
ВВЕДЕНИЕ 

Работы последних лет показывают вовлечённость
гипоталамического нейрогормона кортиколиберина
(CRF, corticotropin-releasing factor) в регуляцию
аддиктивного поведения [1-4]. Уже более 20 лет
исследователи занимаются поиском ключевых
нейробиологических основ, способствующих
развитию патологического влечения к алкоголю [5-7].
Период отмены алкоголя (абстинентный период)
характеризуется повышенной раздражительностью,
беспокойством, нарушенным сном, агрессивным
поведением [1, 8]. В этот период также
наблюдается повышенный уровень высвобождения
кортиколиберина гипоталамусом [1, 3]. Исследователи
полагают, что важную роль в механизмах зависимости
от алкоголя может играть кортиколиберин, который
высвобождается из нейронов BNST (bed nucleus of the
stria terminalis, терминальная полоска) [1, 2, 7, 9-11].
Высвободившийся CRF связывается со своими
метаботропными рецепторами – CRFR1 (corticotropin
releasing factor receptor 1) и CRFR2 (corticotropin
releasing factor receptor 2) [11].

Несмотря на то, что существуют исследования,
которые показывают, чтоCRFR2 вовлечён в механизмы
развития патологического влечения к психоактивным
веществам [1, 4, 11], уровень экспрессии гена CRFR2
в ключевых структурах мозга, ассоциированных
с развитием симптомов патологического влечения
к алкоголю (префронтальная кора, вентральная
тегментальная область, гиппокамп), в период
абстиненции ранее не был изучен, что и послужило
целью данной работы. 

МЕТОДИКА

В экспериментах с хронической алкоголизацией
взрослых крыс (n=42) подвергали полупринудительной
алкоголизации 15%-ным раствором этанола
в качестве единственного источника жидкости
в течение 6-ти месяцев при свободном доступе
к брикетированному сухому корму. Контрольная
группа животных (n=14) получала воду.
Первую группу из 14 алкоголизированных крыс
декапитировали через 6 месяцев алкоголизации,
остальных на первые и седьмые сутки абстиненции
соответственно. Мозг выделяли на холоду. Образцы
необходимых структур мозга (префронтальная кора,
гиппокамп, вентральная тегментальная область)
немедленно замораживали в жидком азоте и хранили
при температуре -80°C. 

Выделение мРНК проводили из 20 мг пробы мозга
с использованием TRIzol реагента (“Ambion”, США)
в полном соответствии с инструкцией производителя.
Обработку проб ДНКазой (“Promega”, США)
проводили в полном соответствии с инструкцией
производителя. После обработки ДНКазой
концентрацию полученной РНК измеряли
на спектрофотометре Implen NanoPhotometer P 330
(“Implen”, Германия); чистоту выделенного препарата
оценивали по отношению А260/А280 (в норме ≥1,9).
Для последующей работы пробы выравнивали
по концентрации РНК. Синтез кДНК проводили
методом обратной транскрипции в 25 мкл реакционной
смеси с использованием обратной транскриптазы
M-MuLV (“Promega”). ПЦР с детекцией в режиме
реального времени проводили на амплификаторе
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Mx3005P (“Stratagene”, США) в 10 мкл реакционной
смеси, содержащей SYBR Green, ROX (“Syntol”,
Россия), смесь специфических прямых и
обратных праймеров (“Beagle”, Россия). Анализ
каждой пробы проводили в двух параллелях.
Полученные данные нормировали к уровню мРНК
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы (GAPDH)
и рассчитывали в процентах по отношению
к контрольной группе методом 2(-Delta Delta C(T)).
Для статистической обработки полученных
количественных данных применяли программное
обеспечение Graph Pad Prizm v.4. Для сравнения
групп использовали непараметрический критерий
Краскела–Уоллиса. Различия считали статистически
значимыми при значении р≤0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

При отмене этанола у хронически
алкоголизированных животных отмечено увеличение
уровня мРНК CRFR2 в вентральной тегментальной
области среднего мозга (англ. ventral tegmental
area, VTA): на 52% на первые сутки и в 2,4 раза
на седьмые сутки отмены алкоголя (рисунок).
Полученные данные ещё раз подтверждают
предположение предыдущих исследователей о том,
что активность CRFR2 в данной структуре мозга
изменяется [4, 8, 11-13]. При этом уровни
мРНК CRFR2 в гиппокампе и префронтальной коре
не имели статистически достоверных изменений,
как в условиях длительной алкоголизации,
так и в период отмены алкоголя на первые и седьмые
сутки (рисунок).

VTA является начальным отделом
мезокортикального и мезолимбического дофаминовых
путей [1]. Из VTA дофамин транспортируется
посредством аксонального транспорта в различные
структуры мозга. VTA состоит из дофаминергических,
ГАМК-ергических и глутаматергических нейронов.
Примерно 60-65% составляют дофаминергические,
35% ГАМК-ергические, есть небольшое количество
глутаматергических нейронов [9, 11].

Хорошо известно, что VTA вовлечена
в формирование зависимостей от многих
психоактивных веществ, таких как никотин,
кокаин, героин, амфетамин [1, 13]. Дисрегуляция
активности нейронов в VTA может приводить

к различным аддиктивным расстройствам,
таким как страсть к азартным играм, наркотическая
и алкогольная зависимость [1]. Некоторые
наркотические вещества подавляют активность
тормозящих ГАМК-ергических нейронов в VTA.
Эти нейроны сдерживают активность дофаминовых
нейронов, что является препятствием для развития
устойчивых эйфорических состояний [1]. 

CRF вовлечён в модулирование функциональности
нейронов в VTA. Паравентрикулярное ядро
гипоталамуса, центральное ядро миндалины, BNST
имеют проекции в VTA [7]. Исследователи полагают,
что важную роль в механизмах зависимости
от алкоголя может играть CRF, который высвобождается
из нейронов BNST [1, 2, 7, 9-11]. Показано,
что CRFR1 и CRFR2 локализованы в вентральной
тегментальной области на ГАМК-ергических и
дофаминергических нейронах [9]. Следовательно,
CRF способен опосредованно изменять активность
как ГАМК-ергических, так и дофаминергических
нейронов через свои рецепторы [2, 7, 9, 10].

В нашей работе в период отмены алкоголя
уровень мРНК CRFR2 в VTA на седьмые сутки
был достоверно увеличен в сравнении с группой
контроля. Это ещё раз свидетельствует о том,
что CRFR2 подвержен изменению функциональной
активности в данной структуре мозга в результате
длительной алкоголизации. По-видимому, повышенная
экспрессия гена CRFR2 в данной структуре мозга,
вызванная отменой алкоголя, может быть вовлечена
в регуляции механизмов, ведущих к изменению
активности дофаминергических и ГАМК-ергических
нейронов в период абстиненции в VTA, что приводит
впоследствии к развитию состояния непреодолимого
желания употребить алкогольную продукцию. 

ВЫВОДЫ

Длительная алкоголизация крыс 15% этанолом
в течение 6 месяцев приводит к повышению
уровня мРНК CRFR2 в период абстиненции
на 7-ые сутки в вентральной тегментальной области
среднего мозга. В VTA CRFR2 расположены
на дофаминергических и ГАМК-ергических нейронах
и, следовательно, их дисрегуляция может приводить
к изменению функциональной активности нейронов,
на которых они локализованы. 

ОТМЕНА АЛКОГОЛЯ ИЗМЕНЯЕТ УРОВЕНЬ мРНК CRFR2 В МОЗГЕ
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Рисунок. Количество мРНК CRFR2 в условиях длительной алкоголизации (2), на первый (3) и седьмой (4)
день абстиненции по отношению к группе контроля (1). * – p≤0,05 по отношению к группе контроля;
# – p≤0,05 по отношению к группе длительной алкоголизации. 
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ETHANOL WITHDRAWAL LEADS TO AN INCREASE IN THE CRFR2 mRNA LEVEL 
IN THE VENTRICULAR TEGMENTAL REGION OF THE RAT BRAIN
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The neurotransmitter systems of the brain are exposed to dysregulation during alcohol withdrawal.
This contributes to the development of the pathological craving for alcohol in which corticotropin-releasing
hormone receptors are may be involved. During the period of alcohol withdrawal, the level of CRFR2 mRNA
in the ventral tegmental area of the brain on the seventh day of abstinence was significantly increased in comparison
with the control group. This supports existing concepts on possible participation in the modulation of dopaminergic
and GABA-neural neurons in the ventral tegmental area the brain.
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