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На тваринній моделі хронічного алкоголізму (вживання 15  % розчину 
етанолу самцями щурів упродовж дев’яти місяців) досліджено зміни у рівні 
тіамінпірофосфокінази (ТПК) у кількох відділах головного мозку: корі великих 
півкуль, мозочку та гіпокампі методом імуноблотингу. Також визначено зміни у 
активності тіамінпірофосфокінази, рівні активних форм кисню та сульфгідрильних 
груп у гомогенаті мозку. Перевірена можливість корекції патологічного стану за 
відновленням вищеозначених показників, введенням високих доз тіаміну та метовітану 
у кількості 2 мг/кг живої ваги. Виявлено зниження показників обміну тіаміну за 
умов вживання алкоголю та підвищення оксидативного стресу. Продемонстровано 
неоднорідну реакцію досліджуваних відділів головного мозку тварин на корекцію 
окремо тіаміном або препаратом Метовітан, але сумісне введення високих доз тіаміну 
та препарату Метовітан щурам, що вживали алкоголь, покращує стан і відновлює 
рівень усіх досліджуваних показників як по відділах, так і в загальному гомогенаті 
мозку.
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Алкогольна енцефалопатія є однією з найпоширеніших нейродегенеративних пато-
логій [5]. Дефіцит вітаміну В1 при довготривалому вживанні алкоголю є добре встановле-
ним фактом і вважається однією з причин розвитку нейродегенеративного захворювання у 
людей, які страждають на хронічний алкоголізм, – синдрому Верніке-Корсакова [6, 9, 11]. 
Цей нейропсихіатрічний синдром характеризується атаксією, офтальмоплегією, запаморо-
ченням свідомості, комою. Групу ризику становлять алкоголіки, які страждають також на 
захворювання, що призводять до погіршення засвоєння їжі: хвороби шлунково-кишкового 
тракту [12], нестримне блювання вагітних [13], злоякісні утворення, СНІД [4]. Синдром 
Верніке-Корсакова характеризується пошкодженнями в перивентрикулярних відділах про-
міжного мозку, стовбура мозку, верхній частині черв’яка мозочку, таламусі, соскоподібному 
тілі, вестибулярному ядрі й оливі довгастого мозку [6, 7, 14]. Дані щодо впливу етанолу на 
біохімічні процеси, які беруть участь в обміні та функціонуванні тіаміну в нервових клі-
тинах, доволі обмежені. Експериментально встановлено, що під впливом хронічного спо-
живання алкоголю знижується активність тіамінпірофосфокінази (ТПК), ензиму, який здій-
снює фосфорилювання тіаміну, що потрапляє до клітини, з утворенням його коферментної 
форми – ТДФ [15, 2]. Зниження утворення ТДФ за хронічного алкоголізму підтверджується 
помітним зниженням активності ПДК, ОГДК і транскетолази в мозку хворих з діагнозом 
синдрому Верніке-Корсакова, що, у свою чергу, призводить до роз’єднання функції міто-
хондрій у нервових клітинах та окислювального стресу [8]. Враховуючи вищеозначене, ме-
тою нашої роботи було встановити, як саме змінюється рівень ТПК у різних відділах мозку 
(кора великих півкуль, гіпокамп і мозочок) щурів за тривалого споживання етанолу, та чи 
можна скорегувати патологічний стан введенням високих доз тіаміну і Метовітану.
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Матеріали і методи
Усі експерименти на тваринах були виконані відповідно до «Правил проведення робіт 

з використанням експериментальних тварин», затверджених Комісією з догляду, утримання 
та використання експериментальних тварин Інституту біохімії ім. Палладіна НАН Украї-
ни. Для відтворення моделі хронічного алкоголізму на щурах тваринам упродовж 9 місяців 
давали 15 % розчин етанолу, в той час як контрольна група вживала чисту воду. За добу до 
декапітації тварин було поділено на чотири групи: алкогольна (15 %), з введенням тіаміну в 
кількості 2 мг/кг ваги (15 %+Т), з введенням Метовітану в кількості 2 мг/кг ваги (15 %+М) 
та з введенням обох у кількості 2 мг/кг ваги (15 %+Т+М). Після декапітації вилучали мозок 
і поміщали його на лід. Для проведення імуноблотингу відбирали тканину масою 100 мг з 
трьох відділів мозку: кори великих півкуль, мозочка та гіпокампа. Тканину гомогенізували 
в 50 mМ тріс-HCl буфері (pH 8,0), який додатково містив 0,1 % SDS і коктейль інгібіторів 
протеаз. Співвідношення тканина:буфер становило 1:10. Решту мозку гомогенізували в 50 
mM тріс – НCl, що містив 0,32 М сахарозу з додаванням PMSF, pH 7,4 і використовували в 
подальшому для визначення вказаних нижче біохімічних показників. Гомогенати центрифу-
гували за охолодження 16 000 g. Активність ТРК визначали методом, що описаний раніше 
[3]. Принцип методу полягає у визначенні кількості утвореного TDP після інкубації тіаміну 
з препаратом ТПК (гомогенатом тканини). Внутрішньоклітинний рівень активних  форм 
кисню (АФК) визначали за допомогою специфічного молекулярного реагента – 2´,7´-ди
хлорофлуоресцин діацетату (H2DCF-DA) («Sigma», США) [1]. Інтенсивність флуоресценції 
вимірювали на спектрофлуориметрі (Perkin-elmer LS-50), довжина хвилі збудження і емісії 
497 та 525 нм відповідно, щілина – 2,5-5,0 нм. Визначення концентрації SH-груп проводили 
за допомогою реактиву Еллмана, відповідно до описаного раніше методу [1]. Вміст про-
теїну визначали за методом Лоурі та спектрофотометрично при 280 нм [1]. Експеримен-
тальні дані обробляли статистичними методами з використанням критерію t Стьюдента. 
Розраховували значення середніх арифметичних (М) і їхніх середніх квадратичних похи-
бок (m). Значення p < 0,05 вважали достовірним. Задля розрахунків та графічної презента-
ції отриманих результатів була використана комп’ютерна програма MS Office Excel 2007 і 
Origin Pro 8.6. Протеїни розділяли електрофорезом у 10 % поліакриламідному гелі (ПААГ) 
у денатуруючих умовах з 0,1 % SDS за методом Laemmli [10]. Для електропереносу про-
теїнів використовували нітроцелюлозну мембрану. Сайти неспецифічної сорбції блокували 
в PBS, який містив 5 % сухого молока («Sigma», США) та 0,1 % Tween-20. Далі мембрану 
промивали PBST, інкубували з первинними антитілами (anti-TPK1 «Abcam», monoclonal, 
США) упродовж 16 годин за +4 оС. Неспецифічно зв’язані антитіла видаляли промиванням 
з PBST, після чого інкубували з вторинними антитілами, кон’югованими з пероксидазою 
хрону («Sigma», США, anti-rabbit, № 9169). Після відмивання імунореактивні зони візуалі-
зовали за допомогою набору ECL, результат фіксували на рентгенівську плівку. 

Результати і їхнє обговорення
Зміни активності ТПК
У щурів, що вживали алкоголь, спостерігалося зниження активності ТПК у 1,6 

разу щодо контрольної групи. За введення тіаміну не відбулося відновлення показника, 
однак у групі з корекцією Метовітаном активність ТПК майже досягала рівня контролю. 
Несподівано сумісне введення препаратів призвело до різкого зростання активності, більш 
ніж удвічі щодо алкогольної групи (рис. 1).

Вміст АФК
За хронічного вживання алкоголю вміст АФК збільшувався щодо контролю в 1,3 

разу. Введення Метовітану та комбінації Метовітану з тіаміном нормалізувало показник, 
тоді як сам по собі тіамін не мав такої дії (рис. 2).
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Кількість SH-груп
За хронічного вживання алкоголю вміст SH-груп зменшувався на 25 % від рівня 

контролю. Введення тіаміну та комбінації Метовітану з тіаміном нормалізувало показник, 
тоді як у групі, якій було введено Метовітан, вміст сульфгідрильних груп зростав удвічі 
щодо контролю ( рис. 3).

Рис. 1. Зміни активності ТПК: * – p<0,05 щодо контрольної групи; # – p<0,05 щодо алкогольної групи

Рис. 2. Вміст АФК: * – p<0,05 щодо контрольної групи; # – p<0,05 щодо алкогольної групи

Рис. 3. Зміни SH-груп: * – p<0,05 щодо контрольної групи; # – p<0,05 щодо алкогольної групи
Вміст ТРК у відділах головного мозку
За результатами імуноблотингу (рис. 4) було виявлено, що за хронічного алкоголізму 

відбувається зниження рівня ТПК у всіх трьох досліджуваних відділах (корі великих 
півкуль, гіпокампі та мозочку) на 20-25 % щодо контрольної групи. На корекцію відділи 
відреагували по-різному: введення самого лише тіаміну сприяло відновленню вмісту ТПК 
у корі до контрольного рівня, та зростанню показника у мозочку. Однак у гіпокампі тіамін 
не мав жодного ефекту. Корегування Метовітаном призводило до зростання рівня ферменту 
в усіх відділах, найбільш виразно у мозочку – більш ніж удвічі порівняно з групою без 
корекції. Комбіноване введення тіаміну та Метовітану відновлювало до контрольного 
рівень ТПК у корі та значно підвищувало його у мозочку і гіпокампі (в обох відділах у 1,4 
разу щодо контролю) (рис. 5). 
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Рис. 4. Блотограми ТРК у відділах головного мозку: 1 – кора великих півкуль; 2 – мозочок; 3 – гіпокамп

Рис. 5. Вміст ТПК у відділах головного мозку: кора (5а), мозочок (5б), гіпокамп (5в); * – p<0,05 щодо 
контрольної групи; # – p<0,05 щодо алкогольної групи

Висновки
За умов хронічного алкоголізму обмін тіаміну сповільнюється, а його показники 

знижуються порівняно з контрольною групою, та відбувається оксидативний стрес, що 
відображається на підвищенні вмісту АФК. Скорегувати патологічний стан введенням 
високих доз тіаміну не є можливим. Вочевидь, препарат Метовітан активує обмін і 
підсилює всі процеси метаболізму тіаміну, однак не відновлює редокс-стану нервової 
тканини. Найбільш виразну нормалізуючу дію має комбінація вищеозначених препаратів, 
що майже повністю відновлює досліджувані параметри до контрольного рівня.
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ОБМЕН ТИАМИНА ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ АЛКОГОЛИЗМЕ 
И ЕГО КОРРЕКЦИИ
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На животной модели хронического алкоголизма (употребление 15 % раствора 
этанола самцами крыс на протяжении девяти месяцев) исследованы изменения в 
уровне тиаминпирофосфокиназы (ТПК) в нескольких отделах головного мозга: 
коре больших полушарий, мозжечке и гиппокампе методом иммуноблотинга. Так 
же определены изменения в активности тиаминпирофосфокиназы, уровне активных 
форм кислорода и сульфгидрильных групп в гомогенате мозга. Проверена возможность 
коррекции патологического состояния введением высоких доз тиамина и препарата 
Метовитана в количестве 2 мг/кг живого веса. Выявлено снижение показателей 
обмена тиамина при употреблении алкоголя и повышение оксидативного стресса. 
Продемонстрирована неоднородная реакция исследуемых отделов головного мозга 
на коррекцию по отдельности тиамином или препаратом Метовитан, но совместное 
введение тиамина и препарата Метовитан крысам, которые употребляли алкоголь, 
,улучшает состояние и восстанавливает уровень всех исследуемых показателей как по 
отделам, так и в общем гомогенате мозга.

Ключевые слова: алкоголизм, тиамин, тиаминпирофосфокиназа, Метовитан

THIAMINE EXCANGE AT CHRONIC ALCOHOLISM 
CONDITION AND ITS CORRECTION 

O. Pavlova, S. Stepanenko, L. Chehovska, Yu. Parkhomenko
Palladin’s Institute of Biochemistry, NAS of Ukraine 

9, Leontovych St., Kyiv 01601, Ukraine 
e-mail: aspavlova92@gmail.com

Thiaminpirophosphokinase (TPK) level in several brain departments: cortex, cere
bellum and hippocampus, and TPK activity, ROS and SH-groups levels changes in whole 
brain extract were examined at the chronic alcoholism animal model (nine month of 15 % 
ethanol solution consumption by rats males). The pathologic condition correction with thia-
mine and Methovitan high doses administration in 2mg/kg amount opportunity was checked. 
Thiamine exchange markers reduction and oxidative stress increase at alcohol consumption 
revealed. It is shown, that departments reacts differently at separate thiamine or Methovitan 
administration, same time thiamine and Methovitan coadministration improves condition and 
restores studied parameters level as by departments, as whole brain extract.
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