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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
along 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.
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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-
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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 pM [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
apreceeding 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-HIALis 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 pl. 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 pl: pI = 5.2 (5 SA),
pl=5.4 (4 SA), pI =5.6 (3 SA), pl =5.7 (2 SA). The isoform of transferrin in
healthy people possesses pl = 5.2, whereas the fraction with pl = 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
pl = 5.9 appears that is completely devoid of N-acetylneuramine acid,
1.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 WPLYW
NA SZLAK METABOLICZNY SEROTONINY I TRANSFERRYNY

Ewa CZECH, Marek HARTLEB

WSTEP

Alkoholizm jest jednym z najwiekszych spolecznych, ekonomicznych i zdrowot-
nych probleméw wspodtczesnego Swiata, a alkohol jedna z najczesciej stosowanych
uzywek. Nastepstwem przewleklego spozywania alkoholu etylowego sa zmiany
patologiczne o charakterze somatycznym i psychicznym. Alkohol indukuje szereg
nieprawidlowosci w metabolizmie komérek, prowadzac do zaburzen strukturalnych
i czynno$ciowych narzadow wewnetrznych, zwlaszcza watroby [23, 26].

Okoto 90-95% spozytego etanolu ulega biotransformacji na drodze metabolizmu
tlenowego. Niezmetabolizowany alkohol jest eliminowany w niewielkich iloéciach
przez nerki (0,5—2%), ptuca (1,6—6%) 1 skore (<0,5%). Za tlenowy metabolizm etanolu
odpowiadaja: dehydrogenazy — alkoholowa (ADH) i aldehydowa (ALDH), uktad mi-
krosomalny (MEOS) i katalaza. Podstawowym metabolitem tlenowej biotransfor-
macji etanolu jest aldehyd octowy. Zwiazek ten jest uwazany za gtéwng przyczyne
uszkodzenia narzadéw wewnetrznych u alkoholikéw. Metabolity utleniania etanolu
powstaja przede wszystkim w watrobie, a w ukladzie krazenia wystepuja jedynie
w iloSciach §ladowych. Przypuszcza sie wiec, ze uszkodzenie narzadéw, w ktorych
proces utleniania alkoholu posiada znaczenie marginalne lub jest nieobecny, moze
mie¢ odmienne podtoze metaboliczne.

W latach osiemdziesiatych dwudziestego wieku zwrécono uwage na obecnosé
beztlenowego metabolizmu etanolu [22]. W niniejszej pracy oméwiono zwigzki, ktére
powstaja w wyniku tych przemian oraz ich wielonarzadowe efekty toksyczne.
Wspomniano réwniez o wplywie etanolu na zmiane szlakéw metabolicznych seroto-
niny oraz izoform transferryny. Ze wzgledu na dtugie okresy péttrwania i tkankowe
zdolnosci kumulacyjne, wiekszo$¢ tych metabolitow znalazla zastosowanie diagnos-
tyczne, wykazujac wysoka czulo§¢ w rozpoznawaniu ukrywanej przez pacjenta
choroby alkoholowej w poréwnaniu do bardziej popularnych, lecz malo swoistych
wskaznikéw enzymatycznych (GGT, ALT, AST) ferrytyny lub Sredniej objetosci
krwinki czerwone;j.

BEZTLENOWY METABOLIZM ETANOLU

Estry etylowe kwasow tluszczowych

Glé6wnym produktem metabolizmu beztlenowego etanolu sa estry etylowe kwa-
séw thuszezowych (ang. fatty acid ethyl esters; FAEE), ktérych obecno$é wykazano
w narzadach oséb zmarlych z powodu ostrego zatrucia alkoholowego. FAEE sa
syntetyzowane przy udziale swoistych syntaz, ktérych aktywno§¢é ujawniono w ser-
cu, mézgu, watrobie, lecz przede wszystkim w trzustce [19, 20]. Syntazy FAEE
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wykazuja specyficzno$é substratowa wobec cis-nienasyconych 18 weglowych wol-
nych kwasow ttuszczowych.

Surowicze stezenia FAEE koreluja ze stezeniem etanolu we krwi. FAEE sa
transportowane we krwi przez lipoproteiny nalezace do klasy LDL, a w znacznie
mniejszym stopniu przez inne biatka osoczowe [8]. FAEE sg zwigzkami o udowod-
nionej toksycznosci komérkowej 1 narzadowej. W badaniach in vitro FAEE wykazuja
szczegblna toksycznoéé wobec blon komérkowych, zwlaszcza mitochondrialnych
i lizosomalnych [11, 16, 20]. Poza tym FAEE zaburzaja antyoksydacyjny potencjat
komérkowy, wywolujac stres oksydacyjny. Stwierdzono, ze FAEE podwyzszaja
aktywnos¢ glutationowej (GSH) S-transferazy i powoduja wzrost stezenia wodoro-
nadtlenkéow lipidowych [6, 7]. FAEE maja tez zdolno$§¢ hamowania proliferacji
komérkowej 1 syntezy biatek [36].

Narzadem najbardziej podatnym na toksyczne dzialanie FAEE jest trzustka.
W badaniach na szczurach, ktérym podawano dozylnie FAEE, stwierdzono obrzek
trzustki z towarzyszacym mu wzrostem stezenia biatka aktywujacego trypsynogen
oraz zmianami ultrastrukturalnymi pod postacia lipidowej wakuolizacji cytoplazmy
komérek pecherzykowych trzustki [30, 40]. Tak wiec u alkoholikéw FAEE moga
odgrywac wazna role w patogenezie ostrego alkoholowego zapalenia trzustki, akty-
wujac trypsynogen juz w komoérkach pecherzykowych tego narzadu, podczas gdy
w warunkach fizjologicznych biatko to jest aktywowane przez enterokinazy jelitowe
dopiero po przedostaniu sie z sokiem trzustkowym do dwunastnicy. Czynnikiem
aktywujacym trypsynogen in situ moga by¢ takze niektore enzymy (np. katepsyna B)
pochodzace z uszkodzonych przez FAEE lizosoméw. Potwierdzeniem roli FAEE
w patogenezie ostrego zapalenia trzustki jest mozliwo§¢ wywolania tej choroby
u zwierzat karmionych etanolem, u ktérych zablokowano wszystkie tlenowe szlaki
metabolizmu etanolu przy pomocy 4-metylopyrazolu, aminotriazolu i siarczanu
diallilu [41].

FAEE posiadaja dlugi okres biologicznego péttrwania wynoszacy okoto16 godzin
oraz zdolno$¢ kumulacji m.in. w mézgu, trzustce i mieéniu sercowym, w ktérym moze
osiggac stezenia do 100 uM [21]. Poza tym FAEE gromadza sie w tkance ttuszczowej
1 we wlosach. Pomiar FAEE w tych tkankach wykorzystano w badaniach po$émiert-
nych jako test na spozycie etanolu przed zgonem [4, 28, 29]. Z kolei badanie obecnosci
FAEE w smoélce pozwala na ocene stopnia narazenia ptodu na etanol [27].

Fosfatydyloetanol

Estry kwasu fosfatydowego sa od dawna znanymi zwiazkami w $wiecie ro§lin-
nym. Yang i Dowson odkryli w 1967 roku proces fosfatydylacji etanolu w czasie jego
inkubacji z fosfatydylocholing w obecnoéci ro§linnej fosfolipazy D. W koncu lat sie-
demdziesiatych dwudziestego wieku fosfolipaza D zostata wykryta takze u ssakéw
we frakcjach mikrosomalnych watroby, plucimézgu [18], jednak doktadna charakte-
rystyka tego enzymu przypada dopiero na koniec lat dziewie¢dziesiatych [24].

Badajac u szczuréw wpltyw etanolu na metabolizm kwaséw ttuszezowych i prosta-
glandyn, Allingiin. [1, 5] zauwazyli w mézgu, watrobie, nerkach i mie$niach szkiele-
towych tego zwierzecia obecno$¢ nieznanego dotychczas kwaénego lipidu. W wyniku
analizy chromatograficznej ustalono, ze zwiazek ten jest fosfatydyloetanolem
(ang. phosphatidylethanol; PEth). Czasteczka ta tworzona jest w blonie komérkowe;j
w reakcji transfosfatydylacji fosfatydylocholiny przy udziale fosfolipazy D w obec-
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noéci etanolu. Przy braku etanolu zamiast PEth powstaje kwas fosfatydowy, ktéry
jest waznym regulatorem komunikacji wewnatrzkomérkowej 1 przezbtonowe;j. Nato-
miast utworzenie PEth zakléca te procesy wskutek zwiekszania ptynnosci bton ko-
moérkowych 1 zmiany funkcji bialek stanowiacych integralna czes$é tych bton.
Powstawanie PEth w tkance mdzgowej 1 nerkowej ssakoéw po spozyciu etanolu
zostato udokumentowane zaréwno w badaniach in vitro jak réwniez in vivo [1, 5, 10, 25].
U o0s6b pijacych regularnie alkohol obecno$é PEth wykryto ostatnio takze w neutro-
filach i erytrocytach, a w §ladowych ilo$ciach w ptytkach krwi [38]. W pierwszym
dniu abstynencji stezenia PEth sa bardzo zréznicowane, co prawdopodobnie wynika
z indywidualnych réznic w aktywnosci fosfolipazy D. Zwiazek ten jest eliminowany
z krwi w modelu jednokompartmentowym. Jego biologiczny okres péttrwania wynosi
4 dni. U wiekszosSci badanych stwierdza sie obecnosé PEth we krwi, lecz nie w osoczu,
jeszcze przez okoto 14 dni od zaprzestania spozycia alkoholu. Dtugi okres péttrwania
czyni PEth potencjalnym wskaznikiem laboratoryjnym konsumpcji alkoholu w okre-
sie poprzedzajacych 2 tygodni [38], natomiast zdolno§¢é gromadzenia tego zwiazku
w tkankach pozwala na wykorzystanie pomiaréw jego stezenia w orzecznictwie
sadowym. Aradottir 1 in. [3] wykazali, ze podawanie szczurom etanolu przez okres
4-6 tygodni powoduje kumulacje PEth w mézgu, mieénidéwce zotadkowe;j, ptucach,
nerkach, watrobie 1 §ledzionie, co wiaze sie z wysoka aktywnoscia fosfolipazy D
w tych narzadach. Z kolei duze stezenie PEth w $§ledzionie jest nastepstwem
degradacji w tym narzadzie erytrocytéw, w ktérych zwiazek ten osiaga najwyzsza,
warto$é¢ [37]. Brak PEth w trzustce moze byé — wedlug autoréw — rzeczywistym
brakiem lub rezultatem szybkiej degradacji tego zwiazku przezlipazy trzustkowe.

Glukuronid etylu

Glukuronid etylu (ang. ethyl glucuronide; EtG) powstaje wylacznie w wyniku
spozycia etanolu, ktérego 0,56-1,6% dawki catkowitej zostaje sprzezone z aktywna,
forma kwasu glukuronowego [31]. Synteza glukuronidéw jest bardzo wazna reakcja
drugiej fazy detoksykacji ksenobiotykow, a najwieksza aktywnoéé w tym zakresie
wykazuje watrobia. Aktywno§¢ UDP glukuronylo-transferazy wykazano réwniez
w nerkach, jelicie, mézgu mieéniu sercowym, nadnerczu, §ledzionie 1 ptucach.

Stezenie EtG we krwi jest wypadkowa wydolnosci proceséw wchlaniania z prze-
wodu pokarmowego, dystrybucji i eliminacji etanolu oraz indywidualnej aktywnosci
UDP-glukuronylotransferazy. Maksymalne stezenie EtG we krwi obserwuje sie po
2,5-5,5 godzinach od spozycia alkoholu [9]. W zaleznoéci od dawki alkoholu obecnoéé
EtG stwierdza sie we krwi jeszcze przez 6—18 godzin, a w moczu nawet do 84 godzin
po konsumpcji etanolu [32]. EtG stanowi pomost miedzy wskaznikami o krétkim
1 dlugim okresie péttrwania [41] 1 jest perspektywicznym markerem spozywania al-
koholu, ktéry dzieki wysokiej czutosci 1 swoisto$ci moze byé wykorzystywany do oce-
ny skutecznoéci leczenia odwykowego. Oznaczanie glukuronidu etylu w materiale
poSmiertnym (zaréwno w ptynach, jak i tkankach) stwarza rowniez obiecujace per-
spektywy dla orzecznictwa sadowego [43]. Wykazano bowiem, ze obecno$§é¢ EtG m.in.
we wlosach 0s6b zmartych jest bezspornym dowodem spozycia alkoholu przed émier-
cig [2, 44].
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WPLYW ETANOLU NA SZLAK METABOLICZNY SEROTONINY
IIZOFORM TRANSFERRYNY

5-hydroksytryptofol

Serotonina (5-hydroksytryptamina; 5-HT) jest hormonem odgrywajacym wazna
role w wielu procesach fizjologicznych. Nieprawidlowe funkcjonowanie uktadu sero-
tonergicznego jest istotnym elementem wielu choréb zwiazanych z zaburzeniamina-
piecia spoczynkowego mieéniéwki naczyniowej, taknienia, snu i rOwnowagi emocjo-
nalnej.

Katabolizm 5-HT rozpoczyna sie od tlenowej deaminacji do acetoaldehydu 5-hy-
droksyindolowego (5-HIAL) przy udziale oksydazy monoaminowej. U ludzi 5-HIAL
jest nastepnie degradowany do kwasu 5-hydroksyindolowego (5-HIAA) w obecnos$ci
dehydrogenazy aldehydowej (ALDH). Minimalne ilosci 5-HIAL sa w warunkach fi-
zjologicznych redukowane do 5-hydroksytryptofolu (5-HTOL) przy udziale dehydro-
genazy alkoholowej lub reduktazy aldehydowej. 5-HTOL jest wydalany z moczem
prawie wylacznie w formie sprzegnietej z kwasem siarkowym lub glukuronowym
[12]. W dobowej zbidrce moczu stosunek ilosciowy 5-HTOL do 5-HIAA jest mniejszy
od 0,01. W rakowiaku oraz po spozyciu owocéw zawierajacych duzo serotoniny
(np. banany, kiwi, ananasy), oprocz wzrostu stezenia 5-HIAA, obserwuje sie w moczu
takze 7-10-krotny wzrost stezenia 5-HTOL. Ze wzgledu na wspétistniejacy wzrost
produkcji 5-HIAA, proporcja 5-HTOL/5-HIAA osiaga wartosci w zakresie 0,007—
0,01. Przewlekle spozywanie etanolu narusza réwnowage oksydacyjno-redukcyjna,
modyfikujac réwniez metabolizm serotoniny, w ktorym zwigzek ten zamiast oksyda-
¢ji ulega procesowi redukeji. W rezultacie zmniejsza sie produkcja gtéwnego metabo-
litu 5-HIAA przy réwnoczesnym, okolo 50-krotnym wzroécie stezenia 5-HTOL [15].
W warunkach tych proporcja 5-HTOL/5-HIAA zwieksza sie do 0,4—0,5 [12]. Nasile-
nie produkcji 5-HTOL moze by¢ réwniez efektem kompetycyjnego hamowania ak-
tywnos$ci ALDH przez aldehyd octowy (pierwszy produkt utlenienia alkoholu) i (lub)
wzrostu stezenia NADH w wyniku utleniania etanolu i aldehydu octowego [13]. Wy-
dolnoéé procesu sprzegania nadmiernych ilosci 5-HTOL z kwasem siarkowym lub
glukuronowym, ktéry odbywa sie nie tylko w watrobie, lecz réwniez w osoczu ma
istotne znaczenie dla ujawnienia i rozmiaréw toksycznosci 5-HTOL [12]. Podwyzszo-
ne stezenie 5-HTOL obserwuje sie jeszcze we krwi przez kilkanascie godzin po
zaniku etanolu zaréwno krwi, jak rowniez moczu. Wykrywanie 5-HTOL w ptynach
biologicznych zostalo wykorzystane jako test konsumpcji alkoholu, bowiem okre-
§lajac proporcje 5-HTOL/5-HIAA w kolejnych prébkach moczu, mozna stwierdzié
spozycie nawet umiarkowanych ilo§ci etanolu w ciagu 24 godzin poprzedzajacych to
badanie [14].

Transferryna z niedoborem kwasu sjalowego

Transferryna jest glikoproteina, ktéra moze wiazaé¢ 2 atomy tréjwarto$ciowego
zelaza. W swojej czasteczce zawiera 5,3% weglowodandow. Grupa weglowodanowa
posiada 2 identyczne tancuchy boczne, w sktad ktérych wchodza 4 weglowodany,
tj. N-acetyloglukozamina, mannoza, galaktoza oraz kwas sjalowy (N-acetyloneura-
minowy) stanowiacy zakonczenie tych tancuchéw. Kwas sjalowy, niosac silny tadu-
nek ujemny, nadaje czasteczce charakter kwadny. Odszczepienie jednej czasteczki
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kwasu sjalowego odpowiada za podwyzszenie pH érodowiska o okoto 0,1. Ponadto,
w zaleznoSci od ilo$ci czasteczek kwasu sjalowego, transferryna tworzy izoformy
o réznych wartosciach punktu izoelektrycznego (pl). Odszczepienie kwasu sjalowego
prowadzi do zmniejszenia tadunku ujemnego i wzrostu pl. Iloé¢ reszt kwasu sjalo-
wego w czasteczce transferryny determinuje istnienie 4 podstawowych jej izoform,
tj.opl=5,2 (5reszt), pI =5,4 (4 reszty), pl =5,6 (3 reszty), pl =5,7 (2 reszty). [zoforma
transferryny u ludzi zdrowych posiada pl = 5,2, natomiast frakcja o pI = 5,7 stanowi
nie wiecej niz 0,8% calkowitej transferryny.

W 1976 r. Stibler i Kjellin [34] wykryli nieprawidlowe postacie transferryny
w surowicy 1 w plynie mézgowo-rdzeniowym chorych z poalkoholowymi objawami
uszkodzenia mézdzku. Nieprawidlowosci te polegaly na catkowitym lub czesciowym
niedoborze kwasu sjalowego. Dalsze badania oséb uzaleznionych od alkoholu wyka-
zaly, ze stezenie frakcji o pl = 5,7 zwieksza sie u nich prawie dziesieciokrotnie,
a u niektérych pojawia sie izoforma pl = 5,9 catkowicie pozbawiona kwasu sjalowego
(transferryna desjalowana; ang. carbohydrate-deficient transferrin; CDT).

Vesterbergiin. [39], stosujac metode izoelektrycznego ogniskowania na agarozie,
wyznaczyli w surowicy i osoczu krwi proporcje transferryny o pI =5,7 do transferryny
catkowitej. W grupie os6b nie pijacych alkoholu wskaznik ten w surowicy krwi
wynosit 0,8-4,1 (0,5-2,9 w osoczu), a u alkoholikéow 2,7-9,8 (2,7-8,8 w osoczu).
W r6znych badaniach swoistoéé diagnostyczna transferryny desjalowanej w rozpoz-
nawaniu alkoholizmu wynosita od 92,2% do 100% (wyzsze warto$ci dla pomiaréw
wykonywanych w osoczu). Z kolei Jeppsson 1 in. [17], stosujac technike wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), ocenili czutoéé diagnostyczna trans-
ferryny desjalowanej zaledwie na 55% u oséb spozywajacych okolo 40 g etanolu
dziennie, lecz w przypadku konsumpcji ponad 70 g etanolu czuto$é badania wzrasta-
ta do 100%. Oznaczanie transferryny desjalowanej uchodzi obecnie za najbardziej
swoisty wskaznik laboratoryjny choroby alkoholowej. Dtugi okres péttrwania izofor-
my transferryny o pI = 5,7 (okoto 10 dni) i transferryny desjalowanej (okolo 15 dni)
mozna wykorzystaé¢ do oceny spozycia alkoholu w ciagu 3 tygodni poprzedzajacych
badanie [17, 35]. Ryzyko wyniku falszywie pozytywnego jest znikome, bowiem
uszkodzenia watroby, a takze przyjmowane leki, nie powoduja zafatszowania wyni-
kow testu. Przyczyna obecnosci we krwi transferryny desjalowanej moga by¢ nato-
miast wrodzone zaburzenia metabolizmu glikoprotein. Pojedyncze przypadki nie-
znacznego podwyzszenia stezenia nietypowych izoform transferryny opisano réw-
niez u 0s6b z zaburzeniami neuropsychiatrycznymi [33].

Podsumowujac, nalezy stwierdzié, ze watrobowy metabolizm tlenowy jest pod-
stawowym szlakiem metabolicznym i gtéwnym Zrédlem hepatotoksycznosci etanolu.
Wiadomo jednak, iz przewlekte spozywanie etanolu wywiera szereg niekorzystnych
efektow o zasiegu wielonarzadowym. W niewielkiej iloSci etanol jest metabolizowany
na drodze beztlenowej, powodujac powstawanie lipofilnych zwiazkéw toksycznych.
Substancje te latwo przenikaja do tkanek i narzadow, gdzie —jako zwiazki o wysokiej
reaktywnosci —ingeruja w wazne procesy biologiczne. Produkty beztlenowego meta-
bolizmu etanolu oraz metabolity zmienionej przez etanol przemiany serotoniny
itransferryny jako zwiazki o dtugim okresie péttrwania sa wykorzystywane w celach
diagnostycznych zaréwno w medycynie klinicznej, jak 1 sadowe;.



