oli zmu etan olu u¿yty zo sta³ uk³ad  badaw -
czy, kt óry za wiera³ su bkom órkowe frak cje ho mog ena-
tów ludz kich w¹trób, etan ol w stê¿ eniu od pow iadaj¹cym
~0.5‰ i me nad ion w st ê¿e niu ekwim ola rnym w   odnie-
 sieniu do Et-OH [23]. Za stos owa no w tym celu 2 wa rianty
(A i B), z kt órych je den (A) sta nowi³y trzy gru py  badaw -
cze z u¿y ciem frak cji: 
– S0.6 (w której aktywne by³y ADH oraz QR + MEOS

+ RC);
– S9 (gdzie aktywne by³y ADH + QR + MEOS);
– S9 + 3AT (gdzie przez dodanie 50 mM 3-amino-

1,2,4-triazolu zablokowano MEOS [13], czyli aktyw -
ne pozostawa³y ADH + QR) (rycina 2). 
W wa rianc ie B, w anal ogi cznych jak powy ¿ej trzech

gru pach ba dawc zych, przy u¿ yciu di kum aro lu (DIC) za -
blok owa no QR [10, 19] i re dukt azy na le¿¹ce do uk³adu
MEOS [5, 11]. Tak za plan owa ny eks per yme nt mia³  wy -
jaœniæ, czy w ho mog ena tach ludz kich w¹trób do dat ek
me nad ionu pro wad zi do ak cel era cji utlen iania Et-OH,
a je¿eli tak, to czy mi toc hondr ia i sys tem mi kros oma lny
MEOS bior¹ udzia³ w tej ak cel era cji oraz czy ta ak cel era -
cja za le¿y od ak tyw noœ ci QR.
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2. Materia³y i metody

2.1. Ma ter ia³y

Frak cje homo genatów uzys kano z w¹trób ludz kich
(n = 3) w spos ób wcze œniej przed staw iony [12, 23].
W¹tro by po zys kano z trzech zw³ok (mê¿czyŸni w wie ku
21, 24, 27 lat, któ rzy zmar li na tychm iast po do znan iu
urazu w wy padku dro gow ym oraz byli trz eŸwi w mo -
menc ie œm ierci). Po brane w¹tro by nie wy kaz ywa³y ¿a d -
ny ch wi doczn ych ma kro- i mi kros kopo wych nie prawi -
d³owo œci. Wy kor zyst ano na stê puj¹ce od czynn iki: etan ol
(PoCh, Pol ska); NAD+, 4-me tyl opi raz ol i pi raz ol (Merck,
Niem cy); me nad ion, tert-bu tan ol, di kum arol, 3-amino-
1,2,4-tria zol i Na2HPO4 (Sig ma, Sta ny Zjed noc zone);
Twe en 85 (Koch La bor ato ries Ltd, Wiel ka Bry tan ia).

2.2. Prze bieg eks per yme ntu 

2.2.1. Wa riant A (bez in hib icji QR)

Do prob ówek po lip ropy len owy ch o po jem noœci 12 ml
od mier zano: 2,1 ml bu foru fos for ano wego (200 mM,
pH = 7,4); 0,4 ml NAD+ (30 mM); 0,8 ml œwi e¿o roz mro -
¿on ej frak cji S0.6 lub S9 i 0,4 ml 100 mM Et-OH (przez
co uzys kiwa no 10 mM Et-OH w mie szan inie re akc yjnej). 
Tê mi esz aninê re akc yjn¹ dzie lono na 2 por cje (po 1,8 ml)
i do pró by ba dawc zej do daw ano 0,2 ml 100 mM  mena -
dionu w 0,01% roz twor ze Twe en 85 (przez co uzys kiwa -
no 10 mM me nad ionu w mie szan inie re akc yjnej), a do pró - 
by kon trol nej 0,2 ml bu foru fos for ano wego. Bez poœ red -
nio po do dan iu me nad ionu i bu foru z obu mie szan in
 pobie rano do ozn aczeñ po 0,3 ml jako pró bkê 0 (do fio lek 
head-spa ce z 10 ml mie szan iny 1:1 100 mg/dl pi raz olu
i 4-me tyl opi raz olu, kt óra prze rywa³a reak cjê utlen iania
etan olu). Nast êpn ie prób kê ba dawcz¹ i kon troln¹  termo -
statowano w tem per atu rze 37oC i w spo sób poda ny wy¿ ej 
po up³ywie 15, 60, 120 i 180 min po bier ano z nich po
0,3 ml mie szan iny re akc yjnej, prze ryw aj¹c utlen ianie
Et-OH w sposób wy¿ej poda ny.

2.2.1. Wa riant B (z in hib icj¹ QR i MEOS)

Eks per yme nt prze biega³ jak w wa rianc ie A, ale przed
wpro wad zeni em etan olu do mie szan iny re akc yjnej do -
daw ano DIC w ta kiej il oœci, aby jego st ê¿enie ko ñcowe
wy nosi³o 50 mM [10, 19].

2.3. Oznac zanie etan olu

Stê¿ enie Et-OH oznac zano po wszechn ie u¿ ywan¹
me tod¹ sta tyczn ej anal izy fazy nad pow ierzchni owej przy 
u¿y ciu tert-bu tan olu jako stan dardu wewn êtrz nego. Za -
stos owa no au tom aty czny do zown ik Ther mo Fin nig an
HS 2000 i chro mat ogr af ga zowy Fi sons 8160 z  detek -

torem FID i ró wnol egle za ins talo wan ymi ko lumn ami
BAC-1 i BAC-2 30 m ´ 0,52 mm (Re stek), tem per atu ra
wy nosi³a 40°C, a przep³yw gazu 2 ml/min.

3. Wy niki i sp osób ich anal izy

Wy niki oz nac zeñ w gru pie kon trol nej oraz w  warian -
tach A i B (przy u¿y ciu S0.6; S9 i S9 + 3AT) w pró bie 0
i po 180 min zo sta³y przed staw ione w ta beli I. Na  ryci -
nie 3 ze staw iono na tom iast œr edn ie st ê¿e nia etan olu
w prze biegu ca³ego eks per yme ntu. Eli min acjê etan olu
w prze dziale cza su 0–180 min anal izo wano jako pole po -
wierzchni pod krzyw¹ (AUC) przy u¿yciu pro gramu
NCSS Sta tis tical Sys tems [9], cze go re zult aty ukaz uje ry -
cina 4. Is tot noœæ sta tys tyczn¹ ró¿ nic miê dzy war toœ ciami
AUC grup ba dan ych i kon trol ny ch zba dano za po moc¹
te stu Kru skala-Wal lisa. Wy niki maj¹ce wa rto œæ p < 0,02
roz pat rywa no jako istotne sta tys tycznie.

4. Omówienie wyników badañ i dyskusja

Z ta beli I wy nika, ¿e w 180. mi nuc ie eks per yme ntu
ubyt ek stê¿ enia Et-OH w prób ach kon trol ny ch 3 grup ba -
dawc zych: S0.6; S9 i S9 + 3AT by³ po dobny, gdy¿ wy -
nosi³ od pow iednio 1,2, 1,3 i 1,4 mM. W gru pie S9 bez
do datku me nad ionu, gdzie usuniêto mi toc hondr ia (przez
wi row anie) oraz za blok owa no MEOS (za po moc¹ 3AT),
nie dosz³o do znacz¹cego obni¿enia tem pa elim ina cji
Et-OH. Po dobne by³y ró wnie¿ wa rtoœ ci pola po wierzchni 
pod krzyw¹ wy kresu funk cji (AUC, ry cina 4). 

W anal ogi cznych gru pach ba dawc zych (tj. S0.6; S9
i S9 + 3AT), do kt órych do dano me nad ion (tj. w  warian -
cie A) ubyt ek Et-OH wzgl êdem kon troli by³ wiê kszy ni¿
w pró bach kon trol ny ch i wy nosi³ od pow iednio: 4,3, 3,9
i 2,7 mM, a AUC by³o mniej sze o 15%, 10% i 7%
(p < 0.02). Najwi êkszy za obs erwo wany spa dek zar ówno
stê ¿enia Et-OH, jak i AUC we frak cji S0.6 wa riantu A,
na le¿y zaœ t³um aczyæ tym, ¿e w tych frak cjach komó r -
kowych w¹trób (S0.6), w któr ych za chow ane by³y mito -
chon dria, re dukc ja me nad ionu jest efekt em  oddzia³ywa-
 nia roz pat rywa nych uk³adów en zym aty cznych (QR, RC
i MEOS). Wi¹¿e siê to z od pow iedni¹ oksy dacj¹ NADH
do NAD+, która zwiê ksza pulê ADH-NAD+ i przy œ pi e -
sza elim ina cjê Et-OH. W wa rianc ie A, we frak cji S9
 pozbawionej RC (mi toc hondr ialnej oksy dor edu k ta -
zy : NADH : ubic hinon) za obs erwo wano na tom iast
mniej szy ni¿ w frak cji S0.6 ubyt ek Et-OH oraz  zwiêk -
szenie AUC, a ró¿n ica ta wska zuje na udzia³
mitochondriów w sty mul owa nej przez me nad ion re oks y -
da cji NADH do NAD+. Ta cz êœæ eks per yme ntu po -
twierd za za tem udzia³ mi toc hondr ialnej oksy dor edu ktazy 
NADH : ubic hinon w re dukc ji me nad ionu [18, 25].
W trze ciej gru pie ba dawc zej wa riantu A, tj. z u¿ yciem
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frak cji S9 z do datk iem 3AT, kt óry ha mowa³ MEOS,
ubyt ek Et-OH wy nosi³ zaœ tyl ko 2,7 mM, czy li by³ znacz -
nie mniej szy ni¿ we frak cjach S0.6 i S9 (na tom iast  war -
toœæ AUC w po rów naniu z prób¹ kon troln¹ zmniej szy³a
siê o 7%), co nale¿y przypi saæ aktywn oœci QR, gdy¿ tyl -
ko ten uk³ad re oks yda cji NADH by³ w tym przy padku ak -
tywny. Ró ¿nicê w ubytku Et-OH (zwiêk szenie AUC
o 3%), jak¹ w wa rianc ie A ob serw owa no mi êdzy frak cj¹
S9 a S9 + 3AT ob serw owan¹, pr zypi saæ wiêc na le¿y re -
oks yda cji NADH przez MEOS.

W wa rianc ie B, tj. w ho mog ena tach, do kt óry ch do -
dano za rów no me nad ion (czy li wit aminê K3), jak i DIC
(czy li di kum arol blo kuj¹cy QR i MEOS), ubyt ek Et-OH
po 180 mi nut ach in kub acji dla grup ba dawc zych S0.6; S9 
i S9 + 3AT wy nosi³ od pow iednio: 2,7; 2,9 i 2,2 mM,
a AUC wz glê dem pr óby kon trol nej zmniej szy³o siê
o 12%, 4% i 4 % (p < 0,02, dla S9 + 3AT p > 0,02).
Ró¿nice miêdzy frak cj¹ S0.6 a frak cjami S9 i S9 + 3AT
(p < 0,02) wi¹zaæ nale ¿y z blo kow ani em przez di kum arol
za rów no QR, jak i re dukt azy NADPH : cy toc hrom P450
oraz re dukt azy NADH : cy toc hrom b5, a wiêc en zym ów
MEOS [5, 10, 11], co po twierd za brak ró ¿nic mi êdzy
AUC dla S9 i S9 + 3AT. Wzrost AUC miêdzy frak cjami
S9 i S9 + 3AT a frak cj¹ S0.6 wy nosz¹cy 8% w pr zyjêtym
mo delu eks per yme ntal nym, prz ypi saæ wiêc nal e¿y wy -
³¹cznie aktywnoœci mi toc hondr ialnej oksy dor edu ktazy
NADH : ubic hinon we frak cji S0.6. Je¿e li na tom iast po -
rów naæ AUC dla frak cji S9 i S9 + 3AT w gru pie kon trol -
nej i w wa rianc ie B, gdzie zgod nie z za³o¿en iem wy -
³¹czo na po winna zo staæ ak tywn oœæ en zymów re duk uj¹ -
cych me nad ion, to ró ¿ni cê wy nosz¹c¹ 4% (p > 0,02) mo -
¿na t³um aczyæ nie komp letn¹ in hib icj¹ tych en zym ów,
ewent ual nie udzia³em w re oks yda cji NADH do NAD+
ta k¿e in nych en zymów oraz utlen iani em etan olu przez
H2O2 zale¿n¹ katalazê [14, 15, 18].

5. Wnio ski

1. Sty mul owa na przez me nad ion ak cel era cja utlen iania
Et-OH za chod zi ta k¿e w ho mog ena tach w¹trób ludz -
kich.

2. Porównanie wartoœci AUC wska zuje, ¿e in vi tro
w zw iêkszonej przez witaminê K szybkoœci  utle -
niania Et-OH maj¹ udzia³ zarówno re dukt aza  chino -
nowa jak i en zymy mi toc hondr ialne oraz MEOS,
a pro pon owa ny sche mat re lac ji, ja kie za chodz¹
w trak cie tego ko met abo liz mu uzas adni ony anal iz¹
wyni ków eks per yme ntu, przed staw ia ry cina 5.

3. Wy niki ba dañ nad ko met abo liz mem me nad ionu
i etan olu wska zuj¹ na mo¿l iwoœæ in ter akcji etan olu
i ¿ywn oœci bo gat ej w wi tam inê K w or gan izm ie cz³o -
wieka.
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