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Злоупотребление алкоголем и алкоголизм наносят большой материаль­
ный и моральный ущерб современному обществу, являются важными причина­
ми заболеваемости и смертности населения Беларуси и многих других стран 
[Эауіз К.В.; 1994, \УеЪЪ С.Р., 2005; Разводовский, 2007]. За последние три деся­
тилетия употребление алкоголя в промышленно-развитых странах возросло в 
среднем в 15 раз, что привело, по данным ВОЗ, к заболеваемости алкоголизмом 
до 10% взрослого населения.

Несмотря на огромные усилия мирового научного сообщества, лечение 
алкоголизма остаётся неэффективным. Это связано с недостаточной изученно­
стью нейрохимических механизмов патогенеза данного тяжёлого заболевания. 
Известно, что этанол свободно переходит из крови в мозг и вызывает значи­
тельные нарушения деятельности ЦНС [Вакег К.С., 1996; НагШп§ АЗ. 1997; 
Рйегіегпопі еі аі. 2004; Пиголкин Ю.И., 2000]. Причём особо высокую нейро­
нальную токсичность проявляет первый продукт окисления этанола в организ­
ме -  ацетальдегид (АА) [РЬШірз, 1987].

Многочисленные исследования показали, что АА опосредует ряд цен­
тральных (нейрохимических, поведенческих и нейротоксических) эффектов ал­
коголя и может играть ключевую роль в патогенезе алкоголизма [НиШ, 1995; 
(Зйегіетопі, 2004; Эеіігісіі, 2005; Зиматкин, 2006; Зиматкин, 2007]. Очевидно, 
что для этого АА должен присутствовать в мозге. Но АА, образующийся на пе­
риферии, не проходит через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). Возможность 
окисления этанола в самом мозге была показана ранее в опытах іп уііго: в гомо­
генатах мозга и культурах нервных и глиальных клеток [Ага§оп еі аі., 1992; ОШ 
еі аі., 1992; 2ітаІкіп, ЭеіІхісЬ, 1997]. Установлено, что основным ферментом, 
катализирующим этот процесс в мозге, является каталаза [ОШ е! а1., 1992; Нат- 
Ьу Мазоп К. 1997; 2ітаікіп еі аі., 1998] и в меньшей степени -  цитохром Р450 
2Е1 [2іша1кіп еі аі., 2006].

Вместе с тем, всегда оставались сомнения, насколько процесс окисления 
этанола в мозге, выявленный іп уііго, имеет место в живом организме. Несмотря 
на принципиальную важность вопроса, возможность прижизненного окисления 
этанола в мозге до настоящего времени не была доказана. Это определяет акту­
альность и важность настоящего исследования.

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Связь работы с крупными научными программами, темами
Работа выполнена в 2002 -  2008 годах в лаборатории аналитической био­

химии на базе Центральной научно-исследовательской лаборатории (ЦНИИ) 
УО «ГрГМУ» в рамках научных планов работы Гродненского государственно­
го медицинского университета и соответствует приоритетным направлениям 
фундаментальных и прикладных научных исследований (04201.
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Закономерности течения патологического процесса). Работа выполнялась в 
рамках Государственной научной программы фундаментальных исследо­
ваний «Изучение этиопатогенеза наиболее распространенных и вновь воз­
никающих заболеваний человека и разработка на их основе новых меди­
цинских технологий» (2002-2005 гг., № государственной регистрации 
20021640) и «Современные клеточные и молекулярно-генетические техно­
логии в медицине; новые подходы к регуляции коррекции (реабилитации) 
и профилактике патологических состояний человека» по теме: «Разработка 
критериев оценки степени патофизиологических и патоморфологических 
нарушений при заболеваниях внутренних органов на основе анализа мета­
болитов белкового и аминокислотного обменов и создание новых методов 
диагностики, профилактики, лечения и реабилитации больных» (2006-2009 
гг., № государственной регистрации 20065772).

Цель и задачи исследования
Целью исследования явилось установление іп уіуо путей прижизненного 

окисления экзогенного этанола в мозге крысы.
В соответствии с поставленной целью определены следующие задачи:

1. Разработать способ исследования прижизненной элиминации и окисления 
экзогенного этанола в мозге крысы.

2. Установить закономерности прижизненной элиминации и окисления этано­
ла в мозге крысы.

3. Выяснить влияние скорости вентрикуло-цистернальной перфузии и содер­
жания этанола в перфузионной жидкости на процесс элиминации и окисле­
ния экзогенного этанола в мозге крысы.

4. Установить динамику посмертных изменений элиминации и окисления эта­
нола в мозге крысы.

5. Оценить участие каталазы в процессе прижизненного окисления этанола в 
мозге крысы.

Объектом исследования явилась ликворопроводящая система головного 
мозга беспородных белых крыс-самцов, а предметом исследования -  прижиз­
ненная элиминация и окисление экзогенного этанола в мозге.

Положения диссертации, выносимые на защиту
1. Разработан способ прижизненного исследования элиминации и окисления 

экзогенного этанола в мозге крысы, позволяющий изучать индивидуальную 
динамику этих процессов.

2. Установлены закономерности прижизненной элиминации и окисления экзо­
генного этанола в мозге крысы. Эти процессы зависят от скорости вентрику­
ло-цистернальной перфузии и концентрации этанола в перфузионном рас­
творе; они резко замедляются, но не прекращаются после остановки крово­
обращения и смерти животного.
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з. Фермент каталаза вносит значительный (до 80%) вклад в процесс прижиз­
ненного окисления этанола в мозге крысы.

Личный вклад соискателя
Соискателем проведены все экспериментальные исследования, статисти­

ческая обработка и анализ полученных результатов, а также написаны чернови­
ки опубликованных статей. Представленные к публикации результаты исследо­
ваний получены автором самостоятельно. Разработка стратегии исследований, 
постановка целей и задач, обсуждение полученных результатов проводились 
совместно с научным руководителем.

Апробация результатов диссертации
Результаты исследований представлены и обсуждены на следующих на­

учных мероприятиях:
-  конференция студентов и молодых учёных Гродненского государствен­

ного медицинского университета (2004, 2005, 2006, 2007 г.г.);
-  X Республиканская научная конференция студентов и аспирантов Рес­

публики Беларусь «НИРС-2005», Гродно 2005;
-  I Международный съезд физиологов СНГ, Дагомыс, 2005;
-  XI съезд Белорусского общества физиологов, Минск, 2006;
-  Международная научная конференция молодых ученых «Молодежь в 

науке 2006», Минск 2006;
-  международная конференция, посвящённая 85-летию БГМУ, Минск, 

2006;
-  совместный конгресс Международного и Американского обществ по 

биомедицинскому исследованию алкоголизма, симпозиум «Окисление 
этанола в мозге и его последствия», Вашингтон, 2008. 
Опубликованность результатов диссертации
По теме диссертации опубликовано 13 печатных работ (из них единолич­

но -  2): 7 статей (5 из них в журналах, включенных в перечень изданий, реко­
мендованных ВАК РБ, либо в зарубежных научных изданиях) и 6 тезисов. Объ­
ём в авторских листах -  3,2 из них 2,3 подготовлено лично соискателем. По ре­
зультатам разработки способа исследования окисления этанола в мозге получен 
патент на изобретение (№ а 20050672).

Выражаю искреннюю благодарность сотрудникам лаборатории аналити­
ческой биохимии ЦНИИ УО «ГрГМУ» на базе которой была выполнена работа
и, особенно, заведующему ЦНИЛ, д.м.н. Шейбаку В.М., руководителю лабора­
тории, в.н.с. ЦНИЛ, к.м.н. Наумову А.В., ст.н.с. ЦНИЛ, к.м.н. Дорошенко Е.М, 
ст.н.с. ЦНИЛ, к.б.н. Смирнову В.Ю. за помощь при выполнении эксперимен­
тальных исследований и методические консультации.
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Структура и объем диссертации
Диссертация состоит из введения, общей характеристики работы, 

трёх глав (обзор литературы, материал и методы исследования, результаты 
исследования), заключения, библиографического списка и приложений. 
Работа изложена на 74 страницах (не включая 2 таблицы, 22 рисунка и 1 
приложения). Список использованных источников литературы и публика­
ций автора включает 216 источников, из них 29 русскоязычных и 187 зару­
бежных.

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ

Материалы и методы исследования
Исследования выполнены на 94 белых крысах-самцах массой 220 - 270 г. 

полученных из вивария Гродненского государственного медицинского универ­
ситета. Животных содержали при постоянном доступе к стандартному корму и 
питьевой воде. На проведение исследований получено разрешение Этического 
комитета ГрГМУ.

Для вентрикуло-цистернальной перфузии мозга лабораторных крыс 
массой 220-270 г. под общим наркозом (калипсол 100 мг/кг, в/б) помещали в 
стереотаксический аппарат, делали надрез мягких тканей головы, с помощью 
портативной бормашины просверливали черепную коробку. Перфузионную 
жидкость вводили через иглу в боковой желудочек головного мозга согласно 
координатам стереотаксического атласа головного мозга крысы [Рахіпоз, 
ХУаІзоп, 1997]: - 0,9 мм дистальнее брегмы в лобно-затылочном направлении и 
1,5 мм латеральнее срединной линии черепа; глубина -  3,5 мм. При этом иглу 
для введения перфузионной жидкости соединяли фторопластовым капилляром 
со шприцем, установленным в микронасосе (автоматический шприцевой доза­
тор) со скоростью подачи жидкости 12 мкл/мин.
Эта скорость была выбрана для перфузии экспериментально как оптимальная, 
что согласуется с данными литературы о допустимой скорости перфузии желу­
дочков мозга [Огезсоуіс, Кіагіса, 2003].

Пробы перфузата для анализа отбирали из большой цистерны заднего 
мозга (БЦМ) через иглу, соединённую с фторопластовым капилляром, путём 
прокола твёрдой мозговой оболочки в точке, равноудалённой от боковых сте­
нок БЦМ, располагающейся на глубине 1,5 мм от проецируемой на коже точки, 
на 1,5 мм проксимальнее места наибольшей подвижности твёрдой мозговой 
оболочки, определяемым при надавливании пуговчатым зондом [Лебедев С.В., 
Блинов Д.В., 2004]. Выход перфузата осуществлялся самотёком под влиянием 
повышенного давления нагнетаемой жидкости.
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для прижизненного исследования окисления этанола в мозге являются скорость 
перфузии 10-12  мкл/мин и концентрация этанола в перфузионной жидкости -  
100- 130 мМ [3,4, 5,6, 7, 13].

4. Процессы элиминации и окисления этанола в мозге резко замедляются, 
но не прекращаются после остановки кровообращения и смерти животного. Это 
связано с резким прекращением элиминации этанола с кровотоком (возрастание 
уровня этанола в перфузате на 20 %) и постепенным угнетением процесса 
окисления этанола тканями мозга (возрастанием уровня этанола в перфузате 
ещё на 30 %). При этом элиминация и окисление этанола в мозге (до 50 %) про­
должаются и через 5 часов после смерти крыс, вероятно за счёт сохранившейся 
(на 80 %) активности каталазы [6, 7, 8, 12, 13].

5. Ингибиторы каталазы -  аминотриазол, азид натрия и цианамид кальция -  
на 60 -  70 % угнетают прижизненное окисление этанола в мозге крысы. Это 
свидетельствует о значительном вкладе каталазы в процесс прижизненного 
окисления этанола в мозге крысы [5, 6, 7, 10, 12, 13].

Рекомендации по практическому использованию результатов
По результатам разработки способа исследования получен патент на изо­

бретение «Способ исследования окисления этанола в головном мозге живот­
ных: пат. 10107 Респ. Беларусь, МПК (2006) С 01 N 33/48 -  № а 20050672; за- 
явл. 05.07.2005; опубл. 30.04.07

Результаты исследования и способ изучения метаболизма этанола вне­
дрены в научную работу Центральной научно-исследовательской лаборатории 
УО «ГрГМУ», а также в учебный процесс на кафедрах общей и биоорганиче­
ской химии, биохимии, патологической физиологии «ГрГМУ» и кафедры био­
химии УО «Гродненский госуниверситет им. Я.Купалы», где они используются 
для расширения фундаментальных знаний студентов биологического и меди­
цинского профиля о метаболизме этанола в организме и механизмах действия 
алкоголя на мозг.
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РЭЗЮМЭ

Бубен Аляксандр Леанідавіч
Прыжыццёвае акісленне экзагеннага этанолу ў мозгу пацука

Ключавыя словы: галаўны мозг, страўнічкі мозгу, перфузія, этанол, 
ацэтальдэгід, каталаза, інгібітары, амінатрыязол, азід натрыю, цыянамід.

Мэта даследавання: высвятленне магчымасцяў і шляхоў прыжыццёвага 
акіслення экзагеннага этанолу ў мозгу пацука.

Метады даследавання: біяхімічныя, спектрафотаметрычныя,
газахраматаграфичныя, статыстычныя. Апаратура: стэрэатаксічны апарат 
СЭЖ-3 (СССР), шпрыцавы дазатар ДШ-08 (Беларусь), спектрафатометр М500.2 
Кагі 2еІ55 (Германія), газавы храматограф НР6890 (ЗША).

Атрыманыя вынікі і іх навізна. Распрацаваны спосаб прыжыццёвага 
даследавання акіслення этанолу ў мозгу. Спосаб уключае стэрэатаксічныя 
ўводзіны этанолзмяшчаючага перфузійнага раствору ў бакавы страўнічак моз­
гу, атрыманне ўзораў перфузату з вялікай цыстэрны мозгу і 
газохроматографічнага азначэння ў іх змяншэння этанолу і назапашвання 
ацэтальдэгіду. Упершыню даказана магчымасць прыжыццёвага акіслення экза­
геннага этанолу ў мозгу пацука. Пры перфузіі мозгу жывёлін утрыманне этано­
лу ў перфузате значна ніжэй, чым у зыходным перфузійнным растворы; пры гэ- 
тым у перфузате з'яўляецца першы метабаліт этанолу - ацэтапьдэгід.

Працэсы прыжыццёвай элімінацыі і акіслення этанолу ў мозгу пацука 
залежаць ад хуткасці вентрыкула-цыстэрнальнай перфузіі і канцэнтрацыі 
этанолу ў перфузійнным растворы. Працэсы элімінацыі і акіслення этанолу ў 
мозгу рэзка запавольваюцца, але не спыняюцца, пасля прыпынку кровазвароту і 
смерці жывёліны. Гэта звязана з рэзкім спыненнем элімінацыі этанолу з 
крывацёкам (узрастанне ўзроўня этанолу ў перфузаце на 20 %) і паступовым 
прыгнётам працэсу акіслення этанолу тканінай мозгу (узрастаннем узроўня 
этанолу ў перфузаце яшчэ на 30 %). Інгібітары каталазы амінатрыязол, азід 
натрыю і цыянамід кальцыя на 60 - 70 % прыгнятаюць прыжыццёвае акісленне 
этанолу ў мозгу пацука. Гэта сведчыць аб значным укладанні каталазы ў працэс 
прыжыццёвага акіслення этанолу ў мозгу пацука.

Рэкамендацыі па выкарыстанні. Атрыманыя вынікі даследванняў 
могуць выкарыстоўвацца ў ВНУ для выкладання студэнтам медыка- 
біялагічнага профілю, а таксама пры правядзенні даследаванняў метабалізму 
этанолу ў арганізме і механізмах дзеяння алкаголю на мозг. Дадзеныя аб 
дынаміцы пасмяротных змен элімінацыі і акісленні этанолу ў мозгу могуць 
выкарыстоўвацца пры вывучэнні гэтых працэсаў у судовай медыцыне.

Галіна выкарыстання: біяхімія, нейрахімія, судовая медыцына, 
фармакалогія.
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РЕЗЮМЕ

Бубен Александр Леонидович
Прижизненное окисление экзогенного этанола в мозге крысы

Ключевые слова: головной мозг, желудочки мозга, перфузия, этанол, 
ацетальдегид, каталаза, ингибиторы, аминотриазол, азид натрия, цианамид.

Цель исследования: выяснение возможностей и путей прижизненного 
окисления экзогенного этанола в мозге крысы.

Методы исследования: биохимические, спектрофотометрические, газо­
хроматографические, статистические. Аппаратура: стереотаксический аппарат 
СЭЖ-3 (СССР), шприцевой дозатор ДШ-08 (Беларусь), спектрофотометр 
М500.2 Кагі 2еі$$ (Германия), газовый хроматограф НР6890 (США).

Полученные результаты и их новизна. Разработан способ прижизнен­
ного исследования окисления этанола в мозге. Способ включает стереотаксиче­
ское введение этанолсодержащего перфузионного раствора в боковой желудо­
чек мозга, получение образцов перфузата из большой цистерны мозга и газо­
хроматографического определения в них убыли этанола и накопления ацеталь­
дегида. Впервые доказана возможность прижизненного окисления экзогенного 
этанола в мозге крысы. При перфузии мозга животных содержание этанола в 
перфузате значительно ниже, чем в исходном перфузионном растворе; при этом 
в перфузате появляется первый метаболит этанола -  ацетальдегид. Процессы 
прижизненной элиминации и окисления этанола в мозге крысы зависят от ско­
рости вентрикуло-цистернальной перфузии и концентрации этанола в перфузи­
онном растворе. Процессы элиминации и окисления этанола в мозге резко за­
медляются, но не прекращаются после остановки кровообращения и смерти 
животного. Это связано с резким прекращением элиминации этанола с крово­
током (возрастание уровня этанола в перфузате на 20 %) и постепенным угне­
тением процесса окисления этанола тканями мозга (возрастанием уровня эта­
нола в перфузате ещё на 30 %). Ингибиторы каталазы аминотриазол, азид на­
трия и цианамид кальция на 60 -  70 % угнетают прижизненное окисление эта­
нола в мозге крысы. Это свидетельствует о значительном вкладе каталазы в 
процесс прижизненного окисления этанола в мозге крысы.

Рекомендации по использованию. Полученные результаты 
исследований могут использоваться в ВУЗах для преподавания студентам ме­
дико-биологического профиля, а также в исследованиях метаболизма этанола 
в организме и механизмах действия алкоголя на мозг. Данные о динамике 
посмертных изменений элиминации и окисления этанола в мозге могут ис­
пользоваться при изучении этих процессов в судебной медицине.

Область применения: биохимия, нейрохимия, судебная медицина, 
фармакология.
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81ЛИМАКУ

ВиЬеп Аіехапсіг ЬеопігіоуісЬ 
Уі(аІ охіііаііоп оГехо§епонз еіЬапоІ іп (Ііе га( Ьгаіп

Кеухуопіз: Ьгаіп, Ьгаіп уепігісісз, регГйзіоп, еіЬапоІ, асеіаІсісЬучіе, саіаіазе, 
іпЬіЬііогз, атіпоігіазоіе, зосіійт агісіе, суапатісіе.

ТЬе аіт оГ 4Ье зііміу: сІагіГісаІіоп о4 роззіЬіІіІіез апсі \уауз о4 Уііаі охіёаііоп 
о4ехо§епойз еіЬапоІ іп Ле гаі Ьгаіп.

МеІЬогіз оС ІЬе зійсіу: ЬіосЬетісаІ, зресІгорЬоІотеІхіс, §аз сЬгошаІо^гарЬу, 
зіаіізіісаі. Аррагаійзез: зіегеоіасііс аррагаійз СЭЖ-3 (ІІ88Я), зутіп§е сіозег ДШ- 
08 (Всіагйз), зрссІгорЬоІотеіег М500.2 Кагі 2еізз (Ссппапу), §аз сЬготаіостарК 
НР6890 (ША).

Кесеіуесі гезиИз апй 4Ьеіг поуеііу. № \у теіЬоО оГ уііаі еіЬапоІ охіОаІіоп іп 
Ьгаіп гезеагсЬ \уаз сісуеіоресі. ТЬіз теіЬосІ іпсійсіез зіегсоіасііс іпзегііоп о4 еіЬапоІ 
сопІаіпіп§ регйізіпд зоійііоп іп іЬе Іаіегаі Ьгаіп уепігісіе, асцйізіііоп оГ регйізаіе 
ехатріез (тот сізіета тацпа апсі §аз сЬготаІоцгарЬіс кіепІіПсаІюп оГ еіЬапоІ сіе- 
сгеазе агкі ассІаІОсНусіе ассйтйіаііоп.

14 Ьаз Ьееп сіеісгтіпссі іНс роззіЬіІіІу о 4 уііаі охкіаіюп о4 схооепойз еіЬапоІ 
іп гаі Ьгаіп. Ойгіпз іЬс регГйзіоп о4 апітаі Ьгаіп іЬе ІеуеІ о4 еіЬапоІ іп рег4йзаІе із 
тйсЬ Іо\уег іЬап іп іЬе ргітагу рсгГйзіпц зоійіюп. ТЬе Гігзі еіЬапоІ гпеІаЬоІііе -  асе- 
ІаІсІеЬуОе арреагз іп рсгГйзаІс. Ргоссззсз о4 уііаі сіЬапоІ еіігпіпаііоп апО охісіаілоп іп 
гаі Ьгаіп (Іерепсі 4гот (Ье гаіс о4 уепіпсйіо-сізіепіаі регйізіоп апсі 4гот Ле сопсеп- 
Ігаііоп о4 еіЬапо! іп рсгГйзіп  ̂ зоійііоп. Ргосеззез о4 еіЬапоІ еіітіпаііоп апсі охіОа- 
Ііоп аге з1о\уіп§ зЬагрІу, Ьйі (1о поі зіор аГіег іЬе Ыоосі сігсйіаііоп зІорріп§ апсі апі- 
та і гіеаДі. ТЬіз із соппесіссі хуііЬ іЬс зЬагр ЫоосЗ зігсат іпОйсесІ еДіапоІ еіітіпаііоп 
зЮрріп§ (сіЬапоІ іпсгеазе іп рсгРйзаІе 4ог 20%) апО рго^геззіуе іпЬіЬіІіоп о4 еіНапоІ 
охісіаіюп Ьу Ьгаіп Ііззйез (сіЬапоІ іпсгеазе 4ог 30%). Саіаіазс іпЬіЬііогз атіпоігіа- 
зоіе, 50<3ійт агісіе агкі саісійт суапагпісіе іпЬіЬіІ іЬе уііаі еіЬапоІ охісіаііоп іп гаі 
Ьгаіп 4ог 60 -  70%. ТЬіз гезйіі ІезІіГіез іЬе сопзісІегаЫе саіаіазе сопІгіЬйііоп іп іЬе 
ргосезз о4 уііаі сіЬапоІ охісіаііоп іп гаі Ьгаіп.

Кссопітспсіаііопз Гог йхаце. ТЬезе гезйііз сап Ье йзе(1 іп йпіуегсіііез Гог 
зІйсіуіп§ Ьу зійсіспіз оГ тссіісаі апсі Ьіо1о§іса1 зресіаіііу апсі тау  Ьс йзссі 4ог зсісп- 
ІіГіс зійсііез о4 еіЬапоІ теІаЬоІізт іп ог§апізт апсі гпесЬапізтз о4 аІсоЬоІ асііоп іп 
Ьгаіп. Кезйііз оГ розітогіаі сЬап^ез іп еіЬапоІ сіітіпаііоп апсі охісіаііоп гпау Ье 
йзесі іп іЬе гезеагсЬ оГіЬезе ргосеззез Ьу Гогепзіс тесіісіпе.

Ріеісі о4 а р р I і с а (і о іі: ЬіосЬетізІгу, пейгосЬетізІгу, Гогепзіс шеііісіпе, 
рЬагтасоІо§у.
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