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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы исследования. 

Метанол  является  естественным  метаболитом  млекопитающих  и  растений.  Его  свойства  как

летучего органического соединения, выполняющего сигнальную функцию в растительном царстве,

хорошо  описаны.  Однако  данные  об  источниках  метанола  и  механизмах  его  образования  в

организме  млекопитающих  оставались  крайне  скупы.  Образующийся  в  результате  окисления

метанола токсичный формальдегид (ФА) формирует сшивки между биополимерами, что приводит

к  ошибкам  в  транскрипции,  к  деградации  и  агрегации  белков.  В  связи  с  чем,  повышенное

содержание эндогенного ФА связывают с развитием патологий, в том числе центральной нервной

системы. Тем не менее, в настоящее время неизвестны способы, позволяющие регулировать его

уровень в организме млекопитающих. 

Степень разработанности темы. 

Впервые  метанол  был  обнаружен  в  выдыхаемом  воздухе  здоровых  добровольцев  в  1963  г.

Последующие  исследования  обнаружили  его  невысокие  концентрации  во  всех  биологических

жидкостях  человека  и  модельных  животных.  Несмотря  на  многочисленные  подтверждения

присутствия  метанола  в  организме  млекопитающих,  вопрос  об  его  эндогенных  источниках

оставался  открытым.  Были  получены  первичные  данные  о  растительной  пище  как  генераторе

метанола,  однако  механизм  его  образования  был  неясен.  Высказывались  предположения  об

участии  микрофлоры  желудочно-кишечного  тракта  в  формировании  и  утилизации  метанола,

однако  отсутствовали  экспериментальные  подтверждения.  Наряду  с  регуляцией  метаболизма

метанола, актуальной задачей оставалось исследование механизмов управления метаболизмом ФА

в связи с его токсичными свойствами. 

Цели и задачи. 

Цель  работы  была  сформулирована  как  изучение  молекулярно-биологических  основ  контроля

эндогенного  метанола  и  ФА  в  организме  млекопитающих,  в  связи  с  чем  были  поставлены

следующие задачи:
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1)  Оценить  роль  пектинметилэстеразы  (ПМЭ)  и  пектина  растительной  пищи  как  источника

метанола в организме мыши и человека,

2) Определить динамику образования эндогенного метанола и ФА и оценить вклад микрофлоры

желудочно-кишечного тракта,

3) Изучить влияние эндогенного метанола на транскрипцию кластера генов метаболизма метанола,

4)  Исследовать  эндогенный  антиоксидант  альфа-липоевую  кислоту  (АЛК)  как  регулятор

метаболизма метанола и ФА.

Научная новизна. 

Впервые  получены  экспериментальные  подтверждения  участия  ПМЭ  растительной  пищи  в

образовании  метанола  в  организме  человека  и  мыши.  Хроматографический  анализ  сыворотки

крови добровольцев и мышей после приема ингибиторов окисления метанола позволил оценить

динамику  накопления  метанола  и  ФА.  Показано,  что  удаление  желудочно-кишечного  тракта

совместно с введением ингибиторов метаболизма метанола у крысы приводит к снижению темпов

образования  метанола,  что  впервые  экспериментально  подтверждает  статус  микрофлоры

кишечника в качестве источника метанола. Полногеномные исследования изменений уровня мРНК

в  ответ  на  повышенную  концентрацию  эндогенного  метанола  выявили  участие  метанола  в

регуляции  собственного  метаболизма  и  позволили  предположить  его  сигнальную  функцию.

Впервые  было  показано,  что  эндогенный  антиоксидант  альфа-липоевая  кислота  активирует

окисление ФА через альдегиддегидрогеназу 2 (АлДГ2).

Теоретическая и практическая значимость работы. 

В  работе  впервые  были  разработаны  и  протестированы  молекулярно-биологические  подходы

регуляции метаболизма эндогенного метанола и ФА, основанные на употреблении растительной

пищи, ингибировании переработки метанола и введении альфа-липоевой кислоты (АЛК), а также

определены механизмы, лежащие в основе их действия. Репутация метанола как смертельного яда

связана с токсичным воздействием продуктов его окисления на клетки животных. Тем не менее,

метанол в  низких концентрациях является  неотъемлемой частью метаболизма млекопитающих.

Нарушения  в  регуляции  его  уровня  вовлечены  в  развитие  патологий,  в  том  числе

нейродегенеративных. Изучение подходов, направленных на регуляцию метаболизма эндогенного

метанола  и  выявление  источников  эндогенного  метанола,  необходимо  для  полноценного
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понимания механизмов развития патологий центральной нервной системы и разработки методик

их профилактики и лечения. 

Положения, выносимые на защиту:

1. ПМЭ растительной пищи ответственна за образование метанола и ФА в организме животных и

человека. 

2. Конкурентное ингибирование алкогольдегидрогеназы класса 1 (АДГ1) приводит к накоплению

метанола и ФА в организме человека и животных.  

3.  Повышение  концентрации  метаболического  метанола  и  ФА  в  сыворотке  крови  человека  и

млекопитающих  сопровождается  активизацией  кластера  генов,  ответственных  за  метаболизм

коротких спиртов.

4. Эндогенный антиоксидант АЛК участвует в поддержании низкого уровня ФА у млекопитающих,

контролируя, активность АлДГ2.

Методология и методы исследования. 

Анализ уровня мРНК генов осуществлялся на микроматрицах и с использованием количественной

полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией (кОТ-ПЦР). Концентрации метанола и

этанола  определялись  методом  газовой  хроматографии  с  пламенно-ионизирующим детектором.

Измерение концентрации ФА проходило на высокоэффективной жидкостной хроматографии после

его дериватизации. Измерение активности ферментов проводили методом спектрофотометрии. 

Личный вклад соискателя.

Личный вклад заключался в анализе данных литературы, постановке экспериментов,  обработке

полученных экспериментальных данных и их интерпретации, подготовке публикаций.

Степень достоверности. 

Достоверность  полученных  данных  подтверждается  большим  количеством  воспроизводимых

результатов, их статистической обработкой и публикацией в рецензируемых журналах.

Апробация результатов. 

Результаты были представлены на 39th FEBS Congress, Париж, Франция, 30 августа - 4 сентября

2014 года, 6th EMBO Meeting, Бирмингем, Великобритания, 5-8 сентября 2015 года,  10th FENS

Forum of Neuroscience, Копенгаген, Дания, 2-6 июля 2016 года и на V Съезде Биохимиков России,

Сочи, Россия, 4-8 октября 2016 года.
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ. МЕТАБОЛИЗМ ЭНДОГЕННОГО МЕТАНОЛА И ЕГО

РЕГУЛЯЦИЯ 

Впервые метанол был обнаружен еще в середине XVII века Робертом Бойлем при изучении

продуктов  перегонки  древесины.  Но  лишь  в  XX веке  произошло  множество  открытий,

расширивших  наши  знания  о  его  значении  в  жизнедеятельности  живых  организмов.  Метанол

давно нашел свое применение как биотопливо. Неожиданным оказалось, что полив хлопчатника

10%-ным раствором метанола приводит к повышению урожайности. Позже нашлось частичное

объяснение этому  феномену:  метанол,  наряду  с  углекислым газом,  может служить  источником

углерода для растений (Cossins, 1964), а также для бактерий (Salem et al., 1972) и грибов (Tye and

Willetts,  1977).  В  тоже  время,  многие  живые  организмы  способны  образовывать  метанол  как

продукт жизнедеятельности. Например, растения генерируют метанол при повреждениях (Fall and

Benson, n.d.; Nemecek-Marshall et al., 1995), некоторые бактерии образуют метанол из метана (Patel

et al., 1978), множество бактерий и грибов способны отщеплять метильные группы полисахарида

пектина с образованием метанола (Siragusa et al.,  1988), а также синтезировать метанол в пути

биосинтеза биотина (Lin et al., 2010). Несмотря на репутацию яда, метанол сам по себе безвреден

для  клеток  млекопитающих  (Kostic and Dart,  2003)  и  присутствует  в  микромолярных

концентрациях  у  людей  и  других  животных.  Например,  следы  метанола  были  обнаружены  в

выдыхаемом воздухе здоровых добровольцев (Enderby et al., 2009; Turner et al., 2006). Также было

показано, что метанол присутствует в биологических жидкостях человека и модельных организмов

(Batterman et al., 1998;  Batterman and Franzblau, 1997a;  Chuwers et al., 1995;  Dorokhov et al., 2012;

Pronko et al.,  1997;  Shindyapina et al.,  2014). Несмотря на широкое распространение метанола в

природе  и  быстро  накапливающиеся  знания  о  нем,  до  сих  пор  была  слабо  изучена  его

биологическая роль, возможная сигнальная функция и источники в организме млекопитающих.
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1.1. Источники метанола в организме млекопитающих

Все  потенциальные  источники  метанола  в  организме  млекопитающих  можно  условно

разделить на экзогенные и эндогенные. К первым мы будем относить те, при которых метанол или

непосредственный субстрат, на основе которого генерируется метанол, вносится извне (с пищей

или дыханием), в качестве эндогенных источников будем рассматривать те, при которых метанол

образуется из субстратов, находящихся в организме животного. 

       Экзогенные источники. Отравления метанолом

Метанол  в  первую  очередь  ассоциируется  с  клиническими  случаями  отравлений

некачественными алкогольными напитками, благодаря чему имеет репутацию яда. Также известны

cлучаи отравлений парами метанола на производствах (IARC Working Group on the Evaluation of

Carcinogenic Risks to Humans, 2012). 

Однако малоизвестным остается тот факт,  что растительная пища также может быть его

источником. Было показано, что листья растений выбрасывают в атмосферу метанол через устьица

(MacDonald and Fall, 1993), а также при повреждениях клеточной стенки (Nemecek-Marshall et al.,

1995). Реакцию с образованием метанола катализирует ПМЭ, представленная в клеточной стенке

растений  в  большом  количестве.  В  связи  с  чем  было  выдвинуто  предположение,  что

необработанные  продукты  растительного  происхождения  могут  быть  источником  метанола  в

организме человека. Действительно, первые работы на добровольцах, которые принимали в пищу

яблоки  или  чистый  пектин,  выявили  значительное  повышение  концентрации  метанола  в

выдыхаемом  воздухе  испытуемых  (Lindinger et al.,  1997).  Предположительно,  гидролиз

сложноэфирных связей галактуроновой кислоты пектина с метанолом в организме человека может

происходить  за  счет  работы растительной или  бактериальной ПМЭ, а,  возможно,  при  участии

обеих.  Например,  известно,  что  в  микрофлоре  кишечника  млекопитающих  представлена

значительная группа бактерий, содержащих активную ПМЭ. Добавление бактерий из микрофлоры

кишечника людей к пектину приводит к повышению концентрации метанола в среде (Siragusa et

al., 1988). 
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1.2. Источники эндогенного метанола и формальдегида

Помимо привнесенного извне с диетой и с вдыхаемым воздухом метанола, у всех здоровых

людей  в  крови  детектируется  физиологический  метанол  (Batterman  et  al.,  1998;  Batterman  and

Franzblau, 1997a; Chuwers et al., 1995; Dorokhov et al., 2012; Pronko et al., 1997; Shindyapina et al.,

2014),  который  образуется  из  эндогенных  источников.  Метанол  и  продукты  его  окисления

являются  важнейшими  участниками  молекулярно-биологических  процессов  в  клетке,  включая

метилирование, синтез пуринов и аминокислот. 

       Деметилирование

Окислительное деметилирование проходит с высвобождением ФА, в то время как в ходе

реакции  гидролиза  сложных  эфиров  образуется  метанол.  Например,  у  млекопитающих  с

образованием ФА проходит деметилирование ДНК при участии белков ABH2 и ABH3 (Aas et al.,

2003), деметилирование РНК по N6-метиладенозину ферментом FTO (Gerken et al., 2007), а также

гистонов по лизину и аргинину ферментами семейства PADI и содержащих домен JmjC (Cuthbert et

al.,  2004;  Forneris et al.,  2006;  Tsukada et al.,  2005).  Деметилирование с образованием метанола

встречается  реже  и  осуществляется,  например,  при  гидролизе  сложных эфиров карбоксильных

групп боковых радикалов аспарагиновой и глутаминовой кислот с метанолом (Sprung et al., 2008).

Аналогичная реакция катализируется метилэстеразой глутамина белков прокариот, участвующая в

хемотаксисе  бактерий  (Toews and Adler,  1979).  Одинаковые  реакции  деметилирования

карбоксильных  групп  белков,  катализируемые  в  прокариотах  и  эукариотах,  по-видимому,

производят  негомологичные  ферменты.  Так,  в  геноме  эукариот  не  было  обнаружено  генов  с

похожей на  CheR последовательностью (Low et al., 2014). Несмотря на то, что деметелирующая

активность тканей крыс относительно метилированных боковых цепей карбоновых кислот была

показана более 30 лет назад, до сих пор не обнаружен фермент, катализирующий данную реакцию

(Gagnon et al., 1984). 
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       Cемикарбазид-чувствительные аминоксидазы 

Другим метаболическим источником ФА выступает путь распада креатина, в котором он

образуется  при  деаминации  метиламина  семикарбазид-чувствительными  аминоксксидазами

(SSAO, ЕС 1.4.3.21) (Jalkanen and Salmi, 2001; Yu et al., 2003). 

       Микрофлора кишечника

Значительный вклад в образование эндогенного метанола вносит микрофлора. Микрофлора

кишечника изучена лучше всего, в связи с чем будет рассмотрена в данном обзоре детальнее. В

кишечнике человека и мыши живет огромное количество бактерий, в ходе метаболизма которых

потенциально образуется метанол, в основном как побочный продукт реакций. Метанол является

продуктом реакций двух типов: окислительно-восстановительные или гидролиз сложноэфирных

связей (Таблица 1.1.).

Таблица  1.1.  Список  бактериальных  ферментов,  образующих  метанол  в  качестве  продукта

реакции. ОВР – окислительно-восстановительная реакция, АСБ - ацил-содержащий белок.

Фермент Субстрат Тип реакции Ссылка

Пектинметилэстераза Пектин Гидролиз (Siragusa et 

al., 1988)
Метанмонооксигеназа Метан, O2 ОВР (Lipscomb et

al., 2005)
Формальдегиддисмутаза Формальдегид ОВР (Kato et al., 

1986)
Диоксигеназа галловой 

кислоты

3-O-Метил галловая кислота, O2 ОВР (Donnelly 

and Dagley, 

1980)
4-метилоксалоацетатэстераза 4-метилоксалоацетат Гидролиз (Donnelly 

and Dagley, 

1980)
Фермент биосинтеза биотина 

BioH

Метиловый эфир пимелоила-

[АСБ*] 

Гидролиз (Lin et al., 

2010)
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Метилэстераза глутамата 

белков 

Метиловый эфир глутамата 

белков

Гидролиз (Toews and 

Adler, 1979)

       Пектинметилэстераза (ПМЭ)

Большую  часть  продуцентов  метанола  представляют  бактерии,  способные  отщеплять

метильные  группы  от  пектина  (Рисунок  1.1.)  с  помощью  ПМЭ  [EC:3.1.1.11].  ПМЭ  является

секретируемым мембранным белком, который встречается во всех клеточных стенках растений и у

некоторых бактерий, в частности, у представителей микрофлоры кишечника (Siragusa et al., 1988). 

Рисунок 1.1. Схема реакции деметилирования пектина пектинметилэстеразой.

       Метанмонооксигеназа

К группе продуцентов метанола также относятся аэробные бактерии, кодирующие фермент

метанмоноокигеназу (ММО) [EC: 1.14.13.25]. У прокариот выделяют растворимую форму ММО

(sMMO) и мембранную форму (pMMO).  sMMO способна окислять широкий спектр субстратов,

среди  которых  присутствует  метан.  Фермент  pMMO,  локализованный  в  мембране,  обладает

бóльшей  специфичностью,  чем  растворимая  форма  фермента,  и  способен  окислять  меньшее

количество субстратов. Для проведения реакций окисления pMMO и sMMO необходим кислород,

который взаимодействует с Fe-Fe кластером (Lipscomb, 1994), поэтому реакция окисления метана в

метанол протекает только в аэробных условиях.

Реакция: CH4 + НАД(Ф)H + H+ + O2 = CH3OH + НАД(Ф)+ + H2O
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       Формальдегиддисмутаза 

Фермент катализирует необычную реакцию диспропорционирования, где ФА выступает как

донор  и  акцептор  электронов  одновременно.  Формальдегиддисмутаза  (ФД)  впервые  была

обнаружена  у  Pseudomonas putida F 61  (Kato et al.,  1986).  На  данный  момент  установлено

несколько видов бактерий, несущих ген, кодирующий ФД. Однако пока в микрофлоре не удалось

обнаружить распространенных видов бактерий, в геноме которых бы была закодирована ФД. 

Реакция: 2CH2O + НАД(Ф)H + H+ + H2O = CH3OH + CHOOH + НАД(Ф)+ 

       Диоксигеназа галловой кислоты

Диоксигеназа галловой кислоты участвует в пути расщеплении аминобензойной кислоты

(KEGG: rn00627).  Одним  из  субстратов  фермента  выступает  3-О-метил  галловая  кислота,

производное известного антиоксиданта -  галловой кислоты.  Для проведения реакции ферменту

необходим кислород (Рисунок 1.2), в связи с чем, диоксигеназа галловой кислоты работает только в

аэробных условиях. Впервые она была обнаружена у  Pseudomonas sp. и описана у Pseudomonas

putida (Donnelly and Dagley,  1980;  Kersten et al.,  1982). Стоит  отметить,  что  данная  реакция

является  частью  важного  метаболического  пути  катаболизма  ароматических  соединений  у

бактерий.

Рисунок 1.2.  Схема реакции  окисления  3-о-метил  галловой кислоты с  образованием метанола

диоксигеназой галловой кислоты (идентификатор реакции в базе данных KEGG: R04280). 
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       4-метилоксалоацетатэстераза

4-метилоксалоацетатэстераза  участвует  в  расщеплении  аминобензойной  кислоты,

катализируя  одну  из  реакций  альтернативного  пути  превращения  3-О-метилгалловой  кислоты

(Рисунок 1.3). Как и диоксигеназа галловой кислоты, 4-метилоксалоацетатэстераза впервые была

обнаружена у представителя рода Pseudomonas (Donnelly and Dagley, 1980), и играет важную роль

в катаболизме ароматических соединений.

Рисунок  1.3.  Схема  реакции  окисления  4-метилоксалоацетата  с  образованием  метанола  4-

метилоксалоацетат эстеразой (идентификатор реакции в базе данных KEGG: R01144).

       Метилэстераза глутамата белков 

Еще  одну  реакцию  гидролиза  сложноэфирной  связи  с  метанолом  катализирует

метилэстераза  глутамата  белков  (МГБ),  кодируемая  геном  CheB (Рисунок  1.4.).  Интересно,  что

данная  реакция  катализируется  не  только  бактериями,  но  и  клетками  эукариот,  в  том  числе

человека.  Бактериям  МГБ  необходима,  в  первую  очередь,  для  осуществления  хемотаксиса.  В

условиях  низкой  концентрации  аттрактанта  или  высокой  концентрации  репелента,  каскад

фосфорилирования  белков  приводит  к  метилированию  основного  рецептора  хемотаксиса

метилазой CheR, в результате чего бактерия меняет направление движения в окружающей среде.

При увеличении концентрации аттрактанта  CheB гидролизует сложноэфирную связь метанола с

глутаминовыми  кислотами  рецептора  хемотаксиса,  в  результате  подавляется  каскад  реакций,

приводящий к смене направления движения (Porter et al., 2011; Toews and Adler, 1979). 
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Рисунок  1.4.  Схема  реакции  гидролиза  метилового  эфира  глутамата  с  образованием

метанола  метилэстеразой  глутамата белков (идентификатор реакции  в  базе  данных  KEGG:

R02624).

       Фермент биосинтеза биотина BioH (BioH)

BioH катализирует одну из  реакций синтеза биотина грамм-отрицательными бактериями

(Рисунок  1.5.).  Ее  активный  центр  содержит  классическую  для  гидролаз  триаду  Ser-His-Asp

(Sanishvili et al.,  2003).  За  счет  гидролиза  сложноэфирной связи,  BioH высвобождает молекулу

метанола. Синтез витаминов группы B (в том числе биотина) у млекопитающих происходит только

в микрофлоре (Fridericia et al., 1927). Растения и бактерии синтезируют биотин из пимелоил-КоА в

консервативном пути катаболизма из четырех реакций, осуществляемых ферментами BioF,  BioA,

BioD и  BioB (Rodionov et al.,  2002).  У грамм-отрицательных  бактерий,  например,  у  E.  coli,

пимелоил-КоА синтезируется  ферментами  BioC и  BioH из  L-аланина  и/или  уксусной  кислоты

(Barker and Campbell, 1980; Ifuku et al., 1994). Ген BioC найден у многих бактерий, в то время как

BioH редко кодируется в тех же геномах и чаще встречается вместе с BioG и BioK (Rodionov et al.,

2002). У некоторых грамм-положительных бактерий, включая Bacillus sphaericus и Bacillus subtilis,

пимелоил-КоА синтезируется из пимелоиновой кислоты без участия BioH ферментом пимелоил-

КоА синтетазой  BioW (Bower et al.,  1996;  Gloeckler et al.,  1990).  Среди бактерий микрофлоры

кишечника  BioH встречается  достаточно  часто,  чтобы  предполагать  его  роль  в  образовании

эндогенного  метанола.  Так,  была  показана  его  активность  в  одной  из  самых  представленных

бактерий микробиома – E. coli (Sanishvili et al., 2003). 

17



 

Рисунок  1.5.  Схема  реакции  гидролиза  сложноэфирной  связи  пимелоил-АСБ  с  метанолом

ферментом  BioH (идентификатор  реакции  в  базе  данных  KEGG:  R09725).  АСБ  –  ацил-

содержащий белок.

В микрофлоре человека представлены бактерии, в геноме которых закодированы ПМЭ, МГБ

и фермент биосинтеза биотина  BioH (Dorokhov et al.,  2015). В качестве эндогенного источника

метанола  имеет  смысл  рассматривать  только  те  реакции,  для  которых все  субстраты являются

эндогенными. В связи с чем, растительная ПМЭ не может вносить вклад в синтез эндогенного

метанола,  детектируемого  натощак,  так  как  метилированный  пектин  поступает  в  организм

человека  только  с  необработанной  растительной  пищей.  В  то  же  время,  биоинформатический

анализ показывает, что существует немного видов бактерий, несущих гены ММО и ДГК, и они

крайне редко встречаются в микрофлоре кишечника млекопитающих. Оба фермента используют

кислород в качестве субстрата. Учитывая тот факт, что микрофлора кишечника на 99% состоит из

анаэробных бактерий (Steinhoff, 2005) реакции с участием кислорода, вероятно, проходят крайне

редко  и  вряд  ли  синтезируют  метанол  в  значительных  концентрациях.  Фермент  биосинтеза

биотина  BioH и  МГБ,  по-видимому,  могут  являться  источником  эндогенного  метанола  в

микрофлоре кишечника, так как отвечают основным требованиям на эту роль – кодирующих их

гены широко представлены в метагеноме, оба используют эндогенные субстраты и участвуют в

базовых метаболических процессах (Lin et al., 2010). 

1.3. Выведение коротких спиртов из организма млекопитающих

Важным регулятором концентрации коротких спиртов у животных выступают процессы его

выведения.  Выведение  веществ  из  организма  животных  происходит  посредством

физиологического  и  метаболического  клиренсов.  В  первом  случае  соединение  выводится  в
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неизменном состоянии,  например, через пот,  с мочой и с выдыхаемым воздухом,  что особенно

характерно для молекул небольшого размера, летучих и амфифильных соединений. 

       Физиологический клиренс

Около  10%  этанола  выводится  из  организма  человека  посредством  физиологического

клиренса, из них 1,5 – 3% (Norberg et al., 2002; Vestal et al., 1977), в зависимости от дозы этанола,

выводят почки, остальное уходит с выдыхаемым воздухом и, в меньшей степени, с пόтом. Процесс

выведения этанола через дыхание начинается раньше остальных (Norberg et al.,  2002),  что,  по-

видимому, связано с его летучестью. Важно отметить, что с возрастом физиологический клиренс

этанола немного замедляется в связи с возрастными изменениями в мышечной массе, состоянием

сосудов и других органов (Vestal et al.,  1977).  Из-за высокой токсичности продуктов окисления

метанола, до сих пор неизвестны его фармакокинетические параметры в организме человека (без

введения  этанола  и  фомепизола,  ингибитора  АДГ),  и  немного  известно  о  физиологическом

клиренсе  у  других  млекопитающих.  Тем  не  менее,  было  определено,  что  скорость  окисления

метанола  у  приматов  выше,  чем у  грызунов,  и  как  следствие,  выше  скорость  накопления  ФА

(Sweeting et al.,  2010),  что,  вероятно,  связано  с  различиями  между  ними  в  метаболическом

клиренсе.  Физико-химические  свойства  метанола  и  этанола  довольно  близки,  что  позволяет

предположить схожую фармакокинетику.

 

       Метаболический клиренс: первая стадия окисления метанола и этанола

Окисление  метанола  до  ФА  у  млекопитающих  осуществляется  тремя  путями:  через

алкогольдегидрогеназы I класса, цитохромоксидазу P450 2Е1 и каталазу (Рисунок 1.6.). 
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Рисунок 1.6. Схема первой стадии окисления (а) этанола и (б) метанола у человека и мыши. АДГ1

– алкогольдегидрогеназы I класса, CYP2E1 – цитохроксидаза P450 2E1. 

У людей до 9% экзогенно поступающего этанола окисляет цитохром P450 монооксигеназа

2Е1 [ЕС 1.14.13.n7] (Coon and Koop, 1987), кодируемая геном CYP2E1. Каталаза (ген  CAT)  [  EC

1.11.1.6]  ответственна  за  окисление  1%  экзогенного  этанола  в  организме  человека.

Алкогольдегидрогеназы  окисляют  до  90%  этанола  в  печени,  и  в  организме  млекопитающих

представлены семью классами, выделеными по принципу субстратной специфичности, структуры

и  способности  пиразола  и  его  производных  ингибировать  их  активность.  Например,

алкогольдегидрогеназы III класса вообще не ингибируются пиразолами (Parés and Vallee, 1981), в

то время, как алкогольдегидрогеназы II класса ингибируются (Ki = 2 мМ) (Bosron et al., 1979), но

значительно хуже, чем класс I (Ki = 0,2 мкМ) (Li and Theorell, 1969). 

20



       Алкогольдегидрогеназы 

Алкогольдегидрогеназы  I класса играют ключевую роль в метаболизме коротких спиртов,

окисляя до 90% экзогенных метанола и этанола в печени человека. Данный класс ферментов у

человека  представлен  тремя  изоформами:  алкогольдегидрогеназой  1А,  полипептид  α,

алкогольдегидрогеназой  1B,  полипептид  β (изоформы  β1,  β2,  старое  название  ADH2)  и

алкогольдегидрогеназой 1С, полипептид γ (изоформы γ1, γ2, старое название ADH3) (Smith et al.,

1973a, 1973b). Для их функционирования необходим НАД+ и два иона цинка: один расположен в

активном центре и координирует субстрат, второй играет структурную роль (Colonna-Cesari et al.,

1986). Фермент работает в виде гомо- и гетеродимеров, которые сильно похожи по субстратной

специфичности и в основном окисляют алифатические первичные и вторичные спирты С1-С8  до

соответствующих альдегидов и кетонов. При этом аффинность связывания спиртов тем выше, чем

длиннее их углеродная цепочка при схожих скоростях окисления (Fong and Keung, 1987; Wagner et

al.,  1983).  Таким  образом,  основными  субстратами  алкогольдегидрогеназ  I класса  являются

длинные  алифатические  спирты,  что,  вероятно,  связано  с  лучшим  взаимодействием  длинных

углеродных остовов с гидрофобным карманом в активном центре фермента. У гомодимера  β1β1

одна  из  самых  низких  Km относительно  этанола,  которая  в  зависимости  от  pH колеблется  в

пределах 0,05 – 1,2 мМ (Bosron et al., 1983; Wagner et al., 1983), и самая низкая Km для метанола (2

- 6 мМ) (Lee et al., 2011; Wagner et al., 1983) (Таблица 1.2.). 

Таблица 1.2.  Km для основных димеров алкогольдегидрогеназ  I класса человека с метанолом и

этанолом при физиологическом (7,5) или оснóвным (9-10) pH. “-’’ обозначает отсутствие данных.

Km (мМ) β1β1 β2β2 γ1γ1 γ2γ2 αα αγ2 αγ1 αβ1 αβ2 β1γ1 β1γ2 β2γ1 β2γ2

Этанол, pH 9-10 1,6 3,2 3,2 1,7 1,5 1,6 2 3,4 1,1 1,4 3,7 3,1

Этанол, pH 7,5 0,05 1 0,12 0,16 4,7 - - - - - - - -

Метанол, pH 9-10 6 39 74 30 - - 150 15 62 21 18 94 21

Метанол, pH 7,5 2 290 570 180 2600 - - - - - - - -
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Стоит  отметить,  что  при  близком  к  физиологческому  pH аффинность  связывания

алькогольдегидрогеназ с метанолом и этанолом на 1-2 порядка выше, чем при оснόвном pH, что

говорит о чувствительности фермента к концентрации протонов водорода. В цитоплазме клеток

человека,  где  локализуются алкогольдегидрогеназы,  значения  pH близки к  нейтральным,  и  Km

гомодимеров  β1β1 относительно  метанола  и  этанола  составляют 0,05  и  2  мМ, соответственно.

Согласно  Таблице  1.1  гомодимер  β1β1  на  порядок  сильнее  связывает  метанол,  чем  остальные

димеры. Это отличает его от этанола, где несколько димеров имеют сопоставимые Km, что говорит

об исключительной роли ADH1B в окислении метанола. 

У  человека  полипептиды  α,  β и  γ закодированы  генами  ADH1A,  ADH1В и  ADH1С,

соответственно,  тогда  как  в  геноме  грызунов  I класс  алкогольдегидрогеназ  представлен  одним

геном  –  ADH1.  Их  экспрессия  крайне  тканеспецифична  как  у  приматов,  так  и  у  грызунов,  и

значительно сильнее выражена в печени, кишечнике и жировой ткани, чем в остальных органах

(Таблица  1.3.)  (Galter et al.,  2003;  Pontén et al.,  2009).  Интересно,  что  экспрессия  и  уровень

белковых  продукта  генов,  кодирующих  алкогольдегидрогеназы  I,  II и  IV классов,  в  мозге

практически равны нулю или ниже порога обнаружения (Galter et al., 2003; Pontén et al., 2009). 

Таблица  1.3.  Доля  EST,  выраженная  в  виде  числа  транскриптов  на  миллион,  у  человека  (H.

sapiens),  мыши  (M.  musculus)  и  крысы  (R.  norvegicus)  в  ряде  органов  и  тканей  для

алкогольдегидрогеназ.  Данные  взяты  из  базы  данных  Unigene (www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/).

(EST - expressed sequence tags).
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Алкогольдегидрогеназа  III класса,  кодируемая геном  ADH5, распределена равномерно по

органам млекопитающих (Pontén et al.,  2009),  но не участвует в окислении этанола и метанола

(Wagner et al., 1984).  

       Цитохромоксидазы P450

Белки  семейства  цитохромоксидаз  P450  объединены  по  принципу  высокого  процента

идентичности аминокислотных последовательностей и наличию гема в активном центре. Среди их

субстратов присутствует этанол, метанол, стероиды, жирные кислоты и различные ксенобиотики

(Cederbaum, 2012a, p. 1; Konstandi et al., 2014; Krau, 2013; Lu and Cederbaum, 2008, p. 1; Zanger and

Schwab, 2013). Гем в активном центре цитохромоксидаз P450 активирует молекулу кислорода для

встраивания одного из ее атомов в субстраты (Anzenbacher and Anzenbacherová, 2001). Впервые

CYP2E1 была выделена как часть фракции микросом из эндоплазматического ретикулума (Lieber,

2004, 1999; Lieber and DeCarli, 1968), но позже была обнаружена и в митохондриях (Avadhani et al.,

2011; Bai and Cederbaum, 2006). Несмотря на небольшой вклад CYP2E1 в метаболизм эндогенных

коротких спиртов, она играет важную роль в окислении их высоких концентраций и адаптации к

высоким концентрациям этанола при алкоголизме благадаря способности этанола увеличивать его

экспрессию  (Cederbaum,  2012b;  Lieber,  2004).  Также  как  и  алкогольдегидрогеназы  I класса,

CYP2E1 преимущественно экспрессируется в печени (Таблица 1.4.) (Pontén et al., 2009). 

Таблица 1.4. Доля EST для гена CYP2E1, кодирующего цитохромоксидазу Р450 2Е1, выраженная в

числе транскриптов на миллион, у человека (H. sapiens) и крысы (R. norvegicus) в ряде органов и

тканей. Данные взяты из базы данных Unigene (www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/). (EST -  expressed

sequence tags). Данные для мыши (M. musculus) не представлены в связи с их отсутствием в базе

данных.
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У эмбрионов активность  CYP2E1 в печени не детектируется, в то время как во взрослом

организме является набиолее представленным ферментом из семейства и составляет около 6% от

общего  количества  цитохроксидаз  P450  в  печени  (Gonzalez,  2006).  Транскрипция  CYP2E1

регулируется  уровнем  этанола  в  крови,  в  связи  с  чем  именно  ее  активность  связывают  с

адаптацией высоким концентрациям спирта при алкоголизме (Badger et al., 1993; Ronis et al., 1993).

Так, скорость окисления этанола повышается вместе с увеличением концентрации этанола в крови.

Помимо детоксификации метанола и этанола, CYP2E1 играет важную роль в метбаолизме жирных

кислот, осуществляя реакцию w’-1, w’-2 гидролиза (Adas et al., 1998; Amet et al., 1994; Laethem et

al., 1993). К важным отличиям между катаболизмом метанола и этанола через  CYP2E1 относят

генерацию активных форм кислорода (Caro and Cederbaum, 2004; Lieber, 2004; Wu and Cederbaum,

2003). При повышении концентрации этанола в крови,  CYP2E1 переключается на его окисление,

что  разобщает  дыхательную  цепь  и  приводит  к  генерации  радикалов  супероксид  анионов  и

перекиси водорода. С повышением экспрессии CYP2E1 в митохондриях, эффект усиливается (Bai
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and Cederbaum, 2006,  p. 2). Усиление продукции активных форм кислорода ведет к снижению в

митохондриях концентрации глутатиона – антиоксиданта, играющего важнейшую роль в защите

клетки от окислительного стресса (Bai and Cederbaum, 2006). Хроническое употребление алкоголя

приводит  к  активации  CYP2E1,  и,  как  следствие,  к  снижению  антиоксидантной  защиты  и

увеличению  продукции  активных  форм  кислорода,  которые  вступают  в  реакции  с  липидами

мембран клетки (Avadhani et al., 2011; Cederbaum, 2006; Knockaert et al., 2011). Высокая нагрузка от

окислительного стресса на печень при хроническом употреблении этанола способствует развитию

алкогольной болезни печени (Cederbaum, 2006; Knockaert et al., 2011; Lieber, 2004). 

       Каталаза

Третий путь окисления коротких спиртов осуществляет каталаза [EC 1.11.1.6] (Cederbaum

and Qureshi,  1982;  Keilin  and Hartree,  1945).  Как и у всех ферментов первой стадии окисления

этанола, у каталазы самая высокая экспрессия в детоксифицирующих органах человека и мыши

(Таблица 1.5.)  (Brown et al.,  1994;  Pontén et al.,  2009).  Но в отличие от алкогольдегидрогеназ  I

класса и цитохромоксидазы Р450 2Е1, ее уровень равномернее распределен между остальными

органами (Huttlin et al., 2010; Pontén et al., 2009), в связи с чем играет ключевую роль в окислении

коротких спиртов в мозге и других органах, где алкогольдегидрогеназы  I класса отсутствуют и

малоактивна цитохромоксидаза Р450 2Е1 (Cohen et al., 1980; Wang et al., 2013; Zimatkin et al., 2006;

Zimatkin and Buben, 2007). 

Таблица 1.5. Доля EST для гена CAT, кодирующего каталазу, выраженное в числе транскриптов

на миллион, у человека (H. sapiens), мыши (M. musculus) и крысы (R. norvegicus) в ряде органов и

тканей. Данные взяты из базы данных Unigene (www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/). (EST -  expressed

sequence tags).
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Как и в случае с  CYP2E1, активный центр каталазы содержит гем,  который с помощью

тирозина  координирует  ион  трехвалентного  железа  Fe3+  (Putnam et al.,  2000). Гистидин

каталитического центра активирует перекись водорода, которая через атом кислорода связывается

с железом и, после ухода молекулы воды (Putnam et al., 2000), используется в качестве косубстрата-

акцептора электрона и двух водородов в реакции окисления спиртов. Суммарная реакция выглядит

следующим образом (Cederbaum, 2012b): 

спирт + H2O2 → альдегид + 2H2O

Однако  низкая  скорость  образования  перекиси  водорода  (4  мкмоль/г  печени/час)

лимитирует  скорость  окисления спиртов  каталазой  в  детоксифицирующих органах  (Cederbaum,

2012b).  Аффинность связывания этанола с алкогольдегидрогеназами  I класса у млекопитающих

значительно выше, чем с каталазой. У человека Km каталазы к метанолу и этанолу составляет 1,5-

6,2 М (Tran et al., 2007), что на 3 порядка превышает концентрации метанола и этанола в крови

людей при тяжелых отравлениях (5-30 mM) (Lachance et al., 2015; Rietjens et al., 2014; Zakharov et

al., 2015). Более того, при концентрации метанола свыше 15,6 мМ пациенту рекомендуется диализ.
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Для каталазы, в случае антиоксидантных реакций, не характерна зависимость скорости реакции от

концентрации  субстрата  согласно  уравнению  Михаэлиса-Ментен,  в  связи  с  чем  кинетические

параметры рассчитываются  теоретически (Perkins et al., 1995). У крыс и мышей Km каталазы к

метанолу и этанолу не превышают нескольких мМ (Perkins et al., 1995; Vetrano et al., 2005), что в

сочетании с практически равномерным распределением экспрессии каталазы по органам делает ее

центральным ферментов в окислении коротких спиртов у грызунов. Более того, Km каталазы к

перекиси водорода у грызунов на порядок выше (25 мМ) (Vetrano et al., 2005), чем к метанолу и

этанолу. 

Таким образом, каталаза, по-видимому, совсем не участвует в окислении метанола и этанола

у человека, но играет важную роль в окислении коротких спиртов у грызунов, особенно в мозге.

Ацетальдегид,  образующийся  в  результате  работы  каталазы  в  мозге  грызунов,  связывают  с

нейротоксичными эффектами этанола,  его  воздействием на  поведение,  нейрохимию и развитие

алкоголизма (Correa et al., 2012; Muggironi et al., 2013). 

Исследования  на  мышах  с  выключенными  генами  CAT и  CYP2E1 и  с  ингибиторами

соответствующих ферментов на мышах и крысах показали, что до 10% этанола в мозге грызунов

окисляется цитохрооксидазой Р450 2E1, а ключевым ферментом является каталаза, окисляющая

около 60% спирта (Zimatkin et al., 2006). Оба фермента у грызунов обладают значительно меньшей

аффинностью  (Km=9-12  мМ)  к  этанолу  (Thurman et al.,  1972;  Zakhari,  2006),  чем

алкогольдегидрогеназы I класса, что, видимо, значительно снижает скорость его окисления в мозге

по  сравнению  с  печенью,  кишечником  и  жировой  тканью,  особенно  в  физиологических

концентрациях  (Таблица  1.6.).  В  клетках  приматов  в  окислении  метанола  и  этанола  в  первую

очередь участвуют цитохрооксидаза Р450 2E1 и алкогольдегидрогеназы I класса, уровень белка и

мРНК которых в мозге фактически равны нулю, и окисление метанола и этанола, по-видимому, там

не происходит. Предположительно, как у грызунов, так и у приматов такое распределение ролей в

окислении  коротких  спиртов  между  органами  необходимо  для  защиты  клеток  центральной

нервной системы от токсичного воздействия ФА и ацетальдегида.

Таблица 1.6.  Km (мМ) для трех путей первой стадии окисления метанола и этанола у грызунов

(мыши и крысы) и у человека. В графе АДГ1 для человека указаны минимальные значения для Km
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среди всех комбинаций субъединиц алкогольдегидрогеназ I класса. АДГ1 – алкогольдегидрогеназы I

класса. Для человека указана Km для β субъединицы АДГ1. 

Каталаза Цитохромоксидаза P450 2E1 АДГ1

Организм Метанол Этанол Этанол Метанол Этанол

Грызуны 1,5 12 9 182-380 0,15-2,7

Человек 1500 6200 10 1,5-6 0,05

1.4. Окисление коротких альдегидов в организме млекопитающих

ФА,  как  и  метанол,  присутствует  в  биологических  жидкостях  и  тканях  здоровых

млекопитающих в концентрации, не превышающей 0,1 мМ. Среди источников эндогенного ФА

присутствуют  деметилирование  биополимеров  (ДНК,  РНК,  белков),  катаболизм  серина,

деаминация метиламина чувствительными к семикарбазиду аминоксидазами (SSAO) и окисление

эндогенного  метанола  алкогольдегидрогеназами  I класса,  каталазой  или  цитохроксидазой  P450

2Е1. Из группы ферментов SSAO наиболее интенсивно изучается медь-содержащая аминоксидаза

3  (МСА3),  закодированная  геном  AOC3 (Dunkel et al.,  2008).  Интересно,  что  антидепрессант

фенелзин,  ингибитор  МСА3,  увеличивает  выживаемость  культуры  клеток  астроцитов  при

добавлении ФА (Song et al., 2010). 

       Метаболизм одноуглеродных соедниний при участии тетрагидрофолата

Несмотря  на  токсичность,  ФА участвует  в  базовых метаболических процессах,  включая

синтез пуринов, аминокислот и тимидина (Kalhan, 2013). Одним из альтернативных окислению

метанола  источников  ФА выступает  реакция  разложения  серина  до  глицина,  катаболизируемая

сериновой гидроксиметилтрансферазой [EC 2.1.2.1]. Реакция сопряжена с присоединением ФА к

тетрагидрофолату  (ТГФ)  и  формированием  N,N’-метилен-ТГФ  (Рисунок  1.7.)  (Stover,  2009).  В

метаболизме  одноуглеродных  соединений  ТГФ  играет  ключевую  роль,  выступая  переносчиком

одноуглеродных  соединений  и  одним  из  путей  окисления  ФА  и  муравьиной  кислоты  до

углекислого  газа  (Fox and Stover,  2008).  ТГФ  синтезируется  в  том  числе  через  гидратацию

фолиевой  кислоты  (витамин  B9)  в  два  этапа,  катализируемых  дигидрофолатредуктазой  [EC
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1.5.1.3], с промежуточным метаболитом в виде дигидрофолата.  De novo синтез ТГФ происходит

только у растений (Sahr et al., 2005) и бактерий, в связи с чем растительная пища и микрофлора

кишечника выступают источниками ТГФ и его метаболитов для животных (Camilo et al., 1996).

Таким  образом,  потенциально  метаболизм  ФА  может  быть  нарушен  при  несбалансированной

диете. 

Образующийся  в  процессе  разложения  серина  N,N’-метилен-ТГФ  (альтернативное

обозначение  –  5,10-метилен-ТГФ)  используется  в  качестве  донора  метильной  группы

тимидилатсинтазой (ТС) для реакции превращения урацила в тимидин (Costi et al., 2005), который

далее окисляется до  N,N’-метенил-ТГФ или восстанавливается до  N-метил-ТГФ (Kalhan, 2013).

Путем  окисления  N,N’-метенил-ТГФ  образуется  N’-формил-ТГФ,  который  используется  для

встраивания 2 и 8 углеродов в азотистое основание пуринов (Baggott and Tamura, 2015). Схема

метаболизма ФА с участием ТГФ изображена на Рисунке 1.7. Восстановленный N,N’-метилен-ТГФ

до  N-метил-ТГФ  метионинсинтаза  использует  в  качестве  кофактора  в  реакции  превращения

гомоцистеина в метионин, необходимый для метилирования биополимеров. 
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Рисунок 1.7. Схема метаболизма одноуглеродных соединений с участием тетрагидрофолата и

его  метаболитов.  Оранжевым  выделены  одноуглеродные  соединения,  синим  –  ферменты,

катализирующие соответствующие реакции,  зеленым – важные участники реакций, черным –

основные неодноуглеродные метаболиты. ФА – формальдегид, ТГФ – тетрагидрофолат, СГМТ –

сериновая  гидроксиметилтрансфераза,  ДФР  –  дигидрофолатдегидрогеназа,  ТС  –

тимидилатсинтаза,  МТДГ  –  метилентетрагидрофолатдегидрогеназа,  МТР  –

метилентетрагидрофолатредуктаза,  МС  –  метионинсинтаза,  ФТФДГ  –

формилтетрагидрофолатдегидрогеназа.

       Алкогольдегидрогеназа III класса

Помимо катаболизма ФА через ТГФ, существует еще два пути его окисления. Один из них

происходит в  цитоплазме и  осуществляется  алкогольдегидрогенаой  III класса  (другое название

формальдегиддегидрогеназа,  ФДГ),  кодируемой геном  ADH5.  Так  как ФДГ не  ингибируется  4-

метилпиразолом,  она  была  выделена  в  отдельный  класс.  Являясь  самым  эволюционно

консервативным и широко представленным ферментом среди своего семейства, ФДГ, по-видимому,

дала  начало  всем  остальным алкогольдегидрогеназам  путем  дупликации  генов  (Danielsson and

30



Jörnvall,  1992).  ФДГ отдает  предпочтение  длинным гидрофобным спиртам,  среди  которых  12-

гидроксидодекановая кислота, фарнезол и ретинол (Molotkov et al., 2002; Moulis et al., 1991). Самая

высокая аффинность (самая низкая Km – 0,004 мМ) у ФДГ относительно гидроксиметилглутатиона

(Moulis et al., 1991). Среди всех антиоксидантов у глутатиона самая высокая концентрация в клетке

животных, и у человека колеблется в пределах 1,2-6,4 ммоль на кг ткани в зависимости от органа и

клеточного компартмента (Evelson et al.,  2001). Восстановленный глутатион связывает активные

формы кислорода и углерода, включая ФА, предположительно в ходе спонтанной реакции (Ku and

Billings, 1984). Образующийся S-гидроксиметилглутатион окисляется ФДГ до S-формилглутатиона

(Thompson et al.,  2010),  который  гидролизует  S-формилглутатионгидролаза  с  образованием

муравьиной кислоты и восстановленного глутатиона (Рисунок 1.8.) (Thompson et al., 2010)
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Рисунок 1.8. Схема метаболизма ФА у млекопитающих. CYP450 – цитохроксидазы P450, ФДГ –

формальдегиддегидрогеназа, АлДГ1А1 и 2 – альдегиддегидрогеназы 1А1 и 2, соответственно.

       Альдегиддегидрогеназа 2

В  митохондриальном  матриксе  окисление  ФА  производит  альдегиддегидрогеназа  2

(АлДГ2),  кодируемая  геном  ALDH2  (Sophos and Vasiliou,  2003).  В  отличие  от  остальных

метаболических  путей,  АлДГ2  окисляет  и  ацетальдегид,  и  ФА.  Она  обладает  низкой  Km к

ацетальдегиду  (0,6  мкМ),  и  более  высокой  Km к  ФА  (0,2-0,5  мМ),  чем  у  ФДГ (Mukerjee and

Pietruszko, 1992). Таким образом, в митохондриях происходит пересечение второй стадии путей

метаболизма  этанола  и  метанола.  Учитывая  тот  факт,  что  ФДГ  и  АлДГ2  находятся  в  разных
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компартментах  клетки,  каждая  из  них  может  вносить  значительный  вклад  в  окисление  ФА,

несмотря на разницу в несколько порядков в скорости окисления и аффинности связывания с ФА

и, в случае ФДГ, его аддукта с глутатионом. 

       Цитохроксидазы Р450

Как и  в  случае  других альдегидов,  цитохроксидазы Р450 участвуют в  окислении ФА,  в

частности, цитохроксидаза Р450 2Е1 обладает достаточно высокой аффинностью к ФА (Km = 1,1

мМ), чтобы вносить вклад в его катаболизм у млекопитающих (Bell-Parikh and Guengerich, 1999;

Liu et al., 2007). 

Способность  ФА  легко  проникать  через  мембраны  и  равномерно  распределяться  по

компартментам клетки, по-видимому, поспособствовала тому, что практически в каждом из них

присутствует система для его детоксификации – ФДГ и ТГФ путь в цитоплазме, ФДГ в ядерном

матриксе, АлДГ2 в митохондриальном матриксе и цитохроксидаза Р450 2Е1 в эндоплазматическом

ретикулуме. 

1.5. Фармацевтические регуляторы метаболизма метанола

       Ингибиторы первой фазы метаболизма метанола и этанола

Первая  фаза  метаболизма  метанола  и  этанола  осуществляется  через  3  пути:  АДГ1,

цитохроксидазу  P450 2Е1 и каталазу. Основной метаболизм у человека проходит через АДГ1, в

связи с чем в клинической практике при отравлениях метанолом используется только ингибитор

алкогольдегидрогеназ I класса – 4-метилпиразол (коммерческое название - фомепизол). Механизм

ингибирования АДГ1 пиразолами основан на стабилизации комплекса НАДН  с ферментом через

взаимодействие с цинком активного центра АДГ1 и никотинамидным кольцом кофактора  (Eklund et

al., 1982; Shore and Gilleland, 1970). Долгое время эффект 4-метилпиразола на метаболизм коротких

спиртов связывали исключительно с действием на АДГ1, однако было показано его ингибирующее

действие на каталазу у мышей (Bradford et al., 1993a). 4-метилпиразол подавляет активность ацил-

кофермент А-синтетазы в пероксисомах, которая активирует жирные кислоты, катализируя первую

стадию их  окисления.  Деградация  жирных кислот  в  пероксисомах  происходит  с  образованием

перекиси  водорода,  лимитирующей  активность  каталазы  (Cederbaum,  2012b).  Таким  образом,
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подавляя  процесс  поставки  перекиси  водорода,  4-метилпиразол  снижает  активность  основного

фермента, метаболизирующего этанол и метанол у грызунов (Bradford et al., 1993b).

Другим бифункциональным ингибитором окисления коротких спиртов служит ион азида.

Он  взаимодействует  с  трехвалентным  железом,  образующим  комплексы  с  порфиринами  в

активном  центре  ферментов  (Blumenthal and Kassner,  1979),  в  связи  с  чем  азид  ингибирует

активность содержащих гем фмерментов, к которым относятся каталаза и цитохромоксидаза. 

       Ингибиторы второй фазы метаболизма метанола и этанола

Вторая  стадия  окисления  метанола  и  этанола  катализируется  в  основном

алкогольдегидрогеназой  III класса  и  альдегиддегидрогеназой  2.  Несмотря  на  гомологичность  с

АДГ1  и  наличие  цинка  в  активном  центре,  алкогольдегидрогеназа  III  класса  не  ингибируется

пиразолом и его производными (Parés and Vallee, 1981). 

Даидзин,  относящийся  к  изофлованам  и  выделенный  из  Пуэрарьи  Дольчатой  (Pueraria

lobata),  ингибирует  активность  альдегиддегидрогеназы  2,  что  приводит  к  накоплению

ацетальдегида  и  симптомам,  наблюдаемым у  людей  с  непереносимостью  алкоголя  (Keung and

Vallee,  1993).  Ингибирующая  активность  основана  на  его  взаимодействии  с  гидрофобным

карманом  субстрат-связывающего  центра  фермента.  Данное  взаимодействие  обратимо  и

характеризуется IC50 = 80 nM (Lowe et al., 2008). 

К необратимым ингибиторам альдегиддегидрогеназы 2 относится дисульфирам, благодаря

чему  используется  в  клинической  практике  для  лечения  алкоголизма.  Сульфидная  группа

дисульфирама образует дисульфидную связь с  Cys302 в  активном центре фермента,  лишая его

возможности окислять альдегиды (Lipsky et al., 2001; Shen et al., 2001).

       Alda-1, активатор альдегиддегидрогеназы 2

Сравнительно  недавно  впервые  была  синтезирована  группа  активаторов

алкогольдегидрогеназы 2, получившая название alda (Perez-Miller et al., 2010). Наиболее изученной

является молекула  alda-1. Она увеличивает активность альдегиддегидрогеназы 2 в два раза, при

этом ЕC50  составляет  20  мкМ (Chen et al.,  2008).  Интересно,  что  alda-1  наравне  с  активацией

альдегиддегидрогеназы 2  дикого типа,  способна восстанавливать  активность  мутантной формы
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E487K,  широко  распространенной  у  народов  Восточной  Азии.  Согласно  расшифрованной

структуре  взаимодействия  alda-1  с  мутантной  альдегиддегидрогеназой  2,  она  восстанавливает

положение α-спирали  и  петли  в  районе  активного  центра  фермента,  тем  самым  приближая

третичную структуру E487K к структуре фермента дикого типа (Perez-Miller et al., 2010). За счет

восстановления структуры мутантного фермента, alda-1, увеличивает его активность относительно

коротких альдегидов в 11 раз, что близко к значениям альдегиддегидрогеназы 2 дикого типа.  

1.6. Участие этанола в регуляции экспрессии генов млекопитающих

Несмотря на то, что физиологический метанол был обнаружен в организме здоровых людей

и  модельных  организмов  более  40  лет  назад,  нет  данных  о  его  влиянии  на  молекулярно-

биологические  процессы  клетки.  Отсутствие  интереса  объясняется  тем,  что  метанол  считали

метаболическим мусором, в связи с чем, не рассматривалось его участие в регуляции клеточных

процессов. Исходя из очень похожих физико-химических свойств и путей метаболизма, логично

предположить схожесть эффектов метанола и этанола на молекулярные процессы клетки, поэтому

в  этой  части  представлен  краткий  обзор  литературы  о  влиянии  этанола  на  экспрессию  генов

млекопитающих.

       Активация экспрессии CYP2E1

Оценка  влияния  этанола  на  клетки  млекопитающих  в  основном  проводится  в  ходе

хронического введения/употребления этанола. Было показано, что этанол активирует экспрессию

гена  CYP2E1  в печени и мозге грызунов (Jin et al., 2013;  Kim et al., 2013;  Zhong et al., 2012). С

увеличением  активности  цитохромоксидазы  P450  2E1  повышается  количество  активных  форм

кислорода.  Окислительный  стресс  провоцирует  переход  транскрипционного  фактора  NRF2  из

цитоплазмы в ядро, где он активирует экспрессию огромного количества генов, включая другую

цитохроксидазу – CYP2A5 (Lu et al., 2012). Первостепенную роль CYP2E1 в активации экспрессии

генов  защиты клетки  от  окислительного  стресса  подтверждают данные  по  отмене  эффекта  на

NRF2 и CYP2A5, но не CYP2E1, при введении антиоксидантов (Cederbaum, 2013,  p. 2;  Lu et al.,

2012).  Экспрессия остальных генов пути метаболизма спиртов (ADH1,  CAT,  ALDH2 и ALDH1) не

меняется в ответ на введение этанола (Chen et al., 2011). 
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       Активация воспалительного ответа в мозге

Периодическое  введение  этанола  крысам  повышает  уровень  мРНК  двух  посредников

воспалительных  процессов  –  COX2  и  iNOS,  и  способствует  клеточной  смерти  в  гиппокампе,

мозжечке и новой коре головного мозга. Более того, в ответ на введение этанола у мышей и крыс

повышается уровень мРНК и белка 3 и 4 Toll-подобных рецепторов (Pascual et al., 2014; Vetreno and

Crews, 2012). Последние играют ключевую роль в воспалительных процессах у млекопитающих

через  активацию  транскрипционного  фактора  Nf-kB,  запускающего  транскрипцию

провоспалительных  цитокинов.  Например,  хроническое  употребление  алкоголя  увеличивает

уровень  провоспалительных цитокинов в  мозге,  что  приводит к  повреждению нервных клеток

(Alfonso-Loeches et al.,  2010).  Выключение  гена  TLR4  убирает  опосредованное  этанолом

воспаление, что указывает на ключевую роль TLR4 (Alfonso-Loeches et al., 2010). 

       Влияние на экспрессию генов рецепторов нейротрансмиттеров

Этанол  способствует  увеличению  потока  ионов  хлора  через  рецепторы  тормозного

нейротрансмиттера  гамма-аминомасляной  кислоты  (ГАМК),  в  свзяи  с  чем  алкоголь  способен

оказывать  седативный  эффект  на  человека.  Рецепторы  ГАМК  составляют  пять  субъединиц  -

трансмембранных белков, относящихся к классам α (у человека кодируются генами GABRA1 - 6), β

(GABRB1 – 4), γ (GABRG1 - 3), δ (GABRD), ε (GABRE), π (GABRP) и θ (GABRQ). Эффект агонистов

в значительной степени зависит от субъединичного состава рецепторов ГАМК, и  cамое сильное

влияние этанол оказывает на ГАМК рецептор состава α4β2δ (Sundstrom-Poromaa et al., 2002). 

Помимо  аллостерической  регуляции,  этанол  активирует  транскрипцию  некоторых

субъединиц  ГАМК  рецепторов.  Хроническое  употребление  этанола  повышает  экспрессию

GABRA4,  в  то  же  время  снижает  экспрессию  GABRA1  (Devaud et al.,  1997,  1995).  Механизм,

лежащий в основе различий в регуляции транскрипции ГАМК рецепторов, остается неизвестен.

Однако удалось обнаружить,  что протеинкиназа А опосредует действие этанола на экспрессию

ГАМК рецепторов (Davies, 2003). 

Еще одной группой рецепторов мозга, участвующих в передаче импульса и связывающие

этанол являются ионотропные рецепторы глутамата (ИРГ). В отличии от рецепторов ГАМК, они

относятся к возбуждающим, так как формируют ионные каналы для Na+. ИРГ представляют собой
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гетеротримеры, и сочетание субъединиц влияет на восприимчивость комплекса к его лигандам.

Так,  ингибирующее  действие  этанола  проявляется  сильнее  всего  в  случае  с  комплексом  NR1-

2b/NR2C, и слабее всего у комплексов NR1-3b/NR2C, NR1-3b/NR2D и NR1-4b/NR2C (Acosta et al.,

2010). Как и в случае с ГАМК рецепторами, этанол влияет на уровень мРНК некоторых субъединиц

ИРГ.  Например,  в  гиппокампе  хронических  алкоголиков  уровень  мРНК  GRIN2B и  GRIN2D

значительно повышен по сравнению с контрольными образцами (Enoch et al., 2014). Более того,

воздействие этанола эмбрионов мышей также приводит к увеличению уровня белка  GRINB2 в

гиппокампе, что указывает на участие этанола в регуляции ИРГ, по крайней мере, в данной области

мозга (Kervern et al., 2015). 

 

1.7. Патологические свойства формальдегида и метанола

Клинические  случаи  отравления  метанолом  характеризуются  развитием  ацидоза,

провоцирующего острую почечную недостаточность и слепоту (Tephly, 1991). Смертельной дозой

метанола считается 1 г/кг,  при условии, что человек вместе с метанолом не употреблял этанол

(Roe, 1955).  Ключевую роль в развитии ацидоза при отравлении метанолом играет муравьиная

кислота. Было показано, что ее метаболизм в значительной степени зависит от концентрации ТГФ

в  организме  млекопитающего.  При  его  снижении,  в  организме  животных  пропорционально

увеличивается чувствительность к метанолу (Roe, 1955). Таким образом, уровень ТГФ важен для

предсказания рисков в случае отравлении метанолом и нарушения в его метаболизме могут сильно

влиять на прогноз пациента. 

Наравне со случаями отравлений метанолом, угрозой для качества и продолжительности

жизни человека могут служить нарушения в метаболизме эндогенного метанола и ФА. В то время

как метанол безвреден для культуры клеток млекопитающих (Kostic and Dart, 2003), ФА обладает

генотоксичными и протеотоксичными свойствами (Ishikawa et al., 2007; Ortega-Atienza et al., 2016;

Pontel et al.,  2015).  Инкубация лимфоцитов и гибридных клеточных культур млекопитающих с

концентрациями ФА всего в 2-3 раза превышающими физиологические, значительно увеличивает

частоту встречаемости микроядер за счет нарушения целостности хромосом (Speit et al., 2011). В

здоровой клетке  ДНК от связанных с  ФА повреждений защищают белки репарационного пути
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Фанкони. Нокаут основных участников этого пути увеличивает количество разрывов хроматид и

количество радиальных хромосом в 3 раза (Rosado et al.,  2011).  Протеотоксичные свойства ФА

выражаются  в  виде  увеличения  полиубиквитинированных  белков  по  48  лизину  (метка,

направляющая белок на протеолиз в протеасомы) и повышении экспрессии генов теплового шока

HSP70 (Ortega-Atienza et al., 2016).

Исследование эффектов регулярного воздействия паров ФА на работу центральной нервной

системы показало, что даже в умеренных концентрациях он способен проявлять нейротоксичные

свойства.  Механизм  нейротоксичного  действия  ФА,  вероятно,  связан  с  увеличением

окислительного  стресса,  вызванного  снижением  активности  супероксиддисмутазы  и

глутатионпероксидазы, а также повышением концентрации NO и малондиальдегида (Songur et al.,

2008; Zararsiz et al., 2006). 

Работы  на  модельных  организмах  и  добровольцах  также  выявили  связь  между  ФА  и

нейродегенеративными патологиями. За счет активной альдегидной группы, ФА легко связывается

с  амиогруппами,  образуя  основания  Шиффа,  что  способствует  образованию  сшивок  между  и

внутри молекул как in vitro, так и in vivo (Gubisne-Haberle et al., 2004; Lai et al., 2016; Lu et al., 2008;

Metz et al.,  2006).  С  возрастом  наблюдается  рост  концентрации  эндогенного  ФА  в  крови  и  в

гиппокампе млекопитающих, вплоть до 0,5 мМ (Tong et al., 2013). Более того, в крови у людей ФА

накапливается  возраст-зависимо  и  повышен  в  образцах  тканей  мозга  пациентов  с  болезнью

Альцгеймера (БА)  (Tong et al.,  2015).  При старческой  деменции уровень  ФА коррелирует с  ее

стадией, что, учитывая его нейротоксичные свойства, может указывать на участие ФА в патогенезе

заболевания  (Tong et al.,  2011).  Среди  потенциальных  механизмов  воздействия  ФА  при

нейродегенеративных  патологиях  перечисляются  нарушения  в  метилировании  ДНК  через

ингибирование  ДНК-метил  трансфераз  в  гиппокампе,  участие  в  формировании  аггрегатов  тау-

белка и нарушение транскрипции (He et al., 2016; Lu et al., 2013; Nie et al., 2007; Tong et al., 2015). В

связи со сниженным уровнем метилирования ДНК в тканях мозга при повышенном содержании

ФА, предполагают, что нейродегенеративные свойства ФА могут быть обусловлены нарушением

процессов метилирования.  

Причиной  возраст-зависимого  увеличения  содержания  ФА,  по-видимому,  является

нарушение  его  метаболизма.  Семикарбазид-чувствительные  аминооксидазы,  образующие  ФА  в
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реакции деаминации метиламина, в мозге млекопитающих присутствуют только в кровеносных

сосудах, что является типичным местом накопления тау-агрегатов у пациентов с БА. Более того,

иммуногистохимия  образцов  мозга  пациентов  с  БА  выявила  значительное  перекрытие  в

локализации  семикарбазид-чувствительных  аминооксидаз  с  амилоидными  бляшками и  ее

активность в крови коррелирует со стадией БА (Unzeta et al., 2007). 

1.8. Альфа-липоевая кислота как потенциальный регулятор метаболизма эндогенного 

метанола

Альфа-липоевая  кислота  (АЛК)  встречается  во  всех  царствах  живых  организмов,  в

основном,  в  связанной форме как кофактор для реакций переноса карбоксильных групп,  но ее

небольшая часть находится в свободной форме (Chuang et al., 1984; KOIKE et al., 1960; Nakano et

al., 1991;  Pares et al., 1994). Небольшая доля АЛК образует дисульфидные связи с сульфидными

группами белков, но для функционирования в качестве кофактора она через карбоксильную группу

формирует амидную связь с ε-NH2 группой лизина (Рисунок 1.9.) (Nakano et al., 1991; Pares et al.,

1994).  Впервые  АЛК  в  качестве  кофактора  была  обнаружена  у  ферментов  цикла  Кребса  -

пируватдегидрогеназного  и  альфа-кетоглутаратдегидрогеназного  комплексов.  Позже  АЛК  была

найдена  в  активном  центре  ферментативного  комплекса  дегидрогеназы  альфа-кетокислот  с

разветвленной цепью (E2 субъединица,  EC 2.3.1.168) (Harris et al., 2005), ацетоиндегидрогеназы

(Е2 субъединица, ЕС 2.3.1.190) (Xiao and Xu, 2007) и системы катаболизма глицина (L-белок, ЕС

1.8.1.4)  (Kikuchi,  1973).  Все  ферменты  представляют  собой  сложные  белковые  комплексы,

состоящие  из  3-4  типов  субъединиц,  и  к  одному  комплексу  обычно  присоединено  несколько

молекул АЛК.
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Рисунок 1.9. Окисленная альфа-липоевая кислота в свободной форме (на рисунке сверху – (А)  R-

форма  АЛК,  (B)  S-форма  АЛК),  липоамид  (окисленная  форма,  на  рисунке  посередине)  и

дигиролипоамид (восстановленная форма, на рисунке первая снизу) с лизином. * хиральный центр.

АЛК синтезируется из альфа-кетокислот в организме млекопитающих. Благодаря длинному

предельному  углеродному  остову  и  карбоксильной  группе,  она  в  небольших  концентрациях

растворима в воде и отлично растворяется в полярных и жирных растворителях, за счет чего АЛК

проходит  сквозь  мембраны.  pK кислоты  примерно  4,5,  то  есть  в  цитоплазме  и  матриксе

митохондрий карбоксильная группа АЛК депротонирвоана и молекула заряжена отрицательно. 

       Свойства АЛК как антиоксиданта

АЛК относится к эндогенным антиоксидантам, пара АЛК/дигидролипоевая кислота (ДГЛК)

обладает окислительно-восстановительным потенциалом в -0,32  V, что значительно ниже, чем у

пары окисленный/восстановленный глутатион (-0,24 V) (Kagan et al., 1992). Как АЛК, так и ДГЛК

способны связывать  активные формы кислорода,  и  за  счет  рядом расположенных сульфидных

групп – хелатировать ионы металлов (Рисунок 1.10.) (Tibullo et al., 2017). 
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Рисунок  1.10. Схематическое  изображение  основных  свойств  альфа-липоевой  кислоты  как

антиоксиданта. Оксис. - окисленный, вост. - восстановленный. 

Несмотря  на  способность  АЛК  в  окисленной  и  восстановленной  формах  связывать

активные формы кислорода, ее основной вклад в защиту от окислительного стресса заключается в

восстановления пула антиоксидантов, в частности, в увеличении концентрации восстановленного

глутатиона (Bast and Haenen, 1988; C et al., 2016; Stanković et al., 2014). Глутатион играет ключевую

роль в метаболизме ФА в цитоплазме клетки. Спонтанно связывая ФА, глутатион превращается в

S-метилглутатион, один из главных субстратов алкогольдегидрогеназы  III класса (подробнее см.

Раздел  1.4).  Таким  образом,  АЛК  способна  активировать  окисление  ФА  через  повышение

концентрации восстанавленной формы глутатиона в клетке. 

С  другой  стороны,  введение  АЛК  людям  с  ишемической  болезнью  сердца  приводит  к

увеличению  активности  АлДГ2  (Li et al.,  2013)  –  еще  одного  фермента,  окисляющего  ФА.

Аналогичный эффект наблюдался в слизистой оболочке желудка крыс, которых поили этанолом (Li

et al.,  2016).  Однако точный механизм активации АлДГ2 в присутствии АЛК оставался неясен.

Инкубация ДГЛК с АлДГ2 в условиях окислительного стресса увеличивает его активность за счет

восстановления  цистеиновых  остатков  в  активном  центре  фермента  (Wenzel et al.,  2007).
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Способность ДГЛК в отличие от остальных антиоксидантов проходить в активный центр АлДГ2

согласно  молекулярному  моделированию  подтверждает  данную  гипотезу  (Munoz-Clares et al.,

2017). С другой стороны, данные по in vivo активации АлДГ2, получены при введении окисленной

формы АЛК. 

       Влияние АЛК на сигнальные каскады клетки 

Эффекты  АЛК  в  клетке  опосредуются  сигнальными  путями  Pi3k/AKT/NRF2,  NF-kB и

mTOR (Bitar et al., 2010;  Deng et al., 2013;  Kamarudin et al., 2014;  Lv et al., 2014;  Shi et al., 2016).

Взаимосвязь  АЛК с  метаболизмом глюкозы хорошо задокументирована,  хотя  точный механизм

пока что неясен.  Было показано,  что АЛК стимулирует захват глюкозы в клетки адипоцитов и

скелетных мышц (Konrad et al., 2001; Moini et al., 2002; Smith et al., 2004). Так, АЛК увеличивает

количество фосфорилированного белка p38 MAPK и протеинкиназы B (AKT), которые запускают

транслокацию в плазматическую мембрану и наработку мРНК ключевых переносчиков глюкозы -

GLUT4 и  GLUT1 (Konrad et al., 2001;  Moini et al., 2002). Метаболизм глюкозы тесно сопряжен с

сигнальным каскадом mTOR, что, по-видимому, объясняет эффекты АЛК на данный сигнальный

путь  (Lv et al.,  2014).  Способность  АЛК  ингибировать  NF-kB, вероятно,  лежит  в  основе  ее

противовоспалительных  эффектов.  NF-kB является  ключевым  транскрипционным  фактором  в

регуляции воспаления. При обычных условиях он связан с  IkB, ингибирующим его активность.

При поступлении провоспалительного стимула,  NF-kB освобождается из  комплекса и уходит в

ядро, где активирует экспрессию основных участников воспаления. АЛК ингибирует активность

NF-kB за счет стабилизации его комплекса с  IkB с привлечением  MAPK (Bierhaus et al.,  1997;

Packer, 1998; Packer et al., 2001).

Транскрипционный  фактор  NRF2,  кодируемый  геном  NFE2L2,  считается  основным

сенсором окислительного стресса в клетке. Как и NF-kB, он постоянно присутствует в цитоплазме

клетки в комплексе с Keap1. В условиях окислительного стресса их комплекс разрушается, и NRF2

переходит  в  ядро,  где  регулирует  экспрессию  генов  II фазы  антиоксидантной  защиты,  среди

которых SOD, NQO1 и CAT (Zhu et al., 2005). Хотя у человека каталаза, скорее всего, не участвует в

метаболизме  метанола,  у  грызунов  она  играет  важнейшую  роль.  Таким  образом,  АЛК
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потенциально способна активировать  метаболизм метанола и  ФА через увеличение активности

каталазы у грызунов и АлДГ2 с ФДГ у млекопитающих. 

       Влияние АЛК на когнитивные способности пациентов с БА

На текущий момент закончено 2 клинических исследования касательно влияния АЛК на

когнитивные возможности пациентов с нейродегенеративными заболеваниями (Fava et al., 2013;

Shinto et al.,  2014). В первом исследовании участвовало 43 пациента с БА, в терапию которых,

помимо  ингибиторов  ацетилхолиэстеразы,  была  включена  АЛК  в  дозировке  600  мг/сутки.  По

окончанию  48-месячного  исследования,  пациенты  проходили  тесты  краткой  шкалы  оценки

психического состояния и шкалы оценки когнитивных функций при БА. У пациентов с начальной

стадией деменции, принимавших АЛК вместе со стандартной терапией, наблюдались улучшения

показателей обоих тестов по сравнению с контрольной группой (Fava et al., 2013).

Во  втором,  рандомизированном  плацебо-контролируемом  двойном  слепом  клиническом

исследовании, было 39 пациентов с БА. Три группы пациентов получали омега-3-ненасышенные

кислоты, омега-3-ненасышенные кислоты с АЛК (600 мг/сутки) или плацебо в течение 12 месяцев.

Измерения уровня  F2-изопростана в  моче как маркера окислительного стресса  не  выявило его

изменений  ни  в  одной  из  групп  пациентов.  Когнитивные  тесты  шкалы  оценки  когнитивной

функции  при  болезни  Альцгеймера,  краткой  шкалы  оценки  психического  состояния  и

функционального  теста  (шкала  оценки  способности  к  самообслуживанию)  показали  значимое

замедление развития деменции (Shinto et al., 2014).

Таким образом, в предварительных исследованиях прием АЛК положительно сказывался на

когнитивных способностях пациентов с БА. Вместе с данными о повышенной концентрации ФА в

тканях  мозга  пациентов  с  БА  и  в  связи  с  его  нейротоксичными  свойствами,  положительное

влияние АЛК на пациентов может быть обосновано ее способностью регулировать метаболизм

ФА.
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

2.1. Эксперименты с животными

Все  эксперименты  с  мышами  проводились  в  соответствии  с  Руководством  по  уходу  и

использованию  лабораторных  животных,  принятому  и  обнародованному  Национальными

институтами  здравоохранения  США,  и  были  одобрены  этической  комиссией  Научно-

исследовательского института физико-химической биологии имени А.Н.Белозерского Московского

государственного университета имени М.В.Ломоносова (протоколы №2/12 от 6 февраля 2012 года

и  №4 от  12  мая  2016  года).  Во  всех  экспериментах  были  использованы  небеременные  самки

мышей линии Balb/c весом от 28 до 35 г или крысы линии Wistar. Использовался корм на основе

зерновых  культур,  который  состоял  из  12,7%  белка,  5,6%  жира  и  54,1%  углеводов  с  общим

содержанием  волокон  3,7%  с  витаминно-минеральными  добавками  согласно  рекомендации

Американского института питания (диета AIN-93M). В виварии соблюдали световой режим 12/12.

За  40  минут  до  начала  эксперимента  мышей  переносили  в  помещение,  где  проводился

эксперимент.  Во  время  эксперимента  у  мышей  убирали  воду  и  корм.  При  необходимости

эвтаназию проводили  путем декапитации,  все  процедуры проводили  быстро  для  минимизации

болевых ощущений у животных. 

1. Эксперимент с пектином. Мыши были случайным образом разделены на 5 групп по 10

мышей в каждой. У каждого животного из хвостовой вены собирали пробу крови объемом 100

мкл. Далее каждой группе перорально вводили 20 мг комплекса пектин/пектиинметилэстеразы, 20

мг пектина, 200 мкл 0.5% глюкозы или метанола (0.375 мкмоль/Л). По истечению 10, 30, 60 и 120

минут мышей закрепляли, надрезали хвост и через хвостовую вену собирали по 100 мкл крови в

1,5 мл пробирки для последующего измерения концентрации метанола в сыворотке.

2.  Эксперимент  с  4-метилпиразолом.  Мышей  случайным  образом  распределяли  на  две

группы по пять особей в каждой и внутрибрюшинно вводили по 350 мкл 4-метилпиразола (10



мг/кг)  или  физиологического  раствора.  По  истечению  15,  30,  60,  90  и  120  минут  мышей

закрепляли, надрезали хвост и через хвостовую вену собирали по 100 мкл крови в 1,5 мл пробирки

для последующего измерения концентрации метанола, этанола и ФА в сыворотке.

3.  Эксперимент с печенью крыс.  10 крыс слуайным образом разпределяли на  2 группы.

Одной  группе  в  портальную  вену  ввели  1  мл  4-метилпиразола  (10  мг/кг),  разведенного  в

физиологическом растворе или 1 мл физиологичсекого раствора в качестве  контроля.  Через  30

минут крыс эвтанизировали, вскрывали грудной отдел, отрезали кусочек печени весом 300 мг и

гомогенизировали  в  300  мл  охлажденного  буфера  PBS в  гомогенезаторе  Поттера  на  льду.

Клеточный  дебрис  отделяли  центрифугированием  (10  минут,  максимальные  обороты,  +4ºС),

надосадочную  жидкость  переносили  в  новые  охлажденные  пробирки  для  последующего

измерения концентрации метанола. 

4.  Перфузионная  печень  крыс.  Анестезию  осуществляли  путем  введения  в  брюшную

полость  препарата  Zoletil 50  в  дозировке  7,5  мг/кг  веса.  С целью системной гепаринизации в

пенильную  вену  вводили  гепарин  в  дозе  200  ЕД.  Осуществляли  срединную  лапаротомию.  С

помощью  канюли  (Venflon 1,3х45  мм.)  канюлировали  воротную  вену  и  в  воротную  вену

дополнительно вводили 150 ЕД гепарина, после чего перевязывали подпеченочный отдел полой

вены. Отмывку печени от элементов крови осуществляли оксигенированным (95% O2 и 5% CO2)

раствором Кребс-Хензиляйта (118 мМ NaCl, 4.5 мМ KCl, 2,75 мМ CaCl2, 1,19 мМ KH2PO4, 1,18 нМ

MgSO4, 25  мМ  NaHCO3,  pH 7.4)  в  объёме  500  мл  при  помощи  перистальтического  насоса,

поддерживая объемную скорость перфузии в  пределах 2,5-4 мл/мин/г.  Это позволяло создавать

перфузионное  давление  в  воротной  вене  около  12-15  мм  рт  ст.,  что  соответствует

физиологическому  давлению  в  воротной  вене.  Использовали  рециркулирующую  систему

перфузии.  Через  отверстие,  сделанное  в  плевральном  отделе  полой  вены,  осуществляли  отвод

перфузата. После отмывки печени от элементов крови надпеченочный отдел полой вены вместе с

частью диафрагмы циркулярно высекали. Подпеченочный отдел полой вены пересекали на уровне

вены  правого  надпочечника.  Далее  пересекали  чревный  ствол  и  печеночно-пищеводные

(гепатоэзофагиальные) связки. Качество отмывания печени оценивалось по целостности органа,
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равномерности  бледной  окраски  и  консистенции  (степени  отека).  После  отмывки  печени  от

элементов крови в перфузат вводили 4-метилпиразол (10 мг/кг печени), метанол (120 мг/кг) или

альфа-липоевую кислоту (20 мг/кг печени). Все манипуляции проводили в стерильных условиях с

учетом требований асептики и антисептики. Пробы перфузата объемом 2 мл отбирали каждые 15

минут в течение 135 минут, по 2 пробы на каждую временную точку. 

5. Резекция кишечника. Крыс породы Wistar случайным образом разделили на 2 группы по 5

животных в каждой. После вскрытия из яремной вены был отобран 1 мл крови и удалена часть

желудочно-кишечного тракта (от пищевода). После чего был введен раствор 4-метилпиразола (10

мг/кг)  объемом  1,5  мл.  Прооперированных  крыс  держали  под  тепловыми  лампами  для

поддержания  постоянной  температуры  тела  в  пределах  физиологических  значений.  Через  час

после  операциииз  из  яремной вены снова  отбирался  1  мл  крови для  измерения  концентрации

спиртов и ФА. В контрольной группе крысам не вырезали желудочно-кишечный тракт, остальные

процедуры проводились так же.

6. Эксперимент с альфа-лиепоевой кислотой. Мышей случайным образом разделяли на 2

группы по 6 животных в каждой. С интервалом в 7 минут мышам внутрибрюшинно вводили 350

мкл  раствора  4-метилпиразола  (10  мг/кг)  или  4-метилпиразола  (10  мг/кг)  с  альфа-лиепоевой

кислотой (20 мг/кг) в физиологическом растворе. Через 90 минут так же с интервалом в 7 минут

мыши были эвтанизированы путем декапитации с последующим сбором образцов крови объемом

500  мкл.  Сразу  после  декапитации  на  льду  вскрывали  черепную  коробку  и  тело,  и  собирали

образец целого головного мозга и печени. После изъятия, мозг и печень растирали в жидком азоте

и  из  50-100  мг  ткани  выделяли  тотальную  РНК  реагентом  Тризол  согласно  протоколу

производителя. Для измерения ферментативной активности каждый мозг клали в индивидуальную

стерильную  пробирку  на  15  мл  с  охлажденным  PBS.  Все  процедуры  с  образцами  ткани

проводились на льду и охлажденными инструментами. Чтобы увеличить концентрацию фермента

в пробе, образцы мозга группировали по два внутри контрольной и опытной групп.
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       Эксперименты с добровольцами 

В экспериментах участвовали здоровые мужчины и женщины в возрасте от 18 до 70 лет.

Добровольцы не имели хронических заболеваний (включая диабет), не являлись беременными или

кормящими грудью на момент проведения эксперимента, не употребляли алкоголь за 12 часов до

начала эксперимента и не курили за 30 минут и во время эксперимента. Протоколы проведения

экспериментов c пектином, алкоголем и вином были одобрены комиссией по биоэтике Российского

онкологического научного центра им. Н. Н. Блохина (протокол №2 от 20.09.2011), экспериментов с

АЛК  –  комиссией  по  биоэтике  Московского  государственного  университета  имени  М.В.

Ломоносова (протокол № 70-о от 10.02.2017). Каждый из участников подписал информированное

согласие.  Забор  крови  производился  натощак  стерильным  шприцом  через  канюлю:  2  мл  для

измерений на хроматографе и 5 мл для отделения лейкоцитов.

       Подготовка образцов для хроматографии

Отобранный  образец  крови  оставляли  при  комнатной  температуре,  до  ее  полного

сворачивания.  Все действия с кровью после ее сворачивания проводились в холодной комнате.

Оборудование  (пипетки,  центрифуги,  носики  для  отбора  проб)  предварительно  охлаждались.

Центрифугированием образцов на 1200 об/мин в течение 10 минут (4° С) отделяли сыворотку, 100

мкл которой переносили в новые охлаждённые 1,5 мл пробирки. В случае следов гемолиза образец

исключали из дальнейшего аналаиза. К аликвоте сыворотки в 100 мкл добавляли 100 мкл 100%

ацетонитрила с 1%  Triton X-100 или 10% раствора трихлоруксусной кислоты (ТХУ). Пробирки

взбалтывали  до  образования  хлопьев  и  оставляли  во  льду  на  20  минут.  Белки  высаживали

центрифугированием на 13200 об/мин в течение 10 минут, надосадочную жидкость переносили в

новые охлажденные пробирки и хранили до начала измерений при -20ºС. В случае выпадения

осадка  проводилось  повторное  центрифугирование  при  комнатной температуре  до  полного  его

удаления. 

       Измерение концентрации спиртов методом газовой хроматографии

Параметры  хроматографического  разделения  были  подобраны  исходя  из  свойств

разделяемых  компонентов. Измерения  проводили  с  помощью  газового  хроматографа  Кристалл
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5000.2 с пламенно-иноинизирующим детектором, компрессора воздуха и генератора водорода (все

Хроматэк,  Росссия),  в  качестве  газа-носителя  использовали  азот  (ОСЧ).  Хроматографическое

разделение было выполнено на капиллярной колонке SGE SOLGEL-WAX™ (I.D. 0.25 мм, длина 30

м, толщина 0.25 мкм) с неподвижной полярной фазой из полиэтилен-гликоля в матрице золь-геля.

Для анализа были подобраны следующие условия: расход воздуха 200 мл/мин, расход водорода 20

мл/мин, расход азота 20 мл/мин, температура 220 °C. Термостат колонок была запрограммирован

на температуру 40 °C в течение 1 мин с последующим нагреванием при скорости 20 °C/мин до 100

°C, которая выдерживаалась в течение 2 мин, и последующим нагреванием при скорости 20 °C/мин

до 200 °C, которая выдерживалась в течение 5 мин. Колонка: деление потока 100,7, давление (Азот)

70 кПа, поток (Азот) 0,892 мл/мин, 0 мин, скорость (Азот) 23,56 см/сек. Образец вводили шприцом

(Хроматэк, Россия) в объеме 1 мкл. Общее время анализа составляло 15 минут. Времена удержания

метанола и этанола составляли 3,45 и 3,73 минут, соответственно (Рисунок 2.1.).  Шприц перед

отбором  пробы  охлаждали.  Перед  началом  измерений  проводилось  2  анализа  чистого  100%

ацетонитрила или 10% ТХУ. Между анализами инжектор промывался MQ. Расчет производили на

основании калибровочных кривых (Рисунок 2.2.).
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Рисунок 2.1. Пример хроматораммы, полученной методом газовой хроматографии с пламенно-

иноинизирующим детектором при анализе образца сыворотки человека, очищенной от белков. 

MeOH – метанол, EtOH – этанол.

Рисунок  2.2. Градуировочные  графики  для  метанола,  этанола  и  АА,  полученные  на  газовом
хроматографе  с  пламенно-иноинизирующим  детектором.  На  графиках  представлена
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зависимость значений отклика прибора в мВ (ось ординат) от концентрации веществ в мкМ (ось
абсцисс). АА — ацетальдегид. 

       

       Измерение концентрации формальдегида методом высокоэффективной жидкостной 

хроматографии (ВЭЖХ)

Анализ проводили на Dionex Ultimate 3000, состоящего из четырехканального градиентного

насоса,  дегазатора  подвижной  фазы,  автоматического  инжектора  совмещенного  с  термостатом

колонок,  спектрофотометрического  детектора  с  изменяемой  длиной  волны  детектирования.

Использовалась  хроматографическая  колонка  Synergi Hydro-RP,  250×4.6  мм,  диаметр  зерна

сорбента  4 мкм (пористость 80 Å) с  предколонкой  Security Guard (картридж с сорбентом С18,

диаметр  3  мм)  (производитель  Phenomenex,  США).  Неподвижная  фаза  представляла  собой

силикагель  с  привитыми  группами  C18  с  полярным  эндкеппингом.  Подвижная  фаза:  смесь

деионизованной воды и ацетонитрила в соотношении 50/50 по объему.

Скорость потока подвижной фазы составляла 1 мл/мин, термостатирование колонки при 30

°C, объем вводимой пробы 20 мкл с предварительной промывкой инжектора смесью ацетонитрила

и воды (50/50) и пробой. Общее время анализа составляло 20 минут. Детектирование производили

спектрофотометрически  в  проточной  ячейке  при  360  нм.  Время  удерживания  производного

составляло  8,7±0,1  мин.  Определение  ФА  основано  на  его  взаимодействии  с  избытком  2,4-

динитрофенилгидразина в кислой среде с образованием соответствующего окрашенного продукта-

гидразона, который хроматографически разделяется от остальных компонентов раствора.

Раствора для дериватизации готовили путем смешивания 20 мл чистого ацетонитрила, 100

мкл  85%-ой  фосфорной  кислоты  (~0.5%  в  растворе)  и  20  мг  2,4-динитрофенилгидразина

гидрохлорида (~0,1% в растворе). Для приготовления холостого раствора к 0,5 мл деионизованной

воды  добавляли  0,5  мл  раствора  реагента  и  перемешивали.  Образцы  на  измерение  готовили,

смешивая 450 мкл деионизованной воды, 50 мкл исследуемого образца и 0,5 мл раствора реагента,

после чего перемешивали. 

Дериватизацию проводили при комнатной температуре (22-24 °C) в течение 20 минут, по

окончании  раствор  вводили  в  хроматограф.  Для  количественного  анализа  использовали
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актуальную градуировочную зависимость по ФА, построенную с применением серии растворов,

приготовленных  из  аналитического  стандарта  2,4-динитрофенилгидразона.  Уравнение

градуировочной зависимости: S (площадь пика, усл. ед) = 14,36 × с (концентрация ФА, мг/л). При

расчете  учитывали результат  холостого опыта,  формула для  расчета  содержания в  образцах:  С

(мг/л)  =  (Sx-Sblank)/14,36*20,  где  14,36  –  градуировочный  коэффициент,  20  –  коэффициент

разбавления.

Рисунок  2.3.  Пример  хроматограммы,  полученной  методом  высокоэффективной

жидкостной  хроматографии  при  анализе  сыворотки  крови  человека,  очищенной  от  белков  и

прошедшей реакцию дериватизации.

       Выделение лейкоцитов

Выделение лейкоцитов производили из 5 мл крови добровольцев. Сразу после отбора, кровь

помещали  в  охлажденные  50  мл  пробирки,  содержащие  300  мкл  0,5  М  EDTA,  хорошо

перемешивали и оставляли во льду до момента выделения (в среднем 30-60 минут). К 5 мл крови
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добавляли 20 мл охлажденного буфера для лизиса эритроцитов (10 мМ KHCO3,  0,15 М NH4Cl, 0,1

мМ  ЕДТА)  и  оставляли  при  комнатной  температуре  на  10-15  минут  до  полного  лизиса

эритроцитарной фракции. Лейкоциты осаждали центрифугированием на скорости 1000 об/мин в

течение  10  минут  при  +4  ºС.  Надосадочную  жидкость  аккуратно  сливали,  ресуспензировали

осадок в 1 мл охлажденного PBS и переносили в чистые 1,5 мл пробирки. Лейкоциты отмывали от

эритроцитов  в  охлажденном  PBS до  полного  исчезновения  красного  оттенка  в  надосадочной

жидкости (2-4 раза). После отмывки к лейкоцитам добавляли 1 мл Тризола и выделяли РНК.

       Выделение РНК

В случае образцов тканей, сразу после изъятия замораживали и растирали в жидком азоте.

Растертый материал (50-100 мг) переносили в 1-1,5 мл Тризола. После пипетирования пробирки

помещали  на  ротатор  и  инкубировали  в  течение  20-40  минут  до  полного  лизиса  образца.  К

раствору добавляли хлороформ из расчета 200 мкл на 1 мл Тризола, интенсивно перемешивали и

центрифугировали на скорости 13200 об/мин 10 минут при 4 °C. Водную фазу переносили в новые

чистые  1,5  мл  пробирки,  добавляли  равный  объем  изопропанола,  перемешивали  и

центрифугировали на скорости 13200 об/мин в течение 10 минут при 4 °C. Осадок промывали в

400 мкл охлажденного 70% этанола, после чего сушили и растворяли в 200 мкл MQ. К раствору

РНК добавляли равный раствор 4 М  LiCl, перемешивали и оставляли на ночь во льду при 4  °С.

РНК осаждали  центрифугированием на  скорости  13200  об/мин  в  течение  20  минут  при  4  °C,

осадок промывали охлажденным 70% этанолом, сушили и ресуспензировали в  MQ. К раствору

РНК добавляли 1/10 объема 3 М ацетата натрия (pH 3.2) и 5 объемов охлажденного 96% этанола,

перемешивали  и  инкубировали  при  -70  ºС  от  30  минут  до  нескольких  суток.  РНК  осаждали

центрифугированием на скорости 13200 об/мин в течение 20 минут при 4 °C. Отмывали от следов

солей в 400 мкл охлажденного 70% этанола, сушили в течение 10-15 минут и ресуспензировали в

15-200 мкл  MQ до конечной концентрации 500-1000 мкг/мл.  Качество выделения и количество

РНК оценивали на Nanodrop по соотношениям А260/230 и А260/280.
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       Анализ тотальной РНК из мозга мышей на микроматрицах

В  ходе  каждого  эксперимента  мыши  линии  BALB/c были  случайным  образом

расепределены в группы по 5 в каждой. Мышам внутрибрюшинно вводили метанол (0,12 г/кг), 4-

МП  (10  мг/кг)  или  физиологический  раствор  в  качестве  контроля,  через  2  часа  мышей

эвтанизировали  путем  декапитации  и  собирали  образцы  крови  для  определения  концентрации

метанола и образцы целого мозга. Ингаляция парами метанола проводилась в контейнере объемом

5  литров  с  потоком  воздуха  150  литров/час,  проходящим через  испаритель,  содержащий  вату,

смоченную в  200 мкл метанола  или в  200 мкл воды в  контрольной группе.  Через  час  мышей

эвтанизировали путем декапитации и собирали образцы ткани целого мозга. Сразу после изъятия

мозг  замораживали  и  растирали  в  жидком  азоте.  Растертый  материал  переносили  в  1-1,5  мл

Тризола,  после  чего  выделяли  РНК.  После  пипетирования,  пробирки  помещали  на  ротатор  и

инкубировали в течение 20-40 минут до полного лизиса образца. После выделения, тотальная РНК

дополнительно очищалась и концентрировалась с использованием RNeasy MinElute Kit, после чего

подготовливались  библиотеки  с  использованием  Illumina TotalPrep RNA Amplification Kit.

Транскриптом  мозга  был  проанализирован  на  Illumina MouseRef-6  BeadChip микроматицах,

содержащих  45200  специфических  олигонуклеотидных  проб.  Сканирование  матрицы

производилось на Illumina BeadArray Reader с применением программного обоспечения BeadScan.

Квантильную нормализацию сырых данных и определение дифференциально экпрессирующихся

генов  производили  в  программе  JexpressPro 2012.  Дифференциально  экспрессирующимися

считались транскрипты с изменением интенсивности сигнала в 1,3 раза по сранению с контролем и

q-value < 0,05. Анотацию дифференциально экспрессирующихся генов проводили в базе данных

DAVID (https  ://  david  .  ncifcrf  .  gov  /  home  .  jsp), используя параметры по умолчанию. Диаграммы Венна

строили в RStudio функцией draw.triple.venn пакета VennDiagram. 

       кОТ-ПЦР

Концентрацию  РНК  определяли  на  капиллярном  спектрофотометре  Nanodrop ND-1000.

Значения соотношения 260:280 всех образцов были в пределах 1.9-2.1. Библиотеки кДНК были

получены путем отжига 2 мг денатурированной тотальной РНК с 0.1 мг случайных гексамеров и

0.1  мг  олиго-dT.  Реакционная  смесь  инкубировалась  с  200  units обратной  транскриптазы
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Superscript II 50 минут при 43ºC. кОТ-ПЦР проводилась на приборе iCycler iQ с добавлением EVA

Green согласно протоколу производителя. Программа ПЦР включала шаг денатурации в течение 3

минут при 95ºС и 45 циклов, каждый из которых включал стадию денатурации при 95ºС в течение

15 секунд, отжига – 30 сек при температуре отжига праймеров (Таблица 2.1.) и элонгации – 30

секунд  при  72ºС.  По  окончанию  амплификации  снимались  кривые  плавления  в  диапозоне

температур от 50ºС до 95ºС с целью определения специфичности реакции. Для каждого образца

проводилось 3 технических повтора и контроль без добавления кДНК. 

Таблица 2.1. Список олигонуклеотидов, использовавшихся для кОТ-ПЦР. Последовательность всех

праймеров  указана  от  5’-  к  3’-концу.  Та  –  температура  плавления  праймеров  (от  annealing

temperature), п.н. - пар нуклеотидов.

Ген Прямой праймер Обратный праймер

Размер

ПЦР-

продукта,

п.н.

Ta, oC

mRPL32
GGCACCAGTCAGAC

CGATATG

CCTTCTCCGCACCCTGT

TG
80 56.0

mADH1
GTACCGTCCTGACTT

TCTG

AAGATTAAGGCTGTGAT

GTGG
106 52.2

mALDH1
GAAGAAAGAAGGA

GCCAAAC

CGCATCTCATCAGTCAC

G
102 53.3

mALDH2
GACGCCGTCAGCAG

GAAAA

CGCCAATCGGTACAACA

GC
189 62.9

mAPOE
AGTGGGCAAACCTG

ATGG

ACCTGGCTGGATATGGA

TG
127 53.9

mCPLX2
CGGGATGGGAGTGG

GAAG

AAGGAAGCAGAGCAAC

AAGG
111 55.4

mCYP2D22
TGCTGCTCCTCACA

ACTC

AACACTTCTCAATCCTA

ACTCC
173 55.9

mCYP2E1
GAAGAAATTGACAG

GGTTATTGG

GGAAGGGACGAGGTTG

ATG
118 55.6

mFIBCD1
GTAGGTGGGAGTGT

CATC

TAGAAGTGCTGGTTGTG

G
133 55.5
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mGSTO1
ACGCTGATGGTCCT

GAAG

GTGATGACAGATTCGGT

GAC
155 55.1

mGSTP1
TGCCACCATACACCA

TTG
TAACCACCTCCTCCTTCC 102 54.6

mMGST3
ACGGTGGGAGGTGT

TTAC

CAAAGAGGGCAAGAGA

GC
145 58.1

mNDUFB6
GAGCGATTCTGGGA

TAAC

TGACATAATAGTGAACA

AACC
130 51.7

mNDUFC2
GAGGTTGCTAAGGC

TGAG

TTCCACGAGAGGTTTGA

C
186 55.8

mRUSC2
GGAAGGAGGGGAG

GAACAC 

TGACGACCAGACTATTT

ACAGC
153 56.3

mSERPINA3H
CCATCTCCACCGACT

ACAG

ACATCCAGCACAGCCTT

G
145 55.4

mSNCA
CTATGAGCCTGAAG

CCTAAGAATG

GATGGAAGACTTTGAAA

CACACTG
147 54.4

mSRXN1
TCCACATCAGCACC

ACTACC

GGCACCAAGAGGCAGA

CC
114 55.4

mTESK1
CCTCCCCTGACCCAT

CTC

TGACCTGCTGCTTGCTT

G
124 53.4

mCAT
TCAGGTTTCTTTCTT

GTTCAG

TGGTCGGTCTTGTAATG

G
138 52.4

mADH5
ACTTCATGGGGACT

AGCACAT

AGAAGGCAGACTTTATC

CAAAGG
100 60

mNRF2
AGGAGAGGTAAGAA

TAAAGTC

CAAGATACAAGGTGCTG

AG
181 52.6

       

       Получение цитоплазматической и митохндриальной фракций белков мозга

Сразу после изоляции образцы мозга мышей помещали в пробирки с охлажденным PBS и

хранили  на  льду.  Перед  началом  гомогенизации  образцы  взвешивали  и  добавляли  к  каждому

охлажденный буфер 1 (Таблица 2.2.) из расчета 20 мл на 1 г ткани. Образцы гомогенизировали в

гомогенезаторе Поттера с помощью электрического привода на скорости 800 об/мин в течение 5-10
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минут.  Гомогенат  переносили в  центрифужные стаканы и осаждали ядра и  обломки клеток на

скорости  1330  g в  течение  10  минут  при  4°  С  (Таблица  2.4.).  Митохондрии  осаждали

центрифугированием надосадочной жидкости на скорости 18514  g в течение 15 минут при 4° С.

Полученную  надосадочную  жидкость  (включающую  цитоплазматические  белки)  переносили  в

новые пробирки, добавляли 100X Halt коктейль ингибиторов протеаз и хранили на льду до начала

измерений. Осадок митохондрий повторно промывали в буфере 1 (15 мл на 1 г ткани), после чего

надосадочную  жидкость  сливали  и  ресуспензировали  осадок  в  1  мл  буфера  2  (Таблица  2.3.),

переносили  в  новые  пробирки  и  добавляли  коктейль  ингибиторов  протеаз.  Суспензию

митохондрий обрабатывали ультразвуком по 7 циклов (60 сек/60 сек). Митохондриальный дебрис

осаждали центрифугированием на скорости 40000 g в течение 40 минут при 4° С. Надосадочную

жидкость переносили в новые пробирки и в ней измеряли активность альдегиддегидрогеназы 2.

Таблица 2.2. Состав буфера 1.

Компонент буфера
Конечная

концентрация

Сахароза 0,32 М

ЭГТА 0,5 мМ

ЭДТА 0,5 мМ

Трис-HCl pH 7,4 10 мМ

Таблица 2.3. Состав буфера 2.

Компонент буфера Конечная

концентрация
Калий-фосфатный буфер 0,1 М

ДТТ 1 мМ

MgCl2 13 мМ

CaCl2 1 мМ

TPP 1 мМ

Глицерол 25%
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Таблица 2.4. Центрифугирования для выделений митохондрий

№

центрифугирования
Цель Об/мин (g)

Время,

мин

Температура, 

˚ C

1
Осаждение ядер,

обломков клеток
3000 (1330) 10 4±4

2
Осаждение

митохондрий

12000

(18514)
15 4±4

3

Повторное

осаждение

митохондрий

12000

(18514)
15. 4±4

       Измерение активности альдегиддегидрогеназы 2

Все измерения проводили на 96-луночном планшете спектрофотометрически. Активность

рассчитывалась исходя из скорости накопления НАДH, которую оценивали при длине волны 340

нм во фракции митохндриальных белков мозга мышей с ФА в качестве субстрата. На плашку из

темного пластика с прозрачным дном наносили по 20 мкл фракции митохндриальных белков в

двух повторностях – для измерения активности фермента и для оценки фоновых реакций.  Для

измерения  скрости  работы  альдегиддегидрогеназы  2  к  белковой  фракции  многоканальной

пипеткой добавляли НАД+ до конечной концентрации 0,1 мМ, ФА до конечной концентрации 0,2%

и натрий-пирофосфатный  буфер  pH 8.1  до  200  мкл  (Таблица  2.6.).  В  реакционную смесь  для

измерения фоновых реакций не добавляли ФА. Сразу после нанесения, растворы перемешивали

пипетированием многоканальной пипеткой и начинали измерения при длине  волны 340 нм на

планшетном  спектрофотометре  при  следующих  параметрах:  5  секунд  перемешиваний  перед

началом измерений, измерение оптической плотности каждые 8 секунд в течение 20 минут и 2 сек

перемешиваний между измерениями. Основную и фоновые реакции снимали параллельно при 25

˚C.
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       Измерение активности формальдегиддегидрогеназы

Активность оценивалась исходя из скорости накопления НАДH при длине волны 340 нм во

фракции  цитоплазматических  белков  мозга  мышей  с  ФА  и  восстановленным  глутатионом  в

качестве субстратов. 

Измерение активности глутатион-зависимой формальдегидегидрогеназы (ФДГ) во фракции

цитоплазматических  белков  гомогенатов  мозга  мышей  проводилось  согласно  схеме,

представленной на Рисунке 2.4.

Рисунок 2.4.  Схема эксперимента по измерению активности формальдегиддегидрогеназы, ФА –

формальдегид. OD – оптическая плотность, ФДГ - формальдегиддегидрогеназа.

От образцов целого мозга 12 мышей по протоколу получали 6 фракций цитоплазматических

белков (объединили по 2 мозга в один образец) и измеряли активность ФДГ, исходя из накопления

НАДH, в каждой из фракций индивидуально в 96-луночной плашке из темного пластика. 

На  реакционную  смесь  сначала  брали  цитоплазматическую  фракцию,  буфер  и  НАД+  в

соотношениях, указанных в Таблице 2.5. Далее 10 минут измеряли фоновые реакции до выхода

графика на плато на 340 нм при 25° С. Затем добавляли в реакционную смесь глутатион и ФА в
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эквимолярном соотношении до конечной концентрации 1 мМ. И измеряли активность 20 минут на

340 нм при 25° С. 

Таблица 2.5.  Состав реакционной смеси для измерения активности ФДГ в цитоплазматической

фракции гомогенатов мозга мышей. НАД – никотинамиддинуклеотид.

Компонент смеси
Начальная

концентрация

Конечная

концентрация

Объем исходного

раствора для смеси
Фракция

цитоплазматических

белков

20 мкл

НАД+ 48 мM 1,2 мМ 5 мкл
Натрий-

пирофосфатный

буфер pH 8,0

50 мM 41,25 мМ 165мкл

Начало реакции
глутатион 40 мМ 1 мМ 5 мкл
ФА 40 мМ 1 мМ 5 мкл

       Измерение активности альдегиддегидрогеназы 2 (АлДГ2) в митохондриальном 

экстракте гомогенатов мозга мышей.

От  образцов  целого  мозга  12  мышей  согласно  протоколу  отделили  6  фракций

митохондриальных  белков  (объединили  по  2  мозга  на  образец  на  стадии  гомогенизации)  и

измерили  активность  АлДГ2,  исходя  из  накопления  НАДH,  в  96-луночной  плашке  из  темного

пластика с прозрачным дном. Схема наблюдаемой реакции представлена на Рисунке 2.5.
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Рисунок  2.5.  Схема  эксперимента  по  измерению  активности  АлДГ2  в  митохондриальном

экстракте.  OD –  оптическая  плотность,  НАД  –  никотинамиддинуклеотид,  АлДГ2  –

альдегиддегидроганаза 2.

В этом эксперименте параллельно измерялись фоновые реакции, когда в реакционной смеси

были митохондриальный экстракт, буфер и НАД+  (Таблице 2.6.), и основная реакция, в которую

был добавлен ФА. Схема данного эксперимента представлена на Рисунке 2.5..

Таблица 2.6.  Состав реакционной смеси для измерения активности АлДГ2 в митохондриальной

фракции гомогенатов мозга мышей. НАД – никотинамиддинуклеотид, ФА – формальдегид, НАД –

никотинамидадениндинуклеотид.

Компонент смеси
Начальная

концентрация

Конечная

концентрация

Объем  исходного  раствора

для смеси

Фракция митохндриальных белков 20 мкл

НАД+ 5 мM 0,1 мМ 4 мкл
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Натрий-пирофосфатный

буфер pH 8,1
50 мM 41,5 мМ 166 мкл

ФА 3,8% 0,19% 10 мкл

       Расчет активности ферментов

Для расчета активности ферментов была использована следующая формула: 

где  ΔD – изменение оптической плотности в  минуту для линейного участка, ε –  коэффициент

молярной  экстинкции  для  НАДН  равный 6,22  мМ-1*см-1,  0,67  –  оптический  путь,  V –  объем

вносимой пробы, мл. U выражались в мМ/мин на мг общего белка в образце.

Выбирался  линейный  участок  для  всех  кривых  на  графике  зависимости  оптической

плотности от времени. С помощью функции НАКЛОН в  Excel вычислялась скорость изменения

оптической плотности в  минуту.  Объем образца (фракции)  – 20 мкл.  Измерение концентрации

общего белка в образцах производили с помощью набора реагентов Pierce BCA Protein Assay kit,

Thermo Fisher согласно  протоколу  производителя.  Значение  изменения  концентрации  НАДH в

минуту нормировали на количество общего белка в образце,  находили среднее по контрольной

группе  и  группе,  которой  вводили  АЛК,  используя  функцию  СРЗНАЧ  в  Excel.  Считали

стандартную ошибку, используя функцию СТАНДОТКЛОН в Excel,  деля ее на корень из размера

выборки.  Пересчитывали  полученные  значения  в  процентные  соотношения  относительно

контроля,  чтобы  объединить  результаты  двух  независимых  экспериментов,  которые  немного

отличались  по  абсолютным значениям.  Статистическую значимость  различий в  относительных

активностях ферментов оценивали по критерию Манна-Уитни, расчеты производили в RStudio на

языке программирования R функцией wilcox.test. Cтатистически значимыми считали различия с p-

value < 0,05.

       Измерение концентрации восстанавленной формы глутатиона

Концентрация  восстанавленной  формы  глутатиона  оценивалась  с  помощью  5,5’-  дитио-

бис(2-нитробензойной кислоты) (ДТНБ). Для этого 80 мкл фракции цитоплазматических белков
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мозга мышей, взятых из экспериментов по измерению активности ФДГ, были смешаны с 30 мкл 10

мМ ДТНБ и 0,2 М Na2HPO4 до конечного объема 300 мкл на 96-луночной плашке из темного

пластика с прозрачным дном. Смесь инкубировалась 15 минут при комнатной температуре, после

чего производили измерения поглощения растворов при 412 нм. Согласно калибровочной кривой,

высчитывалась  концентрация  прореагировавшего  глутатиона,  которая  нормализировалась  на

общее  содержание  белка  (мг),  измеренное  с  помощью  Pierce  BCA Protein  Assay  kit  согласно

протоколу производителя.

3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1. Роль растительной пектинметилэстеразы и пектина в генерации эндогенных метанола 

и формальдегида в организме млекопитающих.

Метанол известен как смертельный яд. Большинство клинических случаев отравлений 

метанолом приходится на некачественные алкогольные напитки и производственные отравления. 

Летальной дозой метанола считаетя 1-2 мл/кг веса тела (Rietjens et al., 2014). 

Тем не менее, инкубация клеточной линии с метанолом не приводит к гибели клеток, при

условии ингибирования процесса его окисления (Kostic and Dart, 2003). Известно, что в организме

человека  присутствуют  невысокие  концентрации  эндогенного  метанола  (Batterman  et  al.,  1998;

Batterman and Franzblau, 1997b; Chuwers et al., 1995; Cook et al., 1991; Dorokhov et al., 2012; Pronko

et al., 1997; Shindyapina et al., 2014). Наибольший вклад в генерацию метанола, вероятно, вносят

микрофлора  кишечника  и  растительная  диета.  Клеточная  стенка  растений до  35% сухого  веса

состоит из пектина (Micheli,  n.d.),  у  которого карбоксильные группы галактурованной кислоты

образуют сложные эфиры с метанолом.  Пектинметилэстераза  [EC 3.1.1.11],  фермент клеточной

стенки  растений,  гидролизует  сложноэфирные  связи  пектина  с  метанолом,  что  приводит  к

высвобождению последнего (Рисунок 3.1).
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Рисунок  3.1. Схема  образования  метанола  в  результате  гидролиза  сложноэфирных  связей

пектина ферментом пектинметилэстеразой. ПМЭ – пектинметилэстераза.

После приема растительной пищи у добровольцев повышается концентрация метанола в

крови,  что  позволяет  предположить  роль  пектина  и  пектинметилэстеразы  в  его  образовании  в

организме  млекопитающих.  Нами  были  протестированы  2  вида  пектиновых  добавок  –  с

пектиинметилэстеразой и без нее - на способность повышать концентрацию метанола в пробирке.

Измерения концентрации метанола производились методом газовой хроматографии с пламенно-

ионизирующим  детектором.  Данный  метод  позволяет  добиться  высокой  чувствительности  и

воспроизводимости измерений, что вместе с относительно несложными протоколами подготовки

проб  и  эксплуатации  прибора  дает  ему  преимущество  перед  другими  методами  измерения

метанола в биологических жидкостях. По истечении 2 и 18 часов инкубации водных растворов при

температуре  28º  С,  содержащих  пектин,  концентрация  метанола  в  пробирках,  содержащих

пектинметилэстеразу, была значительно выше (Рисунок 3.2.). Таким образом, пектинметилэстераза

in vitro гидролизует сложноэфирные связи остатков пектина с высвобождением метанола.
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Рисунок  3.2. Концентрация  метанола  в  водном  растворе  пектина  с  пектинметилэстеразой

(ПМЭ+) и без неё (ПМЭ-), нормализованная на количество пектина, через 2 и 18 часов инкубации

при  28°  С.  Данные представлены как  среднее  со  стандартной  ошибкой.  P -  p-value  (т-тест

Стьюдента). ПМЭ – пектинметилэстераза.

С другой стороны, часть бактерий, представленных в микрофлоре кишечника человека и

мышей,  содержат  пектинметилэстеразу  (Таблица  3.1.).  Более  того,  бактериальные

пектинметилэстеразы деметелируют пектин с высвобождением метанола in vitro. 

Таблица 3.1.  Наиболее представленные бактерии микрофлоры кишечника человека, содержащие

гены,  кодирующие ферменты генерирующие (ПМЭ,  BioH,  МГБ)  и  окисляющие метанол  (katG,

katE). PME - пектинметилэстераза, BioH – фермент синтеза биотина BioH, МГ - метилэстераза

глутамата белков. Гены katG и katE кодируют бактериальные каталазы. 

Бактерия ПМЭ BioH МГБ katG katE
Eubacterium rectale +
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Escherichia coli + + + +
Bacteroides vulgatus + +
Alistipes finegoldii +
Bacteroides thetaiotaomicron + +
Parabacteroides distasonis +
Bifidobacterium breve +
Butyrivibrio fibrisolvens +
Eubacterium eligens + +
Bacteroides fragilis +
Butyrate-producing bacterium SS3/4 +
Ruminococcus albus + +
Clostridium phytofermentans +
Geobacillus thermoglucosidasius + +
Alistipes shahii + +
Xanthomonas campestris + + + +
Klebsiella pneumoniae + + + +
Enterobacter cloacae + + + +
Bacillus cereus + +
Geobacillus thermodenitrificans + + +

Таким образом, при употреблении растительной пищи, богатой пектином, метанол может

образовываться как в результате работы растительной, так и бактериальной пектинметилэстераз. С

целью оценить способность пектина генерировать метанол in vivo, мы ввели мышам в желудочно-

кишечный тракт пектин с пектинметилэстеразой и без нее, воду  или 0,5% раствор глюкозы, по

истечении  10,  30,  60  и  120  минут  через  хвостовую  вену  собрали  образцы  крови  и  измерили

концентрацию  метанола  в  сыворотке  методом  газовой  хроматографии.  Значительный  скачок  в

концентрации  метанола  наблюдался  у  мышей,  которым  ввели  пектин,  содержащий  активную

пектинметилэстеразу.  Таким  образом,  пектин  выступает  источником  метанола  in vivo в

присутствии  растительной  пектинметилэстеразы  (Рисунок  3.3.).  Неспособность  пектина  в

отсутствии растительной пектинметэстеразы генерировать метанол  in vivo может быть связана с

минимальным вкладом бактериальных ферментов  в  деметилирование  пектина или отсутствием

метильных  групп  на  пектине  без  пектинметилэстеразы  (пектин  (ПМЭ-)),  использовавшемся  в

эксперименте. 
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Рисунок 3.3.  Концентрация метанола в сыворотке крови мышей после введения в  желудочно-

кишечный  тракт  воды,  0,5%  глюкозы,  пектина  с  пектинметилэстеразой  (ПМЭ+)  и  без  нее

(ПМЭ-). Данные представлены как среднее со стандартной ошибкой. *** p-value < 0.001 (т-тест

Стьюдента). ПМЭ – пектинметилэстераза.

Учитывая механизм образования метанола из пектина, мы предположили, что его прием

будет увеличивать концентрацию метанола в крови людей. Для проверки гипотезы была собрана

группа здоровых дорбовольцев, 8 мужчин и женщин в возрасте от 18 до 68 лет. У каждого из них

натощак  были  взяты  2  мл  крови  из  локтевой  вены  с  интервалом  в  5  минут,  после  чего  все

участники эксперимента приняли по 8 капсул (5.2 г) цитрусового пектина и на 30, 60, 90 и 120

минуте  снова  сдали  по  2  мл  крови  также  с  интервалом  в  5  минут.  От  крови  была  отделена

сыворотка,  из  которой  были высажены  белки  и  в  насадочной  жидкости  был  измерен  метанол

методом газовой хроматографии и ФА методом высокоэффективной жидкостной хроматографии.

Согласно измерениям,  приём пектина  приводит  к  увеличению концентрации метанола и  ФА в

крови людей (Рисунок 3.4.). Таким образом, пектин, содержащий активную пектинметилэстеразу,
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является  источником  метанола  и  ФА  в  крови  мыши  и  человека.  Учитывая,  что  пектин  с

пектинметилэстеразой  в  большом  количестве  присутствует  в  клеточных  стенках  растений,

представленные данные подтверждают участие  растительной пищи в  образовании эндогенного

метанола и ФА и уточняют механизм. 

Рисунок 3.4. Концентрация метанола и формальдегида в сыворотке крови людей после приёма

пектина  (5.2  г).  Данные  представлены  как  среднее  со  стандартной  ошибкой.  ***  p-value

относительно 0 мин < 0.001 (т-тест Стьюдента).

3.2. Микрофлора желудочно-кишечного тракта генерирует эндогенный метанол

В организме млекопитающих окисление метанола проходит при основном участии 3 путей

– каталазы (кодируется геном CAT), цитохромоксидазы Р450 2Е1 (CYP2E1) и алкогольдегидрогеназ

I  класса.  Семейство алкогольдегидрогеназ  включает до 7  классов ферментов,  каждый со своей

субстратной  специфичностью.  Этанол  и  метанол  в  основном  метаболизируют

алкогольдегидрогеназы I  класса.  Важно отметить,  что  в  геноме  мыши присутствует  ген  одной

алкогольдегидрогеназы I класса (ADH1), в то время как у человека он представлен 3 ферментами,

кодируемых генами ADH1A,  ADH1B и ADH1C, среди которых ADH1B играет важнейшую роль. В

печени мыши и человека алкогольдегидрогеназы I класса окисляют до 90% экзогенных метанола и
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этанола. Среди всех ферментов, окисляющих короткие спирты, алкогольдегидрогеназа I класса, β

субъединица (ADH1B) обладает самым низким значением  Km относительно метанола (0,05 – 1,2

мM) и этанола (6,0 – 7,0 mM), в связи с чем играет ключевую роль в их ферментативном клиренсе. 

Несмотря  на  внушительный  список  известных  экзогенных  источников  метанола,  он

присутствует  в  биологических  жидкостях  млекопитающих,  не  подверженных  их  воздействию.

Наличие базового уровня метанола при постоянной работе ферментов, окисляющих его, указывает

на  присутствие эндогенных источников.  Для экспериментального подтверждения гипотезы,  мы

использовали  подход,  в  котором  ингибировали  процесс  окисления  метанола  с  помощью  4-

метилпиразола  или  этанола.  4-метилпиразол  ингибирует  алкогольдегидрогеназы  I  класса,

формируя стабильные комплексы ферментов с НАД+. За счет низкой константы ингибирования (9-

100 мкМ) алкогольдегидрогеназ и невысокой токсичности, 4-метилпиразол широко используется в

клинической практике для лечения отравлений метанолом. Для экспериментов использовали по

десять мышей линии balb/c случайном образом разделенных на две равные группы. Пробы крови

из  хвостовой  вены  отбирались  у  мышей  до  введения  4-метилпиразола  или  равного  объема

физиологического раствора и через 15, 30, 60, 90, 120 и 180 минут после введения. В очищенной от

белков  сыворотке  измеряли  метанол  и  этанол  методом  газовой  хроматографии  и  ФА  методом

высокоэффективной  жидкостной  хроматографии.  Концентрация  всех  трех  веществ  значительно

увеличивалась уже на 60 минуте после введения ингибитора алкогольдегидрогеназ (Рисунок 3.5.).

Таким образом, организм мыши постоянно генерирует метанол, однако неизвестно, что является

его источником.
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Рисунок 3.5. Концентрация метанола, этанола и формальдегида в сыворотке крови мышей после

введение 4-метилпиразола (10 мг/кг). Данные представлены как среднее со стандартной ошибкой.

*** p-value относительно 0 мин < 0.001 (т-тест Стьюдента). 4-МП – 4-метилпиразол.

Печень играет важнейшую роль в метаболизме коротких спиртов. Предположительно, эндогенный

метанол пополняется из путей метаболизма одноуглеродных соединений, как клеток хозяина, так и

бактерий его микрофлоры. Однако до сих пор не было известно соотношение вкладов каждого из

них. Вместе с накоплением эндогенного метанола в крови, нами было обнаружено увеличение его

концентрации в гомогенатах печени (Рисунок 3.6.  б).  В тоже время,  печень  содержит большое

количество  кровеносных  сосудов,  в  связи  с  чем  повышенная  концентрация  метанола  после

введение 4-метилпиразола может быть связана с контаминацией гомогенатов печени кровью. Мы

поставили серию экспериментов на изолированной перфузионной печени (Рисунок 3.6. а), таким

образом исключив влияние крови на измерения метанола. После изоляции печень промывалась от

крови буфером Кребса-Хенселейта. Перфузат, содержащий примеси крови, был удален из системы.

Через 30 минут после изоляции, печень была полностью промыта, и в систему трубок был введен

раствор 4-метилпиразола (10 мг/кг), с интервалом в 15 минут были собраны 4 образца перфузата
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объемом 2 мл. Измерения метанола показали, что изолированная печень не способна генерировать

метанол (Рисунок 3.6. в). 

Рисунок 3.6. Вклад печени в генерацию эндогенного метанола. а) Схематическое изображение

установки для перфузии печени, где 1 — изолированная печень крысы, 2 — верхняя чаша с печенью,

3 — нижняя чаша, 4 — выходящая из насоса трубка, 5 — перистальтический насос, 6 — баллон с

углекислым газом, 7 — оксигенатор, 8 — место ввода веществ в перфузат, (б)  концентрация

метанола в гомогенате печени после введения 4-метилпиразола или физиологического раствора.

Данные представлены как среднее со стандартными отклонениями, (в) концентрация метанола в

перфузате, собранного из верней чаши, после изоляции печени и введения 4-метилпиразола. 4-МП

—  4-метилпиразол,  ФР  —  физиологический  раствор.  Данные  представлены  как  среднее  со

стандартными отклонениями. 
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Активности  ферментов  аспартатаминотранферазы  (АСТ),  аланинаминотрасферазы  (АЛТ)  и

щелочной  фосфатазы  (ЩФ)  во  время  перфузии  оставались  в  пределах  нормы,  что  говорит  о

сохранении жизнеспособности гепатоцитов (Таблица 3.2.). Таким образом, печень не участвует в

генерации эндогенного метанола, и его источник находится за ее пределами.  

Таблица 3.2. Активность ферментов АЛТ. АСТ и ЩФ в перфузате изолированной печени. АСТ - 

аспартатаминотранфераза, АЛТ - аланинаминотрасфераза, ЩФ – щелочная фосфатаза, НА – 

нет активности. Данные представлены как среднее со стандартным отклонением, по 2 образца 

на временную точку, 2 измерения.

Время после изоляции АЛТ, U/L АСТ, U/L ЩФ, U/L

15 минут 3.4 ± 0.57 13.9 ± 1.41 НА

30 минут 3.65 ± 0.07 18.1 НА

45 минут 4.2 ± 0.14 19.35 ± 0.21 НА

60 минут 5.2 ± 0.14 22.95 ± 0.49 НА

75 минут 5.9 ± 0.14 25.5 ± 0.71 НА

90 минут 6.3 27.6 НА

Вторым вероятным источником  эндогенного  метанола  является  микрофлора  кишечника:

бактериальный  консорциум  производит  огромное  количество  органических  соединений,

участвующих в метаболизме млекопитающих, в то же время известно множество видов бактерий, в

геноме  которых  закодированы  ферменты,  катализирующие  реакции  с  образованием  метанола

(Таблица 1). Чтобы оценить вклад микрофлоры в уровень эндогенного метанола, мы ввели крысам

4-метилпиразол, после чего у половины из них была удалена часть желудочно-кишечного тракта

(Рисунок  3.7.  а).  Через  90  минут  у  обеих  групп собрали  образцы  крови,  отделили  сыворотку,

высадили белки и измерили метанол в надосадочной жидкости на газовом хроматографе. У крыс,

которым сделали резекцию, накопление метанола происходило медленнее (Рисунок 3.7.  б),  что

71



указывает на участие микрофлоры желудочно-кишечного тракта в его образовании. Таким образом,

ингибирование окисления метанола через алкогольдегидрогеназу I класса приводит к накоплению

эндогенного метанола при активном участии микрофлоры кишечника. 

Рисунок  3.7.  (а)  Схема  резекции  желудочно-кишечного  тракта  крысы.  (б)  Концентрация

метанола в крови крыс, которым вводили 4-метилпиразол (10 мг/кг). Данные представлены как

среднее со стандартной ошибкой. Р - p-value (т-тест Стьюдента). 4-МП – 4-метилпиразол.

3.3. Повышение  концентрации  метаболического  метанола  и  ФА  в  сыворотке  крови

человека  и  млекопитающих  сопровождается  активизацией  кластера  генов,

ответственных за метаболизм коротких спиртов

В то время как эндогенный метанол присутствует в организме млекопитающих, вопрос о

его  функции  остается  открытым.  Помимо  участия  в  метаболических  процессах,  например,

метаболизме одноуглеродных соединений и метилирования, метанол может служить сигнальной

молекулой, регулирующей экспрессию генов, что подтверждается полученными нами данными по

анализу транскриптома на микрочипах. Нами было показано, что внутрибрюшинное введение 4-
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метилпиразола и метанола изменяет уровень мРНК нескольких тысяч генов в мозге мышей, и 611

генов  в  мозге  мышей  реагируют  на  введения  обоих  веществ  (Рисунок  3.8.).  В  тоже  время

ингаляция парами метанола приводит  к  изменению профиля экспрессии другой  группы геной,

слабо пересекающейся с эффектами от увеличения концентрации метанола в крови (Рисунок 3.8.).

Изменяют свой уровень во всех трех группах 56 транскриптов. 

Рисунок  3.8.  Диаграмма  Венна  с  пересечением  количества  генов,  уровень  мРНК  которых  а)

увеличился и б)  уменьшился в  мозге мышей в ответ на внутрибрюшинное введение метанола,

ингаляцию парами метанола или введение 4-метилпиразола. Изменением уровня мРНК считали

увеличение или уменьшение уровня сигнала в 1,3 раза по сравнению с контрольными образцами при

q-value < 0.05. ВБ — внутрибрюшинное введение, ИП — ингаляция парами метанола, 4-МП — 4-

метилпиразол.

Среди дифференциально экспрессирующихся генов в ответ на увеличение концентрации

метанола, перепредставлены те, которые кодируют субъединицы рибосомы, протеасомы и белки

процесса  убиквитинирования,  а  также,  среди  прочих,  гены,  связанные  с  патогенезом  болезни

Альцгеймера и Паркинсона (Таблица 3.3.). 
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Таблица  3.3. Данные  по  сигнальным  каскадам,  в  которых  перепредставлены  транскрипты

статистически значимо изменяющие уровень в мозге мышей в ответ на увеличение концентрации

метанола  в  крови  после  внутрибрюшинного  введения  как  метанола,  так  и  4-метилпиразола,

согласно базе данных DAVID.

Путь Кол-во P-value Гены

Сигнальные пути с повышенной экспрессией генов в ответ на метанол

Рибосома 21 1E-10 RPL18, MRPS16, RPL36A, MRPL3, MRPS12, 

MRPS11, MRPS10, RPL27A, MRPS21, RPL39, RPS5, 

RPS8, RPL23, RPL13A, RPL31, RPL9, RPL34, 

RPS12, RPL12, RPL36AL, RPS24

Болезнь Паркинсона 11 0.003 NDUFA5, NDUFB6, UQCRH, SLC6A3, UBE2G1, 

NDUFA6, NDUFB9, SNCA, NDUFC2, ATP5G2, 

PARK7

Амфетаминовая 

зависимость

7 0.005 FOS, ARC, ATF4, SLC6A3, CALM3, FOSB, SIRT1

Холинергический синапс 9 0.005 FOS, ATF4, KRAS, GNA11, CHRNA4, GNB5, 

PIK3CA, KCNJ12, GNG4

Убиквитин-

опосредованный 

протеолиз

10 0.006 RFWD2, PRPF19, ANAPC5, UBE2G1, SIAH1A, 

UBE2M, SKP2, UBE3C, RCHY1, RBX1

Болезнь Альцгеймера 11 0.009 NDUFA5, NDUFB6, UQCRH, APOE, NDUFA6, 

NDUFB9, SNCA, NDUFC2, CALM3, ATP5G2, 

PSENEN

Окислительное 

фосфорилирование

9 0.016 NDUFA5, NDUFB6, UQCRH, NDUFA6, NDUFB9, 

NDUFC2, ATP5L, ATP5G2, PPA2

Созревание белка в ЭПР 10 0.017 PREB, ATF4, SEC61B, PDIA3, VCP, RNF5, UBE2G1,

NSFL1C, UBQLN1, RBX1

Протеасома 5 0.021 PSMB5, PSMB7, PSMB1, PSMC3, PSMD8

Дофаминергический 

синапс

8 0.038 FOS, ATF4, SLC6A3, PPP2R5C, GNB5, CALM3, 

COMT, GNG4
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Пероксисома 6 0.045 NUDT19, MPV17, PMVK, SOD1, PRDX1, SCP2

Транспорт РНК 9 0.046 SUMO3, RPP38, NXT1, RAN, EEF1A2, MAGOH, 

EIF1B, EIF2B5, THOC1

Алкоголизм 10 0.048 ATF4, KRAS, H2AFV, SLC6A3, NTRK2, GNB5, 

CALM3, H2AFY, FOSB, GNG4

Сигнальные пути со сниженной экспрессией генов в ответ на метанол

Процессинг и 

презентация антигена

8 0.0001 H2-K1, H2-D1, H2-T23, H2-AB1, HSPA1B, CD74, 

B2M, TAPBP

Эндоцитоз 11 0.004 H2-K1, FLT1, TFRC, SH3GLB1, H2-D1, H2-T23, 

HSPA1B, DNM1, CSF1R, F2R, VPS25

Вирусный миокардит 6 0.004 H2-K1, ACTB, H2-D1, DAG1, H2-T23, H2-AB1

Регуляция актинового 

цитоскелета

9 0.008 ACTB, WASF2, CYFIP2, ITGB4, ACTN2, GNG12, 

PIP4K2A, PIK3R3, F2R

Сигнальный путь HIF-1 6 0.013 CDKN1A, FLT1, TFRC, SLC2A1, PIK3R3, ANGPT2

Сигнальный путь PI3K-

Akt

12 0.019 CDKN1A, SGK1, FLT1, ITGB4, GNG12, PIK3R3, 

ANGPT2, CSF1R, F2R, GNG7, DDIT4

Молекулы клеточной 

адгезии

7 0.022 H2-K1, NCAM1, H2-D1, H2-T23, ESAM, H2-AB1, 

CLDN11

Фагосома 7 0.030 H2-K1, ACTB, TFRC, TUBA3B, H2-D1, H2-T23, H2-

AB1

Болезнь трансплантат 

против хозяина

4 0.033 H2-K1, H2-D1, H2-T23, H2-AB1

Сравнение  списков  генов,  уровень  мРНК  которых  изменился  в  ответ  на  введение  4-

метилпиразола, этанола и метанола, согласно данным микроматриц, показал, что все три вещества

оказывают похожий эффект на экспрессию генов в мозге мыши (Рисунок 3.9.). 
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Рисунок  3.9.  Диаграмма  Венна  с  пересечением  количества  генов,  уровень  мРНК  которых  а)

увеличился и б) уменьшился в мозге мышей в ответ на внутрибрюшинное введение метанола (0,12

г/кг), 20% этанола или 4-метилпиразола (10 мг/кг). Изменением уровня мРНК считали увеличение

или уменьшение уровня сигнала в 1,3 раза по сравнению с контрольными образцами при q-value <

0.05. ВБ — внутрибрюшинное введение, 4-МП — 4-метилпиразол.

Изменения  уровня  выбранных  для  последующего  анализа  7  мРНК,  реагирующих  на

введение 4-метилпиразола, значительно коррелируют (коэффициент корреляции Пирсона = 0.978,

p-value <0.001) с изменениями, вызванными ингаляцией парами метанола (Рисунок 3.10.). 
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Рисунок 3.10. Относительное изменение уровня мРНК генов с дифференциальной экспрессией в

мозге  мышей  на  60  минуте  ингаляции  парами  метанола  или  физиологического  раствора  в

качестве  контроля.  В  таблице  представлены  средние  значения  изменения  уровня  сигнала  на

микроматрицах  на  120  минуте  после  введения  4-метилпиразола  (10  мг/кг)  относительно

контроля  и  относительное  изменение  мРНК  на  кОТ-ПЦР  на  60  минуте  ингаляции  парами

метанола относительно контроля. Данные представлены как среднее со стандартной ошибкой.

*** p-value < 0.001 (т-тест Стьюдента). 

Печень детоксифицирует основную часть коротких спиртов за счет присутствия большого

количества ферментов алкогольдегидрогеназ I класса. С целью исследовать эффекты метанола как

потенциальной сигнальной молекулы на печень,  был проведен анализ методом количественной

ОТ-ПЦР в образцах печени после введения мышам 4-метилпиразола. Оказалось, что увеличение

концентрации  метанола  в  крови  мышей  приводит  к  изменению  соотношения  мРНК генов  его

метаболизма таким образом, чтобы снизить скорость образования ФА в печени. Так, наблюдалось

повышение уровня мРНК альдегиддегидрогеназы 1 и 2 (ALDH1, ALDH2), кодирующих ферменты,

окисляющие  ФА,  и  в  то  же  время  снижается  уровень  мРНК  алкогольдегидрогеназы  (ADH),

фермента,  образующего  ФА  в  результате  окисления  метанола  (Рисунок  3.11.).  Вероятно,
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переформатирование  метаболизма  ФА  в  сторону  снижения  его  концентрации  необходимо  для

защиты клеток от его губительного действия.

Рисунок  3.11. Относительное  изменение  уровня  мРНК  генов,  кодирующих  ферменты,

участвующие  в  метаболизме  метанола,  в  печени  мышей  на  90  минуте  после  введения  4-

метилпиразола или физиологического раствора в качестве контроля. Данные представлены как

среднее  со  стандартной  ошибкой.  ***  p-value  <  0.001,  **  p-value  <  0.01,  *  p-value  <  0.05

относительно контроля (т-тест Стьюдента). 4-МП – 4-метилпиразол.

Этанол конкурентно ингибирует процесс окисления метанола через алкогольдегидрогеназы

I класса. Он связывается с активным центром фермента с большей аффинностью, чем метанол, тем

самым замедляя процесс его окисления. В связи с чем был использован нами в экспериментах на

добровольцах взамен 4-метилпиразола. Добровольцы сдавали 7 мл крови натощак, выпивали 40%

алкоголь (Рисунок 3.12. а) или вино (Рисунок 3.12. б), и по истечении 15, 30, 60, 90 и 120 минут

сдавали по 7 мл крови. Из 2 мл крови отделяли сыворотку, высаживали белки и измеряли метанол
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и  ФА.  Ингибирование  окисления  метанола  через  алкогольдегидрогеназу  1  приводит  к

значительному  накоплению  метанола  и  ФА  в  сыворотке  крови  человека  (Рисунок  3.12.).

Полученные данные позволяют сделать вывод, что в организме мыши и человека присутствуют

эндогенные  источники  метанола,  генерирующие  его,  в  то  же  время  его  низкий  уровень

поддерживается за счет постоянной работы окисляющих его ферментов. 
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Рисунок 3.12.  Концентрация метанола и формальдегида в сыворотки крови людей после приема

б) этанола и а) красного вина. Данные представлены как среднее со стандартной ошибкой. *** p-

value относительно 0 мин < 0.001 (т-тест Стьюдента).

3.4. Эндогенный  антиоксидант  альфа-лиепоевая  кислота  участвует  в  регуляции

метаболизма эндогенного формальдегида. 

Эндогенный метанол окисляется клетками млекопитающих до токсичного ФА. Ключевую

роль в метаболизме эндогенного ФА играют альдегиддегидрогеназа 2 и алкогольдегидрогеназа III

класса (или формальдегиддегидрогеназа).  Несмотря на постоянный процесс окисления, в крови

млекопитающих  детектируется  до  нескольких  десятков  микромоль/Л  ФА.  Вследствие

генотоксичных и протеотоксичных эффектов на клетки млекопитающих, повышенное содержание

ФА связывают с рядом патологий, что делает актуальной задачу поиска веществ, регулирующих

его  метаболизм.  Известно,  что  введение  альфа-липоевой  кислоты  увеличивает  активность

альдегиддегидрогеназы 2 в крови человека и в слизистой оболочке кишечника крыс20,21. Из-за

низкого уровня метанола и ФА в крови мышей, методологически сложно оценить эффекты альфа-

липоевой  кислоты  на  нативных  мышах,  поэтому  мы  использовали  4-метилпиразол  с  целью

увеличить концентрации эндогенного метанола и ФА. У мышей, которым помимо 4-метилпиразола

вводили  альфа-липоевую  кислоту,  статистически  значимо  снижалась  концентрация  метанола

(Рисунок 3.13. а) и ФА (Рисунок 3.13. б). Аналогичный эффект на ФА был получен при введении

активатора альдегиддегидрогеназы 2 — adla-1 (Рисунок 3.13. в). 
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Рисунок 3.13. Концентрация метанола (а) и формальдегида (б) в крови мышей после введения

альфа-липоевой кислоты и активатора альдегиддегидрогеназы 2 — alda-1 (в).  АЛК — альфа-

липоевая кислота, 4-МП — 4-метилпиразол, ФР — физиологический раствор, ФА - формальдегид.

Данные представлены как среднее со стандартным отклонением. *** p-value < 0,001, ** p-value

< 0,01, *p-value < 0,05 (т-тест Стьюдента). 

В связи сo снижением концентрации как метанола, так и ФА, при введении альфа-липоевой

кислоты,  мы  предположили,  что  альфа-липоевая  кислота  скорее  активизирует  процесс  их

окисления,  чем  альтернативные  пути  выведения,  в  организме  мыши,  вероятно,  через

альдегиддегидрогеназу 2. 

Так как печень одновременно является и основным органом, детоксифицирующим метанол

с ФА, и депо альфа-липоевой кислоты, мы предположили ее участие в снижении концентрации ФА

при введении альфа-липоевой кислоты. Для проверки гипотезы в изолированную печень крысы

(Рисунок 3.14. а) были последовательно введены метанол в дозировке 80 мг/кг и через 60  минут

альфа-липоевая  кислота  в  дозировке  20  мг/кг.  Измерение  концентрации  ФА  в  перфузате  не

выявило влияния альфа-липоевой кислоты на его метаболизм в изолированной печени (Рисунок

3.14. б). 
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Рисунок 3.14. (а) Схема установки для перфузии печени, где 1 — изолированная печень крысы, 2 —

верхняя  чаша  с  печенью,  3  —  нижняя  чаша,  4  —  выходящая  из  насоса  трубка,  5  —

перистальтический насос, 6 — баллон с углекислым газом, 7 — оксигенатор, 8 — место ввода

веществ  в  перфузат,  (б)  концентрация  ФА  в  перфузате,  собранного  из  верней  чаши,  после

последовательного введения метанола и альфа-липоевой кислоты. 4-МП — 4-метилпиразол, АЛК

— альфа-липоевая кислота, ФР — физиологический раствор. Данные представлены как среднее

со стандартными отклонениями.

С целью определения органа, отвечающего за активацию ферментативной защиты от ФА,

нами была поставлена количественная ОТ-ПЦР на РНК, выделенную из целого мозга и печени

мышей,  отобранных  в  ходе  предыдущего  эксперимента.  Для  анализа  были  выбраны  гены,

кодирующие 5 основных ферментов метаболизма метанола: ADH1, CAT, CYP2E1, ALDH2 и ADH5.

В  печени  уровень  мРНК  всех  проанализированных  генов  не  отличался  между  опытной  и

контрольной группами  мышей (Рисунок  3.15.  а),  что  согласуется  с  данными,  полученными на

изолированной  печени.  Интересно,  что  мы  видим  статистически  значимое  увеличение  уровня

мРНК гена ALDH2 в мозге мышей, которым вводили альфа-липоевую кислоту (20 мг/кг) (Рисунок

3.15.  б).  Известно,  что  альфа-липоевая  кислота  встречается  в  организме  млекопитающих

повсеместно. В тоже время, метанол и ФА способны диффундировать сквозь клеточные мембраны

и проходить гематоэнцефалический барьер, что способствует их распределению по всем тканям

организма. Таким образом, потенциально любой орган может быть вовлечен в снижение ФА при
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введении альфа-липоевой кислоты. Для определения вклада остальных органов в опосредованное

альфа-липоевой кислотой снижение ФА мы проанализировали изменение уровня мРНК в почках,

сердце, селезенке и отделах головного мозга мышей, которым вводили альфа-липоевую кислоту

(20 мг/кг) вместе с 4-метилпиразолом (10 мг/кг) или только 4-метилпиразол (10 мг/кг). Как и в

случае с печенью, мы не увидели эффекта на уровень основных ферментов метаболизма ФА ни в

почках, ни в сердце мышей. Единственным органом, в котором происходила активация основных

ферментов метаболизма ФА, помимо головного мозга, была селезёнка (Рисунок 3.15. в). Согласно

данным количественной ОТ-ПЦР, уровень мРНК гена  ADH5 в селезёнке статистически значимо

повышался в ответ на введение альфа-липоевой кислоты. Для детального анализа эффекта альфа-

липоевой кислоты на головной мозг мыши, нами были отделены кора, мозжечок и гиппокамп от

остальных отделов головного мозга.  Статистически значимо уровень мРНК  ALDH2 повышался

только в  гиппокампе мышей,  обработанных альфа-липоевой кислотой (Рисунок 3.15.  г).  Таким

образом,  гиппокамп  ответственен  за  эффекты  альфа-липоевой  кислоты  на  кластер  генов

метаболизма ФА, которые мы детектируем на целом головном мозге мыши. 
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Рисунок  3.15. Относительное  количество  мРНК  генов  ADH1,  ALDH2,  CAT,  CYP2E1,  ADH5 и

NFE2L2 (NRF2) в (а) печени, (б) мозге, (в) селезёнке и (г) гиппокампе мышей, которым вводили

альфа-липоевую кислоту вместе с 4-метилпиразолом, по отношению к мышам, которым вводили

только 4-метилпиразол.  Данные представлены как 25% и 75% перцентили (границы коробки),

максимальное  и  минимальное  значение  (верхняя  и  нижняя  граница  усов),  выпадающие  точки

обозначены  отдельно  стоящими  кружками.  СН  —  статистически  незначимо,  p  —  p-value

(критерий Манна-Уитни). 

Исходя  из  повышенного  уровня  мРНК  ALDH2,  логично  предположить  увеличение

количества белка, и как следствие, общей ферментативной активности альдегиддегидрогеназы 2 в

мозге мышей.

Для оценки влияния альфа-липоевой кислоты на активность альдегиддегидрогеназы 2, мы

отобрали мозг у мышей через 90 минут после введения 4-метилпиразола вместе с альфа-липоевой

кислотой  и  без  нее.  Альдегиддегидрогеназа  2  единственная  из  митохондриальных  ферментов,

окисляющих  ФА,  в  связи  с  чем  мы  отделили  митохондриальную  фракцию  белков,  и

спектрофотометрически оценили её активность через кинетику накопления НАДH с ФА в качестве

субстрата.  Действительно,  активность альдегиддегидрогеназы 2 в среднем была в полтора раза

выше в мозге мышей, которым вводили альфа-липоевую кислоту (Рисунок 3.16.).

Рисунок  3.16. Относительная  активность  альдегиддегидрогеназы  2  в

митохондриальной  фракции  белков  мозга  мышей,  обработанных  4-

метилпиразолом  в  сочетании  с  альфа-липоевой  кислотой  или  без  нее.

Данные представлены как отношение активности фермента в опытной

группе, нормализованное на общее количество белка (мг), к контрольной

группе и выражено в процентах. Границы коробки являются 25% и 75%

перцентилями, максимальное и минимальное значение - верхняя и нижняя

граница  усов,  соответственно,.  **  p-value <  0.01  (критерий  Манна-

Уитни).  4-МП  —  4-метилпиразол,  АЛК  —  альфа-липоевая  кислота,

АлДГ2 — альдегиддегидрогеназа 2. 
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Измерение  активности  формальдегиддегидрогеназы  (алкогольдегидрогеназы  III  класса),

второго  важного  фермента  для  окисления  ФА,  во  фракции  цитоплазматических  белков  целого

мозга  мыши показало  увеличение  активности  фермента  у  группы мышей,  обработанных  АЛК

(Рисунок 3.17.). 

Рисунок  3.17. Относительная  активность  формальдегиддегидрогеназы

(алкогольдегидрогеназы III класса) во фракции цитоплозматических белков

мозга  мышей,  обработанных  4-метилпиразолом  в  сочетании  с  альфа-

липоевой  кислотой  или  без  нее.  Данные  представлены  как  отношение

активности  фермента  в  опытной  группе,  нормализованное  на  общее

количество белка  (мг),  к  контрольной группе и  выражено в  процентах.

Границы коробки  являются  25% и  75% перцентилями,  максимальное  и

минимальное значение - верхняя и нижняя граница усов, соответственно,.

* p-value < 0.05 (критерий Манна-Уитни). 4-МП — 4-метилпиразол, АЛК

— альфа-липоевая кислота, ФДГ - формальдегиддегидрогеназа. 

Измерение концентрации восстановленного глутатиона в мозге мышей, которым вводили

альфа-липоевую  кислоту,  подтвердило  ее  способность  смещать  баланс  глутатиона  в  клетке  в

сторону  его  восстановленной  формы,  которая  необходима  для  окисления  ФА  через

алкогольдегидрогеназу  III  класса  (Рисунок  3.18.).  Таким  образом,  в  основе  эффекта  альфа-

липоевой кислоты на концентрацию ФА лежат два фактора: активация альдегиддегидрогеназы 2

через увеличение транскрипции гена ALDH2 и рост концентрации восстановленного глутатиона.
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Рисунок  3.18.  Концентрация  глутатиона  в  митохндриальной  фракции

клеток  целого  мозга,  обработанных  4-метилпиразолом  в  качестве

контроля  и  альфа-липоевой  кислотой  с  4-метилпиразолом.  Данные

представлены  как  отношение  концентрация  глутатиона  в  нмоль,

нормализованное  на  общее  количество  белка  (мг)  в  образце.  Границы

коробки  являются  25%  и  75%  перцентилями,  максимальное  и

минимальное значение - верхняя и нижняя граница усов, соответственно.

* p-value < 0.05 (т-тест Стьюдента). 4-МП — 4-метилпиразол, АЛК —

альфа-липоевая кислота.

Наряду с мышами альфа-липоевая кислота снижает концентрацию ФА в крови человека. В

качестве источника эндогенного метанола у людей мы использовали пектиновые капсулы. Помимо

пектина добровольцы принимали капсулы с рацемической смесью альфа-липоевой кислоты (600

или 2400 мг) или ее стабилизированную R-форму (480 мг). До приема капсул и 150 минут после у

людей отбирали 7 мл крови, 2 из которых использовали для отделения сыворотки, из оставшихся 5

мл выделяли лейкоциты. Из сыворотки высаживали белки и в полученной насадочной жидкости

измеряли  ФА  методом  высокоэффективной  жидкостной  хроматографии.  Согласно  полученным

данным,  альфа-липоевая  кислота  снижает  уровень  ФА  в  крови  людей  (Рисунок  3.19.).

Одновременный прием капсул альфа-липоевой кислоты и пектина был необходим для увеличения

концентрацию эндогенного метанола и ФА, чтобы преодолеть пределы обнаружения веществ. 
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Рисунок  3.19.  Концентрация  ФА  в  сыворотке  крови  добровольцев,

принимавших пектин (5,2 г) с капсулами альфа-липоевой кислоты (600

или 2400 мг) или стабилизированной r-формой альфа-липоевой кислоты

(480  мг).  Данные  представлены как  отношение  концентрации  ФА в

опытных группах к контрольной группе и выражены в процентах. ***

p-value < 0.001 (критерий Манна-Уитни).  Данные представлены как

среднее со стандартным отклонением. 4-МП — 4-метилпиразол, АЛК

— альфа-липоевая кислота. 

кОТ-ПЦР  ключевых  генов  метаболизма  метанола  в  лейкоцитах  добровольцев  выявила

увеличение мРНК гена ALDH2 в ответ на прием альфа-липоевой кислоты (Рисунок 3.20.). Таким

образом,  способность  альфа-липоевой  кислоты  снижать  концентрацию  ФА  через  активацию

ALDH2 консервативна между человеком и мышью.

Рисунок  3.20. Относительное  количество  мРНК  генов  ALDH2,

CAT, CYP2E1, ADH5 и NFE2L2 (NRF2) в лейкоцитах добровольцев

на  150  минуте  после  приема  капсул  пектина  (5.2  г)  c 600  мг

альфа-липоевой кислоты (верхний рисунок) и капсул пектина (5.2

г)  с  2400  мг  альфа-липоевой  кислоты  (нижний  рисунок),

нормированное  на  значение  до  приема  капсул.  Данные

представлены  как  25%  и  75%  перцентили  (границы  коробки),

максимальное и минимальное значение (верхняя и нижняя граница

усов),  выпадающие  точки  обозначены  отдельно  стоящими

кружками.  СН  —  статистически  незначимо,  АЛК  —  альфа-

липоевая кислота. p — p-value (критерий Манна-Уитни).  
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4. ОБСУЖДЕНИЕ

4.1. Вклад пектинметилэстеразы раститетльной пищи в образование метанола и ФА 

У  человека  и  модельных  организмов  при  переваривании  необработанной  растительной

пищи образуется метанол (Dorokhov et al., 2012; Lindinger et al., 1997), однако точный механизм его

образования был неизвестен. Согласно одной из основных гипотез, метанол синтезируется за счет

гидролиза сложноэфирных связей метилированного пектина. Полученные данные in vitro и in vivo,

подтверждают ключевую роль метильных групп пектина и ПМЭ в образовании метанола: в случае

слабометилированного пектина (пектин (ПМЭ-), 6,7%) уровень метанола был значительно ниже,

как при инкубации в пробирке, так и в организме мышей, чем у сильнометилированного пектина

(пектин  (ПМЭ+),  90%).  Интересно,  что  количество  метильных  групп  между  двумя  видами

пектинов отличается в 12 раз, что соответствует разнице в концентрациях метанола, образующихся

in vitro  при термической обработке (8 раз) и  in vivo при переваривании в желудочно-кишечном

тракте мышей (10 раз). Более того, максимальный прирост концентрации метанола у добровольцев

(50  мкМ)  и  мышей  (450  мкМ),  принимавших  пектин,  соотносятся  как  1:9,  что  соответствует

отношению доз пектина (1:8,75), которые вводили мышам (~0,7 г/кг) и принимали добровольцы

(~0,08 г/кг). 

Кинетика  накопления  метанола  сильно  отличается  между  человеком  и  мышью.  В

экспериментах с мышами введение метилированного пектина дает пик концентрации метанола уже

на  10  минуте  с  последующим  градиентным  падением.  В  то  время  как  после  приема

метилированного пектина добровольцами концентрация метанола медленно нарастает в течение 2

часов.  Подобные  отличия  можно  объяснить  как  разницей  в  методике  введения  пектина,  так  и

различиями в физиологии между грызунами и людьми. Оптимальный pH для работы ПМЭ сильно

отличается среди бактерий, грибов и растений, но находится в пределах значений от 4 до 9 (Jayani

et al., 2005). В то же время, pH желудочного сока человека, измеренный натощак, составляет 1.7

(Dressman et al., 1990). У мышей pH желудочного сока значительно выше — 4.0  (McConnell et al.,

2008). Попадая в кислую среду желудочного сока человека, растительная ПМЭ теряет активность,

и, вероятно, восстанавливает ее в кишечнике, где pH ближе к оптимуму ее работы. В то же время, у

мыши она, по-видимому, сохраняет свою активность на протяжении всего желудочно-кишечного
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тракта  и  способна  генерировать  метанол  в  желудке,  что  объясняет  значительное  увеличение

концентрации метанола в крови мышей сразу после введения метилированного пектина в желудок.

Помимо растительной ПМЭ, присутствующей в капсулах с пектином, вклад в образование

метанола  могут  вносить  бактериальные  ПМЭ.  Было  показано,  что  инкубация  бактерий  из

микрофлоры человека с метилированным пектином приводит к образованию метанола   (Siragusa et

al., 1988). С другой стороны, в метагеноме людей закодировано множество ПМЭ, в том числе, в

геноме основных представителей микрофлоры кишечника.  Аналогичная картина наблюдается в

случае  с  микрофлорой мышей.  Видовой  состав  бактерий  микрофлоры кишечника  мышей  был

сопоставлен со списком бактерий, в геноме которых согласно базе данных KEGG закодирована

ПМЭ. В результате была выделена обширная группа бактерий, кодирующих ПМЭ. Оказалось, что

среди  них  представлены  виды,  известные  своей  способностью  перерабатывать  растительный

пектин, например,  Prevotella ruminicola, Clostridium sp.  и Faecalibacterium prausnitzii. В Таблице

4.1.  представлен  список  наиболее  представленных  представителей  микрофлоры  кишечника

мышей, в геноме которых закодирована ПМЭ. 

Таблица  4.1. Список  видов  бактерий  микрофлоры  кишечника  мыши,  в  геноме  которых

закодирована ПМЭ, с указанием их относительной встречаемости в микрофлоре, выраженной в

процентах.  Данные  по  составу  микрофлоры  взяты  из  базы  данных  GIGA  (http://gigadb.org),

полученные  в  результате  анализа  микрофлоры  кишечника  187  мышей,  относительная

встречаемость расчитывалась как среднее для всех мышей.  МГБ – метилэстераза глутамата

белков. 

Вид бактерии %

Escherichia coli 3.6E-02

Pseudomonas aeruginosa 2.6E-02

Helicobacter hepaticus 1.2E-02

Stenotrophomonas maltophilia 3.3E-04

Shigella flexneri 3.3E-04

Acinetobacter baumannii 2.2E-04

Citrobacter koseri 1.8E-04

Salmonella enterica 1.1E-04
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Shigella sonnei 1.0E-04

Acinetobacter haemolyticus 7.7E-05

Acinetobacter johnsonii 7.0E-05

Oxalobacter formigenes 6.6E-05

Escherichia fergusonii 6.3E-05

Shigella dysenteriae 4.9E-05

Acinetobacter pittii 4.2E-05

Yersinia pestis 1.5E-05

Shigella boydii 1.2E-05

Enterobacter aerogenes 9.8E-06

Acinetobacter junii 8.9E-06

Haemophilus parasuis 7.0E-06

Proteus mirabilis 4.8E-06

Campylobacter jejuni 1.7E-06

Таким образом, метанол образуется за счет гидролиза сложноэфирных связей пектина с 

метанолом при участии растительной ПМЭ, и, возможно, бактериальной ПМЭ, и кинетика его 

образования отличается между мышью и человеком. 

4.2. Конкурентное ингибирование алкогольдегидрогеназы класса 1 этанолом и 4-

метилпиразолом приводит к накоплению метанола и ФА в организме человека и 

животных.  

Клетки  млекопитающих  постоянно  окисляют  эндогенный  метанол,  однако  у  здоровых

животных  и  людей  натощак  детектируется  базовый  уровень  метанола.  Метанол  постоянно

образуется  как  побочный  продукт  жизнедеятельности  клеток  млекопитающих  и  бактерий

микрофлоры, на что указывает его присутствие в концентрации 30-50 мкМ в контрольных группах.

Данное  предположение  подтверждают  данные  по  ингибированию  4-метилпиразолом

алкогольдегидрогеназ I класса у грызунов, при котором значительно увеличились концентрации

метанола,  ФА  и  этанола.  Микрофлора  рассматривается  в  качестве  одного  из  ключевых

продуцентов метанола. Известно, что она участвует в образовании значительной части эндогенного

этанола,  обнаруживаемого наравне с  метанолом в организме млекопитающих.  Так,  содержание
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этанола в  крови,  собранной из  воротной вены мышей без  микрофлоры (18 мкМ),  значительно

меньше,  чем  у  контрольных  мышей  (51  мкМ)  (Krebs and Perkins,  1970).  Введение  мышам

антибиотиков также снижало концентрацию этанола во всех отделах желудочно-кишечного тракта

от желудка до прямого кишечника (Krebs and Perkins, 1970). 

Введние  4-метилпиразола  людям  приводило  к  увеличению  концентрации  метанола  и

этанола в их крови (Sarkola and Eriksson, 2001), что согласуется с данными, полученными нами на

добровольцах, принимавших этанол - конкурентный ингибитор метаболизма метанола. 

Таким  образом,  очевидно  присутствие  эндогенных  источников  метанола  и  этанола  в

организме  млекопитающих.  Тогда  как  доказана  роль  микрофлоры  в  образовании  значительной

части  эндогенного  этанола,  отсутствуют  данные  про  источники  эндогенного  метанола.

Выдвигались  гипотезы об участии печени в  синтезе  метанола,  однако они не  подтвердились  в

наших экспериментах  на  изолированной  печени.  Падение  концентрации метанола  до  значений

ниже  предела  обнаружения  прибора  в  перфузате  изолированной  печени  так  же  говорит  о

возможном  незначительном  вкладе  метаболических  процессов  в  образование  эндогенного

метанола. 

По аналогии с этанолом, микрофлора рассматривалась в качестве эндогенного источника

метанола.  Падение  концентрации  метанола  в  крови  крыс  при  удалении  участка  желудочно-

кишечного тракта,  наблюдаемое в  наших экспериментах,  указыввает на  участие микрофлоры в

образовании эндогенного метанола. 

Согласно  базе  данных  KEGG,  на  данный  момент  описано  10  реакций,  протекающих  с

образованием метанола у бактерий (Таблица 4.2.). 

Таблица  4.2.  Список  реакций,  катализируемых  бактериальными  ферментами,  с  образованием

метанола в  качестве продукта.  АСБ – ацил-содержащий белок,  ММО – метанмоноокигеназа,

ПМЭ  –  пектинметилэстераза.  В  таблицу  не  вошли  реакции  с  образованием  метанола,

катализируемые в особых условиях окружающей среды. 

Идентификатор

KEGG

Субстраты Продукты Фермент

R00614 Формальдегид, H2O Метанол, муравьиная Формальдегиддисмутаза [EC:
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кислота 1.2.98.1]

R01142 Метан, O2, НАДH Метанол, НАД+, H2O Растворимая ММО, 

[EC:1.14.13.25]

R01144 4-метилоксалоацетат, 

H2O

Метанол, оксалоацетат 4-метилоксалоацетат эстераза

[EC: 3.1.1.44]

R02362 Пектин, H2O Пектат, метанол ПМЭ [EC:3.1.1.11]

R02624 Эфир глутамата белков 

с метанолом, H2O

Метанол, глутамат Метилэстераза глутамата 

белков [EC: 3.1.1.61]

R04280 3-O-метилгалловая 

кислота, O2

Метанол, 2-пирон-4,6-

дикарбокслиловая 

кислота

Диоксигеназа галловой 

кислоты [EC: 1.13.11.8]

R09061 Хлорофилид, H2O Метанол, 8-Этил-12-

метил-3-

винилбакетриохлорофи

лид  d, СО2

Хлорофилидгидролаза [EC: 

3.1.1.100] 

R09518 Метан, хинол, O2 Метанол, хинон, H2O Мембранная MMO [EC: 

1.14.18.3]

R09725 Метиловый эфир 

пимелоила-[АСБ*], H2O

Метанол, пимелоил-

[АСБ*]

BioH [EC: 3.1.1.85]

R10705 Метилацетат, H2O Метанол, ацетат Метилацетат гидролаза [EC: 

3.1.1.-]

Поиск бактерий, в чьих геномах предсказаны гены, кодирующие приведенные в таблице

ферменты, показал, что в метагеноме мышей, помимо ПМЭ, закодированы диоксигеназа галловой

кислоты,  метилэстераза  глутамата  белков  и  фермент  биосинтеза  биотина  BioH.  Диоксигеназа

галловой  кислоты  согласно  биоинформатическому  анализу  присутствует  только  в  геноме

Rhodopseudomonas palustris,  тогда  как  два  других  гена  широко  представлены  в  микрофлоре

кишечника мышей (Таблица 4.3.). 
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Таблица  4.3.  Список  видов  бактерий  из  микрофлоры  кишечника  мышей,  в  чьих  геномах

закодированы ферменты биосинтеза биотина BioH и метиэстеразы глутамата белков (МГБ), с

указанием их относительной встречаемости в микрофлоре, выраженной в процентах. Данные по

составу микрофлоры взяты из базы данных GIGA (http://gigadb.org),  полученные в результате

анализа микрофлоры кишечника 187 мышей, относительная встречаемость расчитывалась как

среднее для всех мышей. МГБ – метилэстераза глутамата белков. 

Вид бактерии BioH (%) МГБ (%)

Burkholderiales bacterium - 2E-02

Escherichia coli 4E-02 4E-02

Pseudomonas aeruginosa 3E-02 3E-02

Helicobacter hepaticus 1E-02 1E-02

Stenotrophomonas maltophilia 3E-04 3E-04

Shigella flexneri 3E-04 3E-04

Acinetobacter baumannii 2E-04 -

Citrobacter koseri 2E-04 2E-04

Salmonella enterica 1E-04 1E-04

Shigella sonnei 1E-04 1E-04

Acinetobacter haemolyticus 8E-05 -

Acinetobacter johnsonii 7E-05 -

Oxalobacter formigenes 7E-05 -

Escherichia fergusonii 6E-05 6E-05

Shigella dysenteriae 5E-05 -

Acinetobacter pittii 4E-05 -

Yersinia pestis 1E-05 1E-05
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Shigella boydii 1E-05 1E-05

Enterobacter aerogenes 1E-05 1E-05

Acinetobacter junii 9E-06 -

Haemophilus parasuis 7E-06 -

Proteus mirabilis 5E-06 5E-06

Campylobacter jejuni 2E-06 2E-06

Четыре вида бактерий (Burkholderiales bacterium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa и

Helicobacter hepaticus),  потенциально  являющихся  продуцентами  метанола,  встречаются  в

микрофлоре кишечника мышей гораздо чаще остальных, что дает возможность предположить их

ключевую роль в продукции эндогенного метанола. 

4.3. Метанол участвует в регуляции экспрессии генов мозга и печени мышей. 

Долгое  время  метанол  рассматривался  как  метаболический  мусор,  в  связи  с  чем  его

функция  как  потенциальной сигнальной молекулы,  способной влиять  на  экспрессию генов,  не

изучалась.  Полученные  нами  данные  по  полногеномному  изменению  уровня  транскриптов  на

микроматрицах, выявили влияние метанола на экспрессию большой группы генов, кодирующие

белки с разнообразными функциями. Так, внутрибрюшинное введение метанола по сравнению с

контролем увеличивает и уменьшает количество транскриптов 780 и 868 генов, соответственно. 

Интересно,  что  способ  обработки  мышей  метанолом  сильно  влияет  на  результат

эксперимента.  Так,  группа генов,  изменяющая уровень мРНК при ингаляции парами метанола,

только на 6% перекрывается с генами, которые отвечают на введение метанола внутрибрюшинно.

Для сравнения, эффект от внтурибрюшинного введения этанола на уровень транскриптов в мозге

мышей  перекрывается  с  эффектом  от  введения  метанола  на  40%,  что  почти  в  7  раз  больше.

Полученные  данные  можно  объяснить  сильными  различиями  в  фармакокинетике  метанола  в

зависимости от способа обработки. При обработке парами метанола, его уровень в крови приматов
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практически не изменяется (Burbacher et al., 2004), а при обработке парами ФА, основная его часть

остается в слизистых оболочках дыхательных путей крыс (Lai et al., 2016). 

Как  результат  повышения  концентрации  метанола  и  ФА  в  крови  при  введении  4-

метилпиразола и метанола, в мозге мышей особенно выделяется увеличение уровня мРНК генов,

кодирующих  рибосомальные  белки,  субъединицы  протеасомы  и  белки  сигнального  пути

протеолиза  при  убиквитинировании.  Подобный  эффект  является  маркером  протеолитического

стресса в мозге мышей, вызванного метанолом и продуктами его окисления. Полученные данные

согласуются с  тем,  что ФА приводит к массовому протеолизу белков через убиквитинирование

(Ortega-Atienza et al., 2016). Более того, ФА провоцирует агрегацию белков, в том числе ключевого

участника патогенеза БА – тау-белка (Lu et al., 2013; Nie et al., 2007). 

Неожиданно было обнаружено увеличение уровня мРНК ряда генов, связанных с развитием

БА,  включая  ключевых  игроков  –  APOE и  PSENEN, в  ответ  на  введение  метанола  и  4-

метилпиразола,. На ряду с тем фактом, что у пациентов с БА повышенное содержание ФА в крови

и мозге, полученные данные указывают на возможный вклад ФА в развитие БА не только за счет

его протеотоксических свойств, но и за счет влияния на экспрессию генов. 

Этанол, как и 4-метилпиразол, ингибирует процесс окисления метанола в ФА, что приводит

к накоплению первого. В связи с чем сложно различить эффекты этанола и метанола при работе с

животными.  Для  половины  генов,  уровень  мРНК  которых  увеличивается  в  ответ  на  этанол,

обнаружен такой же эффект при введении метанола. 90% из генов, отвечающих на введение и

этанола, и метанола, точно так же реагируют на 4-метилпиразол. Вместе эти данные показывают,

что  некоторые  эффекты,  которые  мы наблюдаем  в  экспериментах  на  животных  с  участием 4-

метилпиразола и этанола, могут быть опосредованы увеличением концентрации метанола в крови,

а не прямым их действием. 

Уровень мРНК 90% генов  в  мозге  мышей,  меняющийся при введении 4-метилпиразола,

меняется в ту же строону при введении этанола и метанола. В то время как этанол и метанол,

обладая похожими физико-химическими свойствами, вполне могут одинаково воздействовать на

метаболические  и  сигнальные  пути  клетки,  судьба  4-метилпиразола  разительно  отличается.  В

отличие от коротких спиртов, он не является эндогенной молекулой, и его выведение из организма
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проходит  в  основном  через  путь  катаболизма  ксенобиотиков  в  печени  и  почках  животных

(Feierman and Cederbaum,  1985;  McMartin et al.,  2012).  Пиразол  не  способен  проходить  через

гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) (Sonopo et al., 2016), тем не менее, после его введения мы

наблюдаем  изменения  в  экспрессии  генов  в  мозге  мышей,  и  они  в  значительной  степени

перекрываются с изменениями, вызванными введением метанола и этанола. Являясь ингибитором

алкогольдегидрогеназ  I  класса,  4-метилпиразол повышает  уровень  метанола и  этанола  в  крови

мышей за счет работы его эндогенных источников (Komarova et al.,  2014). Вероятно, эффект 4-

метилпиразола  на  уровень  мРНК  генов  мозга  мышей  связан  с  повышением  концентрации

метанола, этанола и продуктов их метаболизма в крови, способных проходить через ГЭБ. 

Верификация данных, полученных на микроматрицах, методом кОТ-ПЦР на образцах мозга

мышей,  обработанных  парами  метанола,  выявила  высокую  корреляцию  между  генами  с

дифференциальным  изменением  уровня  мРНК.  Таким  образом,  данные,  полученные  на

микроматрицах хорошо отражают изменение экспрессии генов в проведенных экспериментах. 

Интерес  составляет  не  только  влияние  метанола  на  клетки  мозга,  но  и  на  печень,  что

связано с высокой частотой встречаемости патологий печени среди алкоголиков. Разовое введение

этанола приводит к повышению содержания метанола в крови людей и грызунов. К сожалению,

данных по концентрации метанола в крови у алкоголиков на текущий момент не опубликовано.

Тем не менее, вполне вероятно, что у них повышен уровень метанола и токсичных продуктов его

метаболизма, и за счет протеотоксических и генотоксических свойств, они вносят вклад в развитие

цирроза печени на ряду с этанолом и продуктами его окисления. С целью определить эффекты

метанола  на  метаболизм  метанола  в  печени,  методом  кОТ-ПЦР  были  получены  данные  по

влиянию  повышенного  содержания  метанола  на  основные  гены  пути  метаболизма  коротких

спиртов  в  печени,  чей  уровень  мРНК изменился  в  мозге.  Оказалось,  что  как  и  при  введении

метанола,  4-метилпиразол  изменяет  соотношение  транскриптов  в  печени  мышей  так,  чтобы

снизить  концентрацию  токсичных  альдегидов.  В  мозге  слишком  низкая  экспрессия

алкогольдегидрогеназы I класса не позволила оценить эффекта метанола на нее. В печени видно

значительное  снижение  уровня  ее  мРНК  и  одновременное  увеличение  мРНК

альдегиддегидрогеназы  2  и  1,  которое  наблюдалось  и  в  мозге.  Сложно  различить  эффекты  от

эндогенных  этанола  и  метанола  при  введении  4-метилпиразола  в  связи  с  накоплением  обоих
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спиртов  в  крови  мышей.  Тем  не  менее,  согласно  литературным данным,  этанол  не  влияет  на

уровень мРНК ADH1, ALDH2 и ALDH1 (Chen et al., 2011), а с другой стороны, введение метанола

увеличивает уровень мРНК ALDH2 и ALDH1 в мозге мышей. Вместе эти данные указывают на то,

что  метанол  ответственен  за  переформатирование  метаболизма  коротких  спиртов  на  уровне

экспрессии  генов  при  введении  4-метилпиразола.  Подобным  способом,  по-видимому,  клетки

печени стараются избежать повышенного содержания токсичного ФА. 

4.4. Эндогенный антиоксидант альфа-липоевая кислота участвует в поддержании низкого

уровня ФА у млекопитающих

АЛК  считается  универсальным  антиоксидантом  за  счет  высокого  окислительно-

восстановительного потенциала и амфифильной структуре. Полученные данные открывают новые

свойства АЛК в организме млекопитающих – поддержание низкого уровня ФА у млекопитающих.

Так, ее введение снижает уровень ФА в крови человека и мыши, используя схожие механизмы

действия.  Повышение  активности  альдегиддегидрогеназы  2  при  введении  АЛК  были  ранее

показаны на крысах и людях (Chen et al., 2008;  Li et al., 2016). Тем не менее, оставался неясным

механизм  действия:  является  ли  АЛК  аллостерическим  регулятором  альдегиддегидрогеназы  2,

повышает  стабильность  белка,  кодирующей  ее  мРНК  или  увеличивает  экспрессию  гена.

Полученные данные по изменению уровня мРНК генов  пути  метаболизма коротких спиртов  в

ответ на введение АЛК выявили повышение уровня мРНК гена ALDH2 в лейкоцитах человека и в

мозге мышей, и в частности, в гиппокампе, но не в селезенке, печени, почках и сердце мышей.

Более того, измерение активности альдегиддегидрогеназы 2 во фракции митохондриальных белков

мозга  мышей,  обработанных  АЛК,  выявило  ее  значительное  увеличение  по  сравнению  с

контролем. 

Причина столь избирательного действия АЛК на альдегиддегидрогеназу 2 в мозге мышей

остается  неясной.  Основная  доля  экзогенно  поступающий  АЛК  распределяется  по  почкам  и

печени,  однако  в  обоих  органах  уровень  мРНК генов  интереса  не  отличается  от  контрольных

значений. Несмотря на то, что экзогенная АЛК не проходит ГЭБ или проходит в очень невысоких

концентрациях (Chng et al., 2009;  Harrison and McCormick, 1974), несомненно ее положительное

влияние  на  клетки  мозга.  Так,  АЛК  увеличивает  уровень  нейротропного  фактора  BDNF,
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восстанавливает уровень каспазы 3, токсичных альдегидов и NO в мозге в условиях ишемии (He et

al.,  2012).  Введение  АЛК  снижает  уровень  окислительного  стресса,  увеличивая  содержание

основного антиоксиданта клеток - глутатиона и ферментов его синтеза (Arivazhagan et al., 2002;

Dixit et al.,  2011;  Mehrotra and Sandhir,  2014),  что  согласуется  с  полученными нами  данными.

Эффекты  АЛК  в  мозге  можно  объяснить  способностью  ее  метаболитов,  в  том  числе  ДГЛК,

проходить ГЭБ или активизацией сигнальных путей на границе с ГЭБ. Анализ транскриптов из

мозга мышей,  которым вводили АЛК или контрольный раствор, выявил активацию нескольких

сигнальных  путей,  включая  mTOR и  PI3K-Akt,  что  согласуется  с  ранее  опубликованными

данными. Согласно нашим данным, АЛК повышает уровень двух транскрипционных факторов,

связывающих участок промотора гена ALDH2 (-2000...0 выше старта транскрипции) in vitro, взятых

из базы  данных  UniPROBE.  Первый  транскрипционный  фактор  EGR1,  второй  –  SMAD3.

Предположительно,  они  могут  участвовать  в  регуляции  транскрипции  ALDH2  в  мозге при

введении АЛК.  Важно отметить,  что полученные нами данные говорят об отсутствии эффекта

АЛК  на  сигнальный  путь  основного  сенсора  окислительного  стресса  —  транскрипционного

фактора NRF2.  Уровень  его  мРНК не  изменяется  ни в  одном из  отделов  головного  мозга  при

введении  АЛК.  Данные  по  изменению  экспрессии  генов  мозга  мыши,  полученные  на

микроматрицах,  не  выявили  изменения  в  уровне  транскриптов-мишеней  NRF2.  Несмотря  на

антиоксидантные свойства АЛК, по-видимому, эффект АЛК на клетки мозга мышей опосредуется

другими сигнальными путями, такими, как mTOR/S6K и PI3K-Akt, но не NRF2/Keap1.

Отличие АЛК от остальных известных регуляторов метаболизма метанола и ФА состоит в

том, что она синтезируется в организме животных и является физиологической молекулой. В свзяи

с чем, нарушение ее метаболизма потенциально также может влиять на окисление эндогенного

метанола. 

Таким  образом,  эндогенный  антиоксидант  альфа-липоевая  кислота  участвует  в

поддержании  низкого  уровня  ФА  у  млекопитающих,  контролируя  активность

альдегиддегидрогеназы 2 через увеличение уровня мРНК кодируюшего ее гена.
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5. ВЫВОДЫ

1. Пектинметилэстераза  растительной пищи ответственна за  образование метанола и  ФА в

организме животных и человека. 

2. Конкурентное ингибирование алкогольдегидрогеназ I класса этанолом и 4-метилпиразолом

приводит к накоплению метанола и ФА в организме человека и животных.  

3. Повышение концентрации метаболического метанола и ФА в сыворотке крови человека и

млекопитающих сопровождается активизацией кластера генов (например,  ALDH2,  ALDH1,

CYP2E1), ответственных за метаболизм коротких спиртов.

4. Эндогенный  антиоксидант  альфа-липоевая  кислота  участвует  в  поддержании  низкого

уровня ФА у млекопитающих, контролируя активность альдегиддегидрогеназы 2.
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