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kpblc в условuях оOнокраmпоео ввеdенuя разлuчньlх Ооз эmанола. Вьtявлено снuuсенuе
поmочноit скоросmu dанноео пуmu rcаmаболuзма zлюtсозь! прu осmрой алкоеольной uн-
mоrcсuкацuu. Усmановлен прямой uнеuбuруюuluй эффеrcm высоrcой dозы эmанола на
акmuвносmь печеночной фосфофруrcmокuназы, чmо поdmверсrcоаеmся резульmаmамч
опыmов iп yilro.
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Алкогольнaш интоксикаlця приводит к накоIIлению восстановителъ-
ных эквивiLпентов в ткани печени, что проявляется в релшIении стацио-
нарной концентрации НАДн rl3;7l. Имеютсяданные о противополо)lG{ом
воздействии этанола на активность ферментов гликолиза и глюконеоге-
неза В печени, что связано с изменением конЦентраций гликолити.IесКI/D(
гормонов [14; 20]. Так, по данным ряда авторов, одноц)атное введение
алкогоJш голодающим крысам приводI,шо в печени к повышению актив-
ности фосфофрукгокI,Iназы и пир}tsатк],{назы, а TaIoKe росту соотношения
лакгат/пиР}ъат, на фоне неизменного колиIIества лактата [6]. Прием эта-
нола стимулировzrл распад гликогена в печени накормленных )ФIвотных
[14] и приводил к }тнетению кJIючевых реаюдий глюконеогенеза в печени
людей [20]. ПоражениlI скеJIетной мускулатуры достаточно часто встреча-
ются при алкогольной интоксикации [18]. ,Щанньтй процесс сопровохда-
ется развитием острой алкогольной миопатии и проявJUIется мышечными
болями, а TaIcKe изменениrIми маркерных показателей в крови tS; 16; 17].

известно, что основной метаболит этанола - ацеталъдегид - нарушает
функции почени и друпл( органов [21]. Он тормозит окислительно-вос-
становительные реакIIии, в IIJIазме крови при этом накапливаются )il,{p-
ные кислоты, гJII,[церин и Iмровиноградная Iс,{слота. Все это способствует
накоплению кисJьIх метабоrпатов, развитию метаболического ацидоза, а
TaIcKe отекупегкID( [1]. Часто отмечают гипокаJIьциемию и гипогликемию,
что может статъ пршIиной судорог. Ацетальдегрц увели({ивает вьтсвобох{де-
ние из адренергическ}D( окончаттий катехоламинов, которые повышают то-
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нус артерий мышечного типа и артериол, вызывают тzжикардию, повыша-
ют потребНость миокаРда и друп,{х тканей в кислород е |2l;24].

Острая алкогольнаrI интоксикация на фоне голодания сопровох(да-
ется более выраженными дистрофическими и некротиаIесIс,(ми измене-
ниями в миоцитах, уN{еньшением содержания липидов и гликогена [23].Нарушения накоIIления гликогена в скелетной мускулатуре крыс были по-
казаны и в ряде другш экспериментов [11]. Авторы считают это одним из
патоIенетиrтеских аспектов развития аJIкогольной миопатии. Однокр атное
внутривенное введение этанола эксперимент;uIьным )о4вотным сопрово*
ждzшось увелшIением отношения лактатfпируват в печени и мышечной
ткани, а TaIcKe увелш{ением и)овняАмФ в обеихтканях [11].

несмотря на определеlrное количество работ, посвященнъrх изучению
влияния этанола на метаболи!Iеск}Iо процессы в организме, до конца не-
вьшсн9нными остаются вопросы патогенетиIIеских механизмов развития
этой патологии, что и предопределило проведение данного исследования.

МАТЕРИАIIЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В эксперименте по моделированию острой алкогольной интоксикации

бьтли использованы белые беспородные крысы-самцы, массой 180-220
г" Перед декапитацией все животные 12 часов содержалисъ без пищи при
свободном досц/пе к воде. Выбор количества вводимого алкоголrI был об-
условлен имеющимися представлениями о мulJIых, средних и болъшrш до-
зtlх, с одной стороны, и задачей выяснения дозозависимых эффекгов эта*
нола, с другой. особям первой эксперимента:тьной группы (концlоль, n :
8) внугрю,r<еJцIдочно вводили 1 мл физиоломческого раствора NaCl, вто-
рой _ 25% раствор этанолавдозе 1 г/кг (n: 8), ,р.r".й - раствор этанола
в дозе 2,5 тfкl (n : 8) и четвертой (n : 8) - раствор этанола в колиIIестве
5 г/кг массы тела. Щекапитацию производили через 1 час после введения
этанола и физиоломческого раствора.

После декапитации экспериментilльных животных у них быстро из-
влекали печень. Акгивность ферментов определяли в супернатанте.
Определение активностей гексокиназы (ГК) и глюкокиназы (ГЛК) ос-
новано на спектрофотометрическом измерении нарастания содержания
НДДФН в присутствии соответствУющей конч.пrrрuu"" субстрата иизбыт-
ка вносимой в инкубационную средудегидрогеназы Г-6-Ф. Определение
активности Гк и Глк в системе, сопряженной с глюкозо-6-фосфатдепад-
рогеназой [19], является универсuulьным методом измерения активности
эмх ферментов.

Аr<гивнооТь фосфофРукгокинаЗы ( Ф ФК) определ,IJIась методом, опи -
санныМ в работе А. Undervrrd [22]. ПриНцип данной аналитическоЙ проце-
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дуры основан на спекгрофотометричоской ремстрации скорости окисле-
ния НАДН в сопрfiконной реакции с фруктозо-l,б*дифосфатальдолазой,
0-глицерофосфатдегидроIеназой и триозофос-фатизомеразой.

Активность пир)tsаткиназы (ПК) определяли по ремстрации убыли
НАДН при трансформации образующегося пирувата в лактат в прис}т-
ствии содерж4IIIеЙся в инкубационной среде лактатдегидрогеназы (лДГ)
t5].

определение активности Л!Г основываJIось на исследовании скорости
окисJIения НАДн при превращении лактата в пируват. Это регистрирова-
лось спектрофотометрически по убыли волLгIины оптической гrлотности
при длине волны за0 н}а [2J.

с целью выяснения характера эффектов этанола на активность некото-
рых кJIючевых ферментов гликолиза в печени были выполнены опытьт in
vitro с созданием в инкубационной среде по определению ферментатив-
ной акrивности различных концентраций этанола (5-500 мМ). В экспе-
риментах По из)п{ению моханизма влиrIниrI мкоголя на активность ФФК
и ПК использовано 35 животньrх, которы9 были разделены на IuITb равных
групп: контроль (1-я группа), 5 мМ этанола (2-я группа), 50 мМ этанола
(3-я группа), 100 мМ этанола (4-я группа) и 500 мМ этанола (5-я группа),

Для моделирования трёхмерных струкгур ФФК человека и крысы
была исполъзована известная трёхмерная структура с идентификатором
3O8L из международной базы данных Protein Data Bank (www.pdb.org).
консенсусные аминокислотные последовательности ферментов взяты
из международной базы данных UniProt (www.uniprot.oTg). В работе ис-
пользовrtлись известные трёхмерные структуры человеческой мышечной
(IZJH) и человеческой печёночной ПК (2vGВ). Гомологичнъте ферменты
крысы смоделированы на основании соответствуюIцих трёхмерных струк-
ryр фермеrrгов человека. Моделирование цl ёхмерньп< структур ферментов
проводили с помощью сервера Swiss Model (http://swissmodel.expasy.org),
использовался ре)оlм моделирования по готовому выравниванию ами*
нокислотной последовательности моделируемого фермента с аминокис-
лотной послодовательностью шаблона. Выравнивание аминокислотных
последовательностей проводили с помощью проц)аммы MEGA б (www.
megasoftware.net), встроенным в неё алгоритмом Muscle.

.Щля молекулярного докинга этанола, АДФ и АТФ к модеJI;Iм печёноч-
ной ФФК человека и крысы, а TaIoKe дJIя докинга этанола и аланина к
трёхмерным структурам печёночной ПК чеJIовека и моделrIм трёхмерньтх
стрyIсгур печёночной пк крысы был использован Docking Sеrчеr (www.
docНngserver.com).
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Нами рассчитаны значения константы связывания по приведенной
ниже формуле по средним значениrIм свободной энергии связывания для
10 попыток докинг-полбора наиболее подходящей области связьшаниrI в
КаЖдой из пар <,белок-лиганд>:

к - е-^с/Rт где
К - константа ингибированиJI;
AG - свободнаJI энергшI связываниrI (кклал/моль);
R - газовая постояннiш (1,99 . 10-З ккал/моль.К);
Т - темпераryра (310 К).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
При введении этанола в дозе 1 г/rс массы тела (2-я группа) наблюдалось

снижение активности ферментов начiчIьных реакций гликолиза в печени:
скоростъ ГК при этом регистрировалась понI,Dкенной на 29Vo (р < 0,02),
а ГЛК - на З4% (р < 0,001) по сравнению с контрольными значениями
(mобл.1). Уживотнътх2-йгруппы сни)<алась активность ПК, тогда как ак-
тивности ФФК и ЛЩГ не отличались от таковых в конц)ольной гр5rппе.

Введение этанола в средней экспериментальной дозе (2, 5 г/кг) несколь-
ко меняло состояние гликолиза в печени в сравнении с предьIдущей грlтl*
пой. Аr<rивность ГК снижа_llась в сравнении со значениями контрольной
гр)ппы, тогда как активность ГЛК норм;шизовалась (mабл..}. Активность
еще одного лимитирующего фермента гликолиза, ФФК - у особей 3-й
группы снижаJIась, а ПК - не отличалась от контроля. Выявленное повы-
шение активности ЛДГ в данньш экспериментальных условиях указывает
на преобладание анаэробных процессов в ткани печени, которые проявля-
ются при увеличении степени алкогольной интоксиклции.

Введение этанола в высокой эксперимента_rrьной лозе (5 г/кг) приволи-
ло к ингибированию активности всех лимитирующих ферментов гJIико-
лиза в печени (mобл. 1). Причем степенъ ингибирования бьша вырilкена
в большей степени, чем при введении более низких количеств алкоголlI.
По сравнению с контрольными животными, у особей 4-й группы актив-
ность ГК сншкалась на З5% (р < 0,001), ГЛК - наЗ7Vо (р < 0,001), ФФК -
на28% (р < 0,02) и ПК - наЗ2% (р ( 0,01), что свидетельствует о сниже*
нии поточной скорости гликолиза в печени при выра;кенной а-rrкогольной
интоксикации, В то же время в данных условиях статистиt{ески значимо

повыш€uIась активность Л.ЩГ, что указывает на активизацию анаэробньш
процессов при увеличении степени алкогольной интоксикации.
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Таб.luttа !
Активность ферментов гликолиза в печени (нмоль/мг/мин) при острой

алкогольной интоксикаци и

Фермент Экспериментfu,Iьные группы

1-я
(контроль)

2-я
(1гl,с)

3-я
(2,5 г/кг)

4-я
(5 гДп)

гк з,l4
(2,58; 3,58)

2,|7
( 1,99; 2,58)*

2,4|
1,87; 2,69)*

2,18
(I,291'2,78)*

глк 10,08
(8,54;10.15)

6,35
(5,З6;7 ,22)*

8,1 1

(7 ,22;8,96)
6,55

(5,1 1; 7,06)*

ФФк 8,25
(7,58;,9,21)

8,27
(7,88;9,88)

5,90
(5,25;6,2З)*

5,84
(5,03;6,12)*

пк 65,2|
(56,2З;69.61)

51,02
(48,25;52,25)*

58, 14

(52,18;64,18)
42,|з

(38,98; 46,94)*

лдг 158,з 1

(l44,03;
|66,|4)

187,59
( 166,33;
l93,14)

222,06
(219,01;
238, i6)*

246,91
(230,67;
259, l )*

Прuмечанuе: здесь и ь mабл. 2 данные выра>кены в влце Ме (25, 7 5);
* - статистически значимые различия с конц)олем (р < 0,05).

Этанол мо)<ет взаимодействовать с большим количеством белков, буду-
чи составной частью растворителей. Кроме того, iчIкоголь связывает холи-
норецепторы в качостве агониста, ГдМК-рецепторы в качестве поло)Iо1-
тельного zшлостериtlеского модулlIтора, рецепторы N-метил-D-аспартата
в качеств0 антагониста, а Talcke глициновые рецепторы как агонист.
Более того, этанол активирует калиевые каналы, реryлируемые G-белком.
Предполояоrтельный карман дJ,Iя связываниrI этанола на этих Kaнiulax по-
хож на таковой, описанный для белка LUSH дрозофилы. Болок LUSH -
это специфичесtсrй рец9птор для этанола в системе обоняния плодовой
мушки [4;15;25J.

Принимая во внимание способность этанола к образованию водород-
ных связей и формированию мдрофобных контактов с белками, вЕlжным
представился вопрос о том, является ли его действие на активность одного
из лимитир).ющих ферментов гликолиза в печени ФФК прямым. Прямое
воздействие - это следствие физического связываниrI этанола опреде*
лённой областью белка. В слlпrае непрямого эффекга этанол может дей-
ствовать через изменение текучести кJIеточных мембран, сбои в Еервной
и ryморzшьной реryляl\ии, а TaIcKe через связывание с другими белками и
ДНК. Еще один вопрос, который мы хотели решить в данных исследова-
ниrD(, может ли прямое ингибирование активности ФФК этанолом быть

48Ре
по
зи
то
ри
й Г
рГ
МУ



мЕдикO-БиOлOгичЕскиЕ АспЕкты нАркOлOгии

связано с },гнетение},{ её активности при острой аJIкогольной интоксика-
ции.

результаты оrтытов in vitro показали, что прямое ингибирование актив-
ности печёночной ФФК имеет место при достюкении концентрации эта-
нола в инкубационной среде 100 мМ (mабл. 2).Такимобразом, вполнs ве-
роятно, что прямое ингибирование активности ФФК печени наблюдается
при остроЙ чuIкогольнОй интоксиКации в лозе 5 г/кг.

Д-пя моделированиlI трёхмерньп струкtур печёночной ФФК крысы и
человека нами использован сервер Swiss Model [13]. В качестве шаблона
применялась известная ЗD структура зо8L - мышечная ФФК кролика,
Щля молекулярного докинга этанола, АДФ и АТФ к модеJU{м печёночной
ФФК человека и крысЫ бЪгr применен DocКng Sеrчеr |9; 121.

Таблuца 2
Акти вность фосфофруктокиназы (н моль/м г/мин) в печени крыс

при различных концентрациях этанола in чitrо

ФФк Экспериментальные группы
Контроль Этанол

5мМ
Этанол
50 мN4

Этанол
100 MN{

Этано,-I
500 rr\I

8,35
(7 ,4;9,0)

7,35
(7,1;8,8)

7,6
(5,9;9,9) (4,0; 5,7)*

4,65
(4,2;6,4)*

АДФ явлlяется €uIлостерическим активатором ФФК [10]. Сайт ди его
связывания вкIIючает аминокислотные остатки: Asp 1 73, Metl 74, Asp 1 79,
Tyr2|4, Phe308, Asn341, SеrЗ77, Asn381, Phe538, Asp543 и Phe671. Docking
sеrчеr правильно опредолил сайт для связываниr{ этой молекулы. Этанол
можеТ быть связан с той частью ДЩФ-связывающего сайта, KoToparl спо-
собна взаимодействовать с аденином (рuс. t).

Три остатка фенилаланина (Phe308, Phe538 и Phe671) способны обра-
зовыватЬ гидрофобные контакТы или встуtIать во взаимодействие с этано-
лом [10]. остаток Asp543 принимает },ц{астие в поJU{рных взаимодействи-
ях. Константы связывануIЯ для этаноЛа, естественно, значителъно ниже,
чем для АдФ. Это говорит о том, что он способен вытеснять АДФ из со-
ответствующих сайтов толъко при достижении высокой концентрации.
Собственно, это и доказаJIи результаты эксперимента in vTtro (mабi. 2). с
другоЙ стороны, для белка дрозофилы LUSH энергия связываниrI равна
2,03 кка:r/моль, что только на8,5% HIDKе, чем дJIя печеночной ФФК чело-
века.

TalotM образом, активность ФФК печени может быть угнетена высо-
кой дозой этанола (5 г/rс), приводящей к достlакению пиковой концен-
трации (100 мМ) в крови за счёт связываниrI его аJIлостери.Iеским сайтом.
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Угнетение активности ФФК fIечени после вводениrI 2,5 r/lc этанола, вы-
явленное нами в опытах in vivo, вероятно, обусловлено непрямым меха-
низмом и связано с повышением соотношениrI НАДН/НАД* при острой
аJIкогольной интоксикации. ВозмоlIсrым Iц/тем реzшизации эффектов
умеренной алко ольной интоксикации на активность печеночной ФФК
является продуцирование АДГ НАДН, который, в свою очередь, инмби-
рует изоцитратдегидрогеназу. Результатом данных изменений является
ростуровня циц)ата, который ингибирует активность ФФК.

Рис,1,РасполOжение мOлекулы этанOла в аллOстерическOм центре печеночной ФФК
челOвека.

Аналогичные исспедованиrI in vitro бьши выполнены с целью BbuIcHe-
ниrI xapirkтepa эффекгов однократно вводимого этанола на активностъ Пк
печени. Снr-оlсение активности данного фермента при острой алкогольной
ИНТОКСИКации (5 г/к), вьuIвленное в опытrlх invivo, доJDI<r{о быть связано
С НОПРЯМЫм механизмом, так как их активность in vitro снижалась толъко
В Прис)ДстВии эТанола в Конценц)ации 500 мМ, а ТаКа"я КонцентрацИЯ ал-
коIоJIrI в TKaHrIx живого организма недостI,DIо4ма.

TaIorM образом, остраJI аJIкогольнilя интоксикациrI приводит к инм-
бированию кlIючевых ферментов гликолиза в печени. Этанол в высокой
дозе оказывает прямой ингибирующий эффект на активность одного из
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кJIючовых ферментов гликолиза - ФФк, что подтверхдается снюкением
скорости данной энзиматиlIеQкой реакции в опытах in чitrо.
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