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ABSTRACT: About 95% of ethanol is metabolised via the oxidative pathway. Trace
amounts of ethanol are a substrate of non-oxidative metabolism, which generates
such products as fatty acid ethyl esters, phosphatidylethanol and ethyl glucuronide.
Ethanol also changes the metabolic pathway of serotonin (5-hydroxytryptophol) and
transferrin. Multiorgan toxicity of these metabolites increases our understanding of
many clinical symptoms of alcoholic disease, which up to now have erroneously been
ascribed solely to acetoaldehyde (a metabolite of the oxidative pathway). Due to
a long biological half-life and tissue accumulation, non-oxidative metabolites of etha-
nol and serotonin (5-hydroxytryptophol) and carbohydrate deficient transferrin are
used increasingly in clinical and forensic medicine in the detection of alcohol con-
sumption.

KEY WORDS: Ethanol; Non-oxidative metabolism; Fatty acid ethyl esters; Phos-
phatidylethanol; Ethyl glucuronide; 5-hydroxytryptophol; Carbohydrate deficient
transferrin (CDT).

Problems of Forensic Sciences, vol. LII, 2002, 37–51
Received 11 November 2002; accepted 27 December 2002

INTRODUCTION

Alcoholism is one of the greatest social, economic and health problems of
the present world, and alcohol one of the most often consumed beverages.
Protracted consumption of ethyl alcohol results in pathological changes of
a somatic and psychological nature. Alcohol induces a series of abnormali-
ties in the metabolism of cells, leading to structural and functional distur-
bances of internal organs, especially the liver [23, 26].

About 90–95% of the consumed ethanol undergoes biotransformation via
oxidative metabolism. Non-metabolised alcohol is eliminated in small quan-
tities by the kidneys (0.5–2%), lungs (1.6–6%) and the skin (< 0.5%). Alcohol
(ADH) and aldehyde (ALDH) dehydrogenases, the microsomal system
(MEOS) and catalase are responsible for the oxidative metabolism of etha-



nol. The main metabolite of the oxidative biotransformation of ethanol is
acetaldehyde. This compound is considered the main cause of the damage to
internal organs of alcoholics. Metabolites of the oxidation of ethanol arise
above all in the liver, appearing in the circulatory system only in trace quan-
tities. Thus, it is supposed that damage to organs in which the process of oxi-
dation of alcohol is of marginal significance or absent may have a different
metabolic basis.

In the nineteen eighties, the presence of non-oxidative metabolism of eth-
anol was noticed [22]. In the current work, compounds that arise as a result
of these transformations and their multi-organ toxic effects are discussed.
The influence of ethanol on the change of metabolic pathways of serotonin
and the isoforms of transferrin is also described. Due to their long half-lives
and their tendency to accumulate in tissues, most of these metabolites may
have a diagnostic application. They show a high sensitivity in detecting alco-
holic disease or alcoholism hidden by patients, in comparison to more popu-
lar but not very specific indicators like (GGT, ALT, AST) hepatic enzyme,
ferritin or the average volume of the erythrocyte.

NON-OXIDATIVE METABOLISM OF ETHANOL

Ethylesters of fatty acids

The main products of the non-oxidative metabolism of ethanol are fatty
acid ethyl esters (FAEE), which have been found in organs of persons who
died from acute alcoholic poisoning. FAEE are synthesised with the partici-
pation of specific synthases, whose activity has been revealed in the heart,
brain, liver and above all the pancreas [19, 20]. Synthases of FAEE show sub-
strate specificity in relation to cis-unsaturated 18-carbon free fatty acids.

Serum levels of FAEE are correlated with the concentration of ethanol in
blood. FAEE are transported in the blood by lipoproteins belonging to the
LDL class, and to a considerably smaller degree by other plasma pro-
teins [8]. FAEE are compounds of proven cellular and organ toxicity. In in vi-
tro research, FAEE reveal particular toxicity in relation to cellular mem-
branes, especially mitochondrial and lysosomal ones [11, 16, 20]. Further-
more, FAEE disturb the cellular antioxidative potential, causing oxidative
stress. It has been ascertained that FAEE increase the activity of glut-
athione S-transferase and cause an increase in the concentration of lipid
hydroxyperoxides [6, 7]. FAEE also have the ability to inhibit cellular prolif-
eration and synthesis of proteins [36].

The organ which is most susceptible to the toxic activity of FAEE is the
pancreas. In studies on rats that received FAEE intravenously, swelling of
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the pancreas was ascertained together with an increase in concentration of
the protein activating trypsinogen, and also ultrastructural changes in the
form of cytoplasmatic lipid vacuolisation of the pancreatic acinar cells [30,
40]. Thus, in alcoholics FAEE can play an important role in the pathogenesis
of acute alcoholic pancreatitis, activating trypsinogen already in the acinar
cells, while in physiological conditions, the protein is activated by intestinal
enterokinases only after is transferred with the pancreatic juice to the duo-
denum. The factors activating the trypsinogen in situ can also be certain en-
zymes (e.g. cathepsin B), originating from lysosomes damaged by FAEE.
The role of FAEE in the pathogenesis of acute pancreatitis has been con-
firmed by engendereing this disease in animals fed with ethanol, whose oxi-
dative pathways of the metabolism of ethanol were blocked by 4-methyl-
pyrazole, aminotriazole and diallyl sulphate [41].

FAEE possess a long biological half-life of about 16 hours and the ability
to accumulate in, among other organs, the brain, the pancreas and the
myocardium, where they can attain concentrations of up to 100 µM [21].
Furthermore, FAEE accumulate in the adipose tissue and in hair. The mea-
surement of FAEE in these tissues was used as a post mortem test for the
consumption of ethanol before death [4, 28, 29]. Moreover, studying the pres-
ence of FAEE in the meconium enables one to estimate the degree of embryo-
nal exposure to ethanol [27].

Phosphatidylethanol

Phosphatide acid esters have been well known in the plant world for
a long time. In 1967 Yang and Dowson discovered the process of phosphat-
idylation of ethanol during its incubation with phosphatidylcholine in the
presence of the plant phospholipase D. At the end of the nineteen seventies,
phospholipase D was also detected in mammals in microsomal fractions of
the liver, lungs and the brain [18]. However, an exact characterisation of
this enzyme was carried out only at the end of the nineties [24].

Examining the influence of ethanol on the metabolism of fatty acids and
prostaglandins in rats, Alling et al. [1, 5] found the presence of a hitherto un-
known acidic lipid in the brain, the liver, kidney and skeletal muscles of this
animal. As result of chromatographic analysis, it was established that this
compound was phosphatidylethanol (PEth). This particle is created in the
cellular membrane in the presence of ethanol by transphosphatidylation of
phosphatidylcholine with the participation of phospholipase D. If there is
a lack of ethanol, instead of PEth, phosphatide acid is created, which is an
important regulator of intracellular and transmembrane communication.
Creation of PEth, on the other hand, disturbs these processes, as a conse-
quence of increasing the fluidity of cellular membranes and of changes in the
function of proteins constituting an integral part of these membranes.
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The formation of PEth in brain and renal tissue of mammalians after the
consumption of ethanol has been proved both in in vitro and in vivo studies
[1, 5, 10, 25]. PEth has been detected recently also in neutrophils and eryth-
rocytes, and in trace quantities in platelets in persons regularly drinking al-
cohol [38]. On the first day of abstention, the concentrations of PEth are very
diverse, which is probably a result of individual differences in the activity of
phospholipase D. This compound is eliminated from the blood by a one-com-
partment model with the biological half-life of 4 days. In the majority of ex-
amined patients, the presence of PEth in blood, but not in plasma, was still
detected for about 14 days after ceasing alcohol consumption. A long half-life
makes PEth a potential laboratory indicator of alcohol consumption over
a preceeding 2 week period [38], whereas the accumulation of this compound
in tissues allows measurements of its concentration to be utilised for foren-
sic purposes. Aradottir et al. [3] showed that feeding rats with ethanol for
a period of 4–6 weeks causes an accumulation of PEth in the brain, the
mucular layer of the stomach, lungs, kidney, liver and spleen, which is
linked to the high activity of phospholipase D in these organs. Moreover, the
high concentration of PEth in the spleen is a result of the splenic degrada-
tion of erythrocytes [37]. According to the authors, a lack of PEth in the pan-
creas may be a real absence or may be the result of quick degradation of this
compound by pancreatic lipases.

Ethyl glucuronide

Ethyl glucuronide (EtG) arises exclusively as result of the consumption
of ethanol, of which 0.5–1.6% of the entire dose becomes conjugated with an
active form of glucuronic acid [31]. The synthesis of glucuronides is a very
important reaction of the second phase of the detoxification of xenobiotics,
and the liver shows the greatest activity in this field. UDP glucuronyl-
transferase activity has also been shown in the kidneys, the intestine, the
brain, the myocardium, the suprarenal gland, the spleen and the lungs.

The concentration of EtG in blood is the result of the efficiency of such
processes like absorption from the alimentary track, distribution and elimi-
nation of ethanol and of the individual activity of UDP-glucuronyl-transfe-
rase. The maximum concentration of EtG in blood is observed for 2.5–
5.5 hours after the consumption of alcohol [9]. Depending on the dose of alco-
hol, the presence of EtG can still be ascertained in blood for 6–18 hours, and
in urine even up to 84 hours after the consumption of ethanol [32]. EtG con-
stitutes a link between markers with short and long half-lives [41] and is
a prospective marker for the consumption of alcohol, which, thanks to its
high sensitivity and specificity, can be used to assess the effectiveness of the
addiction treatment. Determination of ethyl glucuronide in post mortem
material (both in body fluids and tissues) also has promising prospects in the
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forensic field [43]. It has been shown that the presence of EtG in, amongst
other tissues, the hair of deceased persons is indisputable evidence of the
consumption of alcohol ante mortem [2, 44].

THE INFLUENCE OF ETHANOL ON THE METABOLIC PATHWAY OF
SEROTONIN AND ISOFORMS OF TRANSFERRIN

5-hydroxytryptophol

Serotonin (5-hydroxytryptamine; 5-HT) is a neurotransmitter playing an
important role in many physiological processes. Irregular functioning of the
serotonergic system is an essential element of many diseases connected with
regulations of the basal tonus of vascular smooth muscle, eating, sleep and
emotional equilibrium.

Catabolism of 5-HT begins with deamination to 5-hydroxyindole acet-
aldehyde (5-HIAL), with the participation of monoamine oxidase. In human,
5-HIAL is then degraded to 5-hydroxyindole acid (5-HIAA) in the presence of
aldehydie dehydrogenase (ALDH). Minimum quantities of 5-HIAL are in
physiological conditions reduced to 5-hydroxytryptophol (5-HTOL) with the
participation of alcohol dehydrogenase or aldehyde reductase. 5-HTOL is
eliminated with urine almost exclusively in a form coupled with sulphuric or
glucuronic acid [12]. In a twenty-four hour collection of urine, the quantita-
tive relation of 5-HTOL to 5-HIAA is smaller than 0.01. In carcinoids and af-
ter the consumption of fruits containing a large amount of serotonin (e.g. ba-
nana, kiwi and pineapple), besides an increase in the concentration of
5-HIAA in urine, a 7–10-fold increase in the concentration of 5-HTOL is also
observed.

Due to the coexisting growth in production of 5-HIAA, the ratio 5-HTOL
to 5-HIAA attains values in the range 0.007–0.01. Protracted consumption
of ethanol disturbs the oxidative-reductive equilibrium, also modifying the
metabolism of serotonin, in which this compound undergoes reduction in-
stead of oxidation.

Thus, the production of the main metabolite 5-HIAA decreases and, si-
multaneously, the concentration of 5-HTOL increases about 50 times [15].
In these conditions, the proportion 5-HTOL/5-HIAA grows to 0.4–0.5 [12].
The intensification of 5-HTOL production can be also an effect of competi-
tive restriction of the activity of ALDH by acetaldehyde (the first product of
alcohol oxidising) and (or) the increase in the concentration of NADH as a re-
sult of the oxidation of ethanol and of acetaldehyde [13]. The efficiency of the
process of bonding of excessive quantities of 5-HTOL with sulphuric or
glucuronic acid, which takes place not only in the liver, but also in the
plasma, is significant for detection of 5-HTOL and the extent of its toxicity
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[12]. The increased concentration of 5-HTOL can still be observed in the
blood for a dozen or so hours after the disappearance of ethanol from both
blood and urine. Detection of 5-HTOL in body fluids was utilised as a test of
consumption of alcohol, as by determining the ratio 5-HTOL to 5-HIAA in
successive samples of urine, one can ascertain consumption of even moderate
quantities of ethanol in the 24 hour period preceding the examination [14].

Carbohydrate deficient transferrin

Transferrin is a glycoprotein, which can bind 2 atoms of trivalent iron. Its
particle contains 5.3% carbohydrates. The carbohydrate group has 2 identi-
cal side chains composed of 4 carbohydrates, i.e. N-acetylglucosamine,
mannose, galactose and sialic acid (N-acetylneuramine acid), constituting
the end of these chains.

Sialic acid, carrying a strong negative charge, gives the particle an acidic
character. Missing one particle of the acid is responsible for a rise in pH of
the environment of about 0.1. Furthermore, depending on the quantity of
particles of sialic acid, transferrin creates isoforms of different values of the
isoelectric point (pI). Splintering off of N-acetylneuramine acid leads to
a diminution of the negative charge and an increase in pI. The quantity of
the sialic acid residues in the particle of transferrin determines the exis-
tence of its 4 main isoforms, i.e. of the following values of pI: pI = 5.2 (5 SA),
pI = 5.4 (4 SA), pI = 5.6 (3 SA), pI = 5.7 (2 SA). The isoform of transferrin in
healthy people possesses pI = 5.2, whereas the fraction with pI = 5.7 consti-
tutes no more than 0.8% of the entire amount of transferrin.

In 1976 Stibler and Kjellin [34] detected irregular forms of transferrin in
serum and in the cerebrospinal fluid of persons with postalcoholic symptoms
of the cerebellum damage. These irregularities consisted in a complete or
partial deficiency of N-acetylneuramine acid. Further study of persons ad-
dicted to alcohol showed that the concentration of the fraction of pI = 5.7 in-
creases in them by nearly 10 times, and in some persons an isomeric form of
pI = 5.9 appears that is completely devoid of N-acetylneuramine acid,
i.e. carbohydrate-deficient transferrin (CDT).

Vesterberg et al. [39], using the method of the isoelectric focusing effect
on agarose, determined the proportion – transferrin with pI = 5.7: total
transferrin, in serum and in plasma of the blood. In the group of persons not
drinking alcohol this indicator was 0.8–4.1 in serum and 0.5–2.9 in plasma,
and in alcoholics these values were 2.7–9.8 and 2.7–8.8 in serum and plasma
respectively. In various examinations, the diagnostic specificity of CDT in
the recognition of alcoholism varied from 92.2% to 100% (higher values were
obtained for measurements performed in plasma). In turn, Jeppsson et
al. [17], using the technique of high-performance liquid chromatography
(HPLC), rated the diagnostic sensitivity of CDT as just 55% for persons con-
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suming about 40 g of ethanol daily, but in the case of consumption of over
70 g of ethanol, the sensitivity increased to 100%. Determination of CDT is
currently considered the most specific laboratory marker of alcoholic dis-
ease. The long half-life of the isoform of transferrin with pI = 5.7 (about
10 days) and CDT (about 15 days) enable using these compounds for
estimation of the alcohol consumption during 3 weeks preceding an exami-
nation [17, 35]. The risk of a false positive result is minimal, as neither dam-
age to the liver nor taking of drugs affect results of the test. However, the
presence of CDT in the blood can be caused by inborn errors of glycoprotein
metabolism. Individual cases of a slight elevation in the concentration of
non-typical isoforms of transferrin have also been described in persons with
neuro-psychiatric disorders [33].

Summing up, one should state that oxidative metabolism in the liver is
the main metabolic pathway and the main source of the hepatotoxicity of
ethanol. It is known, however, that protracted consumption of ethanol
causes a series of detrimental effects in many organs. In small amounts, eth-
anol is metabolised via a non-oxidative pathway, causing the formation of
lipophilic toxic compounds. These substances easily penetrate through to
tissues and organs, where, as highly reactive compounds, they interfere
with important biological processes. Products of the non-oxidative metabo-
lism of ethanol and metabolites of the ethanol-induced altered transforma-
tion of serotonin and transferrin, being compounds with a long half-lives, are
used for diagnostic purposes both in clinical and forensic medicine.
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BEZTLENOWY METABOLIZM ETANOLU ORAZ JEGO WP£YW
NA SZLAK METABOLICZNY SEROTONINY I TRANSFERRYNY

Ewa CZECH, Marek HARTLEB

WSTÊP

Alkoholizm jest jednym z najwiêkszych spo³ecznych, ekonomicznych i zdrowot-
nych problemów wspó³czesnego œwiata, a alkohol jedn¹ z najczêœciej stosowanych
u¿ywek. Nastêpstwem przewlek³ego spo¿ywania alkoholu etylowego s¹ zmiany
patologiczne o charakterze somatycznym i psychicznym. Alkohol indukuje szereg
nieprawid³owoœci w metabolizmie komórek, prowadz¹c do zaburzeñ strukturalnych
i czynnoœciowych narz¹dów wewnêtrznych, zw³aszcza w¹troby [23, 26].

Oko³o 90–95% spo¿ytego etanolu ulega biotransformacji na drodze metabolizmu
tlenowego. Niezmetabolizowany alkohol jest eliminowany w niewielkich iloœciach
przez nerki (0,5–2%), p³uca (1,6–6%) i skórê (<0,5%). Za tlenowy metabolizm etanolu
odpowiadaj¹: dehydrogenazy – alkoholowa (ADH) i aldehydowa (ALDH), uk³ad mi-
krosomalny (MEOS) i katalaza. Podstawowym metabolitem tlenowej biotransfor-
macji etanolu jest aldehyd octowy. Zwi¹zek ten jest uwa¿any za g³ówn¹ przyczynê
uszkodzenia narz¹dów wewnêtrznych u alkoholików. Metabolity utleniania etanolu
powstaj¹ przede wszystkim w w¹trobie, a w uk³adzie kr¹¿enia wystêpuj¹ jedynie
w iloœciach œladowych. Przypuszcza siê wiêc, ¿e uszkodzenie narz¹dów, w których
proces utleniania alkoholu posiada znaczenie marginalne lub jest nieobecny, mo¿e
mieæ odmienne pod³o¿e metaboliczne.

W latach osiemdziesi¹tych dwudziestego wieku zwrócono uwagê na obecnoœæ
beztlenowego metabolizmu etanolu [22]. W niniejszej pracy omówiono zwi¹zki, które
powstaj¹ w wyniku tych przemian oraz ich wielonarz¹dowe efekty toksyczne.
Wspomniano równie¿ o wp³ywie etanolu na zmianê szlaków metabolicznych seroto-
niny oraz izoform transferryny. Ze wzglêdu na d³ugie okresy pó³trwania i tkankowe
zdolnoœci kumulacyjne, wiêkszoœæ tych metabolitów znalaz³a zastosowanie diagnos-
tyczne, wykazuj¹c wysok¹ czu³oœæ w rozpoznawaniu ukrywanej przez pacjenta
choroby alkoholowej w porównaniu do bardziej popularnych, lecz ma³o swoistych
wskaŸników enzymatycznych (GGT, ALT, AST) ferrytyny lub œredniej objêtoœci
krwinki czerwonej.

BEZTLENOWY METABOLIZM ETANOLU

Estry etylowe kwasów t³uszczowych

G³ównym produktem metabolizmu beztlenowego etanolu s¹ estry etylowe kwa-
sów t³uszczowych (ang. fatty acid ethyl esters; FAEE), których obecnoœæ wykazano
w narz¹dach osób zmar³ych z powodu ostrego zatrucia alkoholowego. FAEE s¹
syntetyzowane przy udziale swoistych syntaz, których aktywnoœæ ujawniono w ser-
cu, mózgu, w¹trobie, lecz przede wszystkim w trzustce [19, 20]. Syntazy FAEE



wykazuj¹ specyficznoœæ substratow¹ wobec cis-nienasyconych 18 wêglowych wol-
nych kwasów t³uszczowych.

Surowicze stê¿enia FAEE koreluj¹ ze stê¿eniem etanolu we krwi. FAEE s¹
transportowane we krwi przez lipoproteiny nale¿¹ce do klasy LDL, a w znacznie
mniejszym stopniu przez inne bia³ka osoczowe [8]. FAEE s¹ zwi¹zkami o udowod-
nionej toksycznoœci komórkowej i narz¹dowej. W badaniach in vitro FAEE wykazuj¹
szczególn¹ toksycznoœæ wobec b³on komórkowych, zw³aszcza mitochondrialnych
i lizosomalnych [11, 16, 20]. Poza tym FAEE zaburzaj¹ antyoksydacyjny potencja³
komórkowy, wywo³uj¹c stres oksydacyjny. Stwierdzono, ¿e FAEE podwy¿szaj¹
aktywnoœæ glutationowej (GSH) S-transferazy i powoduj¹ wzrost stê¿enia wodoro-
nadtlenków lipidowych [6, 7]. FAEE maj¹ te¿ zdolnoœæ hamowania proliferacji
komórkowej i syntezy bia³ek [36].

Narz¹dem najbardziej podatnym na toksyczne dzia³anie FAEE jest trzustka.
W badaniach na szczurach, którym podawano do¿ylnie FAEE, stwierdzono obrzêk
trzustki z towarzysz¹cym mu wzrostem stê¿enia bia³ka aktywuj¹cego trypsynogen
oraz zmianami ultrastrukturalnymi pod postaci¹ lipidowej wakuolizacji cytoplazmy
komórek pêcherzykowych trzustki [30, 40]. Tak wiêc u alkoholików FAEE mog¹
odgrywaæ wa¿n¹ rolê w patogenezie ostrego alkoholowego zapalenia trzustki, akty-
wuj¹c trypsynogen ju¿ w komórkach pêcherzykowych tego narz¹du, podczas gdy
w warunkach fizjologicznych bia³ko to jest aktywowane przez enterokinazy jelitowe
dopiero po przedostaniu siê z sokiem trzustkowym do dwunastnicy. Czynnikiem
aktywuj¹cym trypsynogen in situ mog¹ byæ tak¿e niektóre enzymy (np. katepsyna B)
pochodz¹ce z uszkodzonych przez FAEE lizosomów. Potwierdzeniem roli FAEE
w patogenezie ostrego zapalenia trzustki jest mo¿liwoœæ wywo³ania tej choroby
u zwierz¹t karmionych etanolem, u których zablokowano wszystkie tlenowe szlaki
metabolizmu etanolu przy pomocy 4-metylopyrazolu, aminotriazolu i siarczanu
diallilu [41].

FAEE posiadaj¹ d³ugi okres biologicznego pó³trwania wynosz¹cy oko³o16 godzin
oraz zdolnoœæ kumulacji m.in. w mózgu, trzustce i miêœniu sercowym, w którym mo¿e
osi¹gaæ stê¿enia do 100 µM [21]. Poza tym FAEE gromadz¹ siê w tkance t³uszczowej
i we w³osach. Pomiar FAEE w tych tkankach wykorzystano w badaniach poœmiert-
nych jako test na spo¿ycie etanolu przed zgonem [4, 28, 29]. Z kolei badanie obecnoœci
FAEE w smó³ce pozwala na ocenê stopnia nara¿enia p³odu na etanol [27].

Fosfatydyloetanol

Estry kwasu fosfatydowego s¹ od dawna znanymi zwi¹zkami w œwiecie roœlin-
nym. Yang i Dowson odkryli w 1967 roku proces fosfatydylacji etanolu w czasie jego
inkubacji z fosfatydylocholin¹ w obecnoœci roœlinnej fosfolipazy D. W koñcu lat sie-
demdziesi¹tych dwudziestego wieku fosfolipaza D zosta³a wykryta tak¿e u ssaków
we frakcjach mikrosomalnych w¹troby, p³uc i mózgu [18], jednak dok³adna charakte-
rystyka tego enzymu przypada dopiero na koniec lat dziewiêædziesi¹tych [24].

Badaj¹c u szczurów wp³yw etanolu na metabolizm kwasów t³uszczowych i prosta-
glandyn, Alling i in. [1, 5] zauwa¿yli w mózgu, w¹trobie, nerkach i miêœniach szkiele-
towych tego zwierzêcia obecnoœæ nieznanego dotychczas kwaœnego lipidu. W wyniku
analizy chromatograficznej ustalono, ¿e zwi¹zek ten jest fosfatydyloetanolem
(ang. phosphatidylethanol; PEth). Cz¹steczka ta tworzona jest w b³onie komórkowej
w reakcji transfosfatydylacji fosfatydylocholiny przy udziale fosfolipazy D w obec-

48 E. Czech, M. Hartleb



noœci etanolu. Przy braku etanolu zamiast PEth powstaje kwas fosfatydowy, który
jest wa¿nym regulatorem komunikacji wewn¹trzkomórkowej i przezb³onowej. Nato-
miast utworzenie PEth zak³óca te procesy wskutek zwiêkszania p³ynnoœci b³on ko-
mórkowych i zmiany funkcji bia³ek stanowi¹cych integraln¹ czêœæ tych b³on.

Powstawanie PEth w tkance mózgowej i nerkowej ssaków po spo¿yciu etanolu
zosta³o udokumentowane zarówno w badaniach in vitro jak równie¿ in vivo [1, 5, 10, 25].
U osób pij¹cych regularnie alkohol obecnoœæ PEth wykryto ostatnio tak¿e w neutro-
filach i erytrocytach, a w œladowych iloœciach w p³ytkach krwi [38]. W pierwszym
dniu abstynencji stê¿enia PEth s¹ bardzo zró¿nicowane, co prawdopodobnie wynika
z indywidualnych ró¿nic w aktywnoœci fosfolipazy D. Zwi¹zek ten jest eliminowany
z krwi w modelu jednokompartmentowym. Jego biologiczny okres pó³trwania wynosi
4 dni. U wiêkszoœci badanych stwierdza siê obecnoœæ PEth we krwi, lecz nie w osoczu,
jeszcze przez oko³o 14 dni od zaprzestania spo¿ycia alkoholu. D³ugi okres pó³trwania
czyni PEth potencjalnym wskaŸnikiem laboratoryjnym konsumpcji alkoholu w okre-
sie poprzedzaj¹cych 2 tygodni [38], natomiast zdolnoœæ gromadzenia tego zwi¹zku
w tkankach pozwala na wykorzystanie pomiarów jego stê¿enia w orzecznictwie
s¹dowym. Aradottir i in. [3] wykazali, ¿e podawanie szczurom etanolu przez okres
4–6 tygodni powoduje kumulacjê PEth w mózgu, miêœniówce ¿o³¹dkowej, p³ucach,
nerkach, w¹trobie i œledzionie, co wi¹¿e siê z wysok¹ aktywnoœci¹ fosfolipazy D
w tych narz¹dach. Z kolei du¿e stê¿enie PEth w œledzionie jest nastêpstwem
degradacji w tym narz¹dzie erytrocytów, w których zwi¹zek ten osi¹ga najwy¿sz¹
wartoœæ [37]. Brak PEth w trzustce mo¿e byæ – wed³ug autorów – rzeczywistym
brakiem lub rezultatem szybkiej degradacji tego zwi¹zku przez lipazy trzustkowe.

Glukuronid etylu

Glukuronid etylu (ang. ethyl glucuronide; EtG) powstaje wy³¹cznie w wyniku
spo¿ycia etanolu, którego 0,5–1,6% dawki ca³kowitej zostaje sprzê¿one z aktywn¹
form¹ kwasu glukuronowego [31]. Synteza glukuronidów jest bardzo wa¿n¹ reakcj¹
drugiej fazy detoksykacji ksenobiotyków, a najwiêksz¹ aktywnoœæ w tym zakresie
wykazuje w¹trobia. Aktywnoœæ UDP glukuronylo-transferazy wykazano równie¿
w nerkach, jelicie, mózgu miêœniu sercowym, nadnerczu, œledzionie i p³ucach.

Stê¿enie EtG we krwi jest wypadkow¹ wydolnoœci procesów wch³aniania z prze-
wodu pokarmowego, dystrybucji i eliminacji etanolu oraz indywidualnej aktywnoœci
UDP-glukuronylotransferazy. Maksymalne stê¿enie EtG we krwi obserwuje siê po
2,5–5,5 godzinach od spo¿ycia alkoholu [9]. W zale¿noœci od dawki alkoholu obecnoœæ
EtG stwierdza siê we krwi jeszcze przez 6–18 godzin, a w moczu nawet do 84 godzin
po konsumpcji etanolu [32]. EtG stanowi pomost miêdzy wskaŸnikami o krótkim
i d³ugim okresie pó³trwania [41] i jest perspektywicznym markerem spo¿ywania al-
koholu, który dziêki wysokiej czu³oœci i swoistoœci mo¿e byæ wykorzystywany do oce-
ny skutecznoœci leczenia odwykowego. Oznaczanie glukuronidu etylu w materiale
poœmiertnym (zarówno w p³ynach, jak i tkankach) stwarza równie¿ obiecuj¹ce per-
spektywy dla orzecznictwa s¹dowego [43]. Wykazano bowiem, ¿e obecnoœæ EtG m.in.
we w³osach osób zmar³ych jest bezspornym dowodem spo¿ycia alkoholu przed œmier-
ci¹ [2, 44].
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WP£YW ETANOLU NA SZLAK METABOLICZNY SEROTONINY
I IZOFORM TRANSFERRYNY

5-hydroksytryptofol

Serotonina (5-hydroksytryptamina; 5-HT) jest hormonem odgrywaj¹cym wa¿n¹
rolê w wielu procesach fizjologicznych. Nieprawid³owe funkcjonowanie uk³adu sero-
tonergicznego jest istotnym elementem wielu chorób zwi¹zanych z zaburzeniami na-
piêcia spoczynkowego miêœniówki naczyniowej, ³aknienia, snu i równowagi emocjo-
nalnej.

Katabolizm 5-HT rozpoczyna siê od tlenowej deaminacji do acetoaldehydu 5-hy-
droksyindolowego (5-HIAL) przy udziale oksydazy monoaminowej. U ludzi 5-HIAL
jest nastêpnie degradowany do kwasu 5-hydroksyindolowego (5-HIAA) w obecnoœci
dehydrogenazy aldehydowej (ALDH). Minimalne iloœci 5-HIAL s¹ w warunkach fi-
zjologicznych redukowane do 5-hydroksytryptofolu (5-HTOL) przy udziale dehydro-
genazy alkoholowej lub reduktazy aldehydowej. 5-HTOL jest wydalany z moczem
prawie wy³¹cznie w formie sprzêgniêtej z kwasem siarkowym lub glukuronowym
[12]. W dobowej zbiórce moczu stosunek iloœciowy 5-HTOL do 5-HIAA jest mniejszy
od 0,01. W rakowiaku oraz po spo¿yciu owoców zawieraj¹cych du¿o serotoniny
(np. banany, kiwi, ananasy), oprócz wzrostu stê¿enia 5-HIAA, obserwuje siê w moczu
tak¿e 7–10-krotny wzrost stê¿enia 5-HTOL. Ze wzglêdu na wspó³istniej¹cy wzrost
produkcji 5-HIAA, proporcja 5-HTOL/5-HIAA osi¹ga wartoœci w zakresie 0,007–
0,01. Przewlek³e spo¿ywanie etanolu narusza równowagê oksydacyjno-redukcyjn¹,
modyfikuj¹c równie¿ metabolizm serotoniny, w którym zwi¹zek ten zamiast oksyda-
cji ulega procesowi redukcji. W rezultacie zmniejsza siê produkcja g³ównego metabo-
litu 5-HIAA przy równoczesnym, oko³o 50-krotnym wzroœcie stê¿enia 5-HTOL [15].
W warunkach tych proporcja 5-HTOL/5-HIAA zwiêksza siê do 0,4–0,5 [12]. Nasile-
nie produkcji 5-HTOL mo¿e byæ równie¿ efektem kompetycyjnego hamowania ak-
tywnoœci ALDH przez aldehyd octowy (pierwszy produkt utlenienia alkoholu) i (lub)
wzrostu stê¿enia NADH w wyniku utleniania etanolu i aldehydu octowego [13]. Wy-
dolnoœæ procesu sprzêgania nadmiernych iloœci 5-HTOL z kwasem siarkowym lub
glukuronowym, który odbywa siê nie tylko w w¹trobie, lecz równie¿ w osoczu ma
istotne znaczenie dla ujawnienia i rozmiarów toksycznoœci 5-HTOL [12]. Podwy¿szo-
ne stê¿enie 5-HTOL obserwuje siê jeszcze we krwi przez kilkanaœcie godzin po
zaniku etanolu zarówno krwi, jak równie¿ moczu. Wykrywanie 5-HTOL w p³ynach
biologicznych zosta³o wykorzystane jako test konsumpcji alkoholu, bowiem okre-
œlaj¹c proporcjê 5-HTOL/5-HIAA w kolejnych próbkach moczu, mo¿na stwierdziæ
spo¿ycie nawet umiarkowanych iloœci etanolu w ci¹gu 24 godzin poprzedzaj¹cych to
badanie [14].

Transferryna z niedoborem kwasu sjalowego

Transferryna jest glikoprotein¹, która mo¿e wi¹zaæ 2 atomy trójwartoœciowego
¿elaza. W swojej cz¹steczce zawiera 5,3% wêglowodanów. Grupa wêglowodanowa
posiada 2 identyczne ³añcuchy boczne, w sk³ad których wchodz¹ 4 wêglowodany,
tj. N-acetyloglukozamina, mannoza, galaktoza oraz kwas sjalowy (N-acetyloneura-
minowy) stanowi¹cy zakoñczenie tych ³añcuchów. Kwas sjalowy, nios¹c silny ³adu-
nek ujemny, nadaje cz¹steczce charakter kwaœny. Odszczepienie jednej cz¹steczki
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kwasu sjalowego odpowiada za podwy¿szenie pH œrodowiska o oko³o 0,1. Ponadto,
w zale¿noœci od iloœci cz¹steczek kwasu sjalowego, transferryna tworzy izoformy
o ró¿nych wartoœciach punktu izoelektrycznego (pI). Odszczepienie kwasu sjalowego
prowadzi do zmniejszenia ³adunku ujemnego i wzrostu pI. Iloœæ reszt kwasu sjalo-
wego w cz¹steczce transferryny determinuje istnienie 4 podstawowych jej izoform,
tj. o pI = 5,2 (5 reszt), pI = 5,4 (4 reszty), pI = 5,6 (3 reszty), pI = 5,7 (2 reszty). Izoforma
transferryny u ludzi zdrowych posiada pI = 5,2, natomiast frakcja o pI = 5,7 stanowi
nie wiêcej ni¿ 0,8% ca³kowitej transferryny.

W 1976 r. Stibler i Kjellin [34] wykryli nieprawid³owe postacie transferryny
w surowicy i w p³ynie mózgowo-rdzeniowym chorych z poalkoholowymi objawami
uszkodzenia mó¿d¿ku. Nieprawid³owoœci te polega³y na ca³kowitym lub czêœciowym
niedoborze kwasu sjalowego. Dalsze badania osób uzale¿nionych od alkoholu wyka-
za³y, ¿e stê¿enie frakcji o pI = 5,7 zwiêksza siê u nich prawie dziesiêciokrotnie,
a u niektórych pojawia siê izoforma pI = 5,9 ca³kowicie pozbawiona kwasu sjalowego
(transferryna desjalowana; ang. carbohydrate-deficient transferrin; CDT).

Vesterberg i in. [39], stosuj¹c metodê izoelektrycznego ogniskowania na agarozie,
wyznaczyli w surowicy i osoczu krwi proporcje transferryny o pI = 5,7 do transferryny
ca³kowitej. W grupie osób nie pij¹cych alkoholu wskaŸnik ten w surowicy krwi
wynosi³ 0,8–4,1 (0,5–2,9 w osoczu), a u alkoholików 2,7–9,8 (2,7–8,8 w osoczu).
W ró¿nych badaniach swoistoœæ diagnostyczna transferryny desjalowanej w rozpoz-
nawaniu alkoholizmu wynosi³a od 92,2% do 100% (wy¿sze wartoœci dla pomiarów
wykonywanych w osoczu). Z kolei Jeppsson i in. [17], stosuj¹c technikê wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), ocenili czu³oœæ diagnostyczn¹ trans-
ferryny desjalowanej zaledwie na 55% u osób spo¿ywaj¹cych oko³o 40 g etanolu
dziennie, lecz w przypadku konsumpcji ponad 70 g etanolu czu³oœæ badania wzrasta-
³a do 100%. Oznaczanie transferryny desjalowanej uchodzi obecnie za najbardziej
swoisty wskaŸnik laboratoryjny choroby alkoholowej. D³ugi okres pó³trwania izofor-
my transferryny o pI = 5,7 (oko³o 10 dni) i transferryny desjalowanej (oko³o 15 dni)
mo¿na wykorzystaæ do oceny spo¿ycia alkoholu w ci¹gu 3 tygodni poprzedzaj¹cych
badanie [17, 35]. Ryzyko wyniku fa³szywie pozytywnego jest znikome, bowiem
uszkodzenia w¹troby, a tak¿e przyjmowane leki, nie powoduj¹ zafa³szowania wyni-
ków testu. Przyczyn¹ obecnoœci we krwi transferryny desjalowanej mog¹ byæ nato-
miast wrodzone zaburzenia metabolizmu glikoprotein. Pojedyncze przypadki nie-
znacznego podwy¿szenia stê¿enia nietypowych izoform transferryny opisano rów-
nie¿ u osób z zaburzeniami neuropsychiatrycznymi [33].

Podsumowuj¹c, nale¿y stwierdziæ, ¿e w¹trobowy metabolizm tlenowy jest pod-
stawowym szlakiem metabolicznym i g³ównym Ÿród³em hepatotoksycznoœci etanolu.
Wiadomo jednak, i¿ przewlek³e spo¿ywanie etanolu wywiera szereg niekorzystnych
efektów o zasiêgu wielonarz¹dowym. W niewielkiej iloœci etanol jest metabolizowany
na drodze beztlenowej, powoduj¹c powstawanie lipofilnych zwi¹zków toksycznych.
Substancje te ³atwo przenikaj¹ do tkanek i narz¹dów, gdzie – jako zwi¹zki o wysokiej
reaktywnoœci – ingeruj¹ w wa¿ne procesy biologiczne. Produkty beztlenowego meta-
bolizmu etanolu oraz metabolity zmienionej przez etanol przemiany serotoniny
i transferryny jako zwi¹zki o d³ugim okresie pó³trwania s¹ wykorzystywane w celach
diagnostycznych zarówno w medycynie klinicznej, jak i s¹dowej.
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