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C h a p t e r 1 .

L i t e r a t u r e R e v i ew

/ . / . A l c o h o l a n d i ts c o n s u mp t i o n .

M o l e c u l a r F o r m u l a : C i H eO

A v e r a g e m a s s : 4 6 . 0 6 8 0 0 1 D a

S y s t e m a t i c n a m e E t h a n o l [ 1 ]

A l c o h o l i s a n o r g a n i c c o m p o u n d w i t h a h y d r o x y l f u n c t i o n a l g r o u p b o u n d t o a c a r b o n

a t o m [2 ] . E th a n o l (E t O H ), a v o l a t i l e
,
f la m m a b l e ,

a n d c o l o r l e s s l i q u i d w i t h s l i gh t o d o r
,

b e l o n g s t o t h e c l a s s o f a c r y l i c a l c o h o l s f o u n d i n a l c o h o l i c b e v e r a g e s . I t n a t u r a l l y o c c u r s a s a

b y p r o du c t o f t h e m e t a b o l i c p r o c e s s o f y e a s t (e . g . ,
S a c c h a r o m y c e s c e r e v i s i a e ) .

I n t h e h u m ei n b o d y ,
t h e p r e s e n c e o f E t O H r e s u l t s n o t o n l y f r o m a l c o h o l i n g e s t i o n

,
b u t

a l s o f r o m e n d o g e n o u s e t h a n o l p r o d u c t i o n . T h e fo r m a t i o n o f e n d o g e n o u s e t h a n o l h a s b e e n

s h o w n t o r e s u l t f r o m t h e m i c r o b i a l f e r m e n t a t i o n o f c a r b o h y d r a t e s i n t h e g a s t r o - i n t e s t i n a l t r a c t

[ 3 ] , w it h c o n c e n t r a t i o n s r a r e l y e x c e e d i n g 0 . 0 4 0 m g / d l [4 ] . A d d i t i o n a l e v i d e n c e h a s i n d i c a t e d

t h e p o s s i b i l i t y o f i n t r a c e l l u l a r e t h a n o l s y n t h e s i s [ 5 ] .

A l c o h o l i c b e v e r a g e s a r e w i d e l y c o n s u m e d w o r l dw i d e d u e
,
i n p a r t

,
t o e a s y

a c c e s s i b i l i t y T h e w o r l d '

s h i gh e s t a l c o h o l c o n s u m p t i o n l e v e l s a r e f o u n d i n d e v e l o p e d
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c o u n t r i e s , i n c l u d i n g W e s t e r n a n d E a s t e r n E u r o p e . I n 2 0 0 5
,
w o r l d w i d e p e r c a p i t a

c o n s u m p t i o n o f a l c o h o l i c b e v e r a g e s w a s e s t im a t e d a t 6 . 13 l i t e r s o f p u r e a l c o h o l f o r p e r s o n s

a g e d 15 y e a r s o r o l d e r [ 6 ] . A l c o h o l d r i n k i n g p a t t e r n s d i f f e r w i d e l y a m o n g a g e g r o u p s a n d

g e n d e r ,
a n d r a n g e f r o m l o w c o n s u m p t i o n l e v e l s t o d a i l y h e a v y d r i n k i n g . T h e f r e q u e n c y

d i s t r i b u t i o n o f a l c o h o l d r i n k i n g s t a t u s i n t h e U . S . i n 2 0 1 1 a c c o r d i n g t o t h e N a t i o n a l H e a l t h

In t e r v i e w Su r v e y (N H I S) i s a s f o l l o w s : 5 2% o f a d u l t s a g e d 1 8 a n d o v e r w e r e c u r r e n t r e g u l a r

d r i n k e r s
,
14% w e r e c u r r e n t i n fr e q u e n t d r i n k e r s

,
6% w e r e f o r m e r r e g u l a r d r i n k e r s

,
9% w e r e

f o r m e r i n f r e q u e n t d r i n k e r s , a n d 2 0 % ) w e r e l i f e t im e a b s t a i n e r s .
M e n w e r e m o r e l i k e l y t o b e

c u r r e n t r e g u l a r d r i n k e r s t h a n w o m e n (6 0%o c o m p a r e d t o 4 4 % i
,
r e s p e c t i v e l y ) [ 7 ] .

1 , 2 . Why i s a l c o h o l a c o m p o u n d o f c o n c e r n ?

T h e h a r m f i i l u s e o f a l c o h o l i s c o n s i d e r e d t o b e a g l o b a l p r o b l e m a s i t c o m p r o m i s e s

b o t h i n d i v i d u a l a n d s o c i a l d e v e l o p m e n t [6 ] . A c c o r d i n g t o t h e G l o b a l St a t u s R e p o r t o n

A l c o h o l a n d H e a l t h i n 2 0 1 1 ,
a l c o h o l r a n k s e i g h t h a m o n g g l o b a l r i s k f a c t o r s f o r d e a t h ,

a n d i s

t h e t h i r d l e a d i n g g l o b a l r i s k f a c t o r f o r d i s e a s e a n d d i s a b i l i t y . T h e h a r m f u l u s e o f a l c o h o l

r e s u l t s i n a p p r o x im a t e l y 2 . 5 m i l l i o n d e a t h s e a c h y e a r ,
a lm o s t 4% o f a l l d e a t h s w o r l dw i d e [6 ] .

E x c e s s i v e d r i n k i n g i s a m a j o r d e t e r m i n a n t f o r v a r i o u s l o n g - t e r m h e a l t h e f fe c t s
,
i n c l u d i n g

n e u r o p s y c h i a t r i c d i s o r d e r s (e . g . ,
e p i l e p s y ) , c a r d i o v a s c u l a r d i s e a s e s

,
l i v e r d i s e a s e s (e . g . ,

h e p a t i t i s ,
c i r r h o s i s ) ,

a n d v a r i o u s f o r m s o f c a n c e r . A m o n g E u r o p e a n a n d A m e r i c a n p a t i e n t s

t h a t u n d e r g o l i v e r t r a n s p l a n t a t i o n
,
a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e (A L D ) i s t h e s e c o n d m o s t c o m m o n

d i a g n o s i s [ 6 ] .
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M o r e o v e r , a l c o h o l i s a s s o c i a t e d w i t h m a n y s e r i o u s s o c i a l i s s u e s
,
i n c l u d i n g c r im e a n d

v i o l e n c e
,
c h i l d n e g l e c t a n d a b u s e , a n d r e d u c e d p r o d u c t i v i t y i n t h e w o r k p l a c e [6 ] . A l c o h o l

m i s u s e a n d h a r m ft i l d r i n k i n g p a t t e r n s a r e c o r r e l a t e d w i t h i n j u r i e s s u c h a s t r a f fi c a c c i d e n t s .

H e a l t h o u t c o m e s f r o m a l c o h o l c o n s u m p t i o n d e p e n d o n a s e r i e s o f f a c t o r s
,
m a n y o f

w h i c h a r e r e l a t e d t o l e v e l s a n d p a t t e r n s o f a l c o h o l c o n s u m p t i o n
,
d r i n k i n g c u lt u r e , a l c o h o l

r e g u l a t i o n (o r l a c k t h e r e o f ) , a n d a l c o h o l i c b e v e r a g e q u a l it y [6 ] .

E x c e s s i v e a l c o h o l c o n s u m p t i o n i s a p a r t i c u l a r l y g r a v e t h r e a t t o m e n .
T h e y h a v e

h i g h e r r a t e s o f t o t a l b u r d e n o f d i s e a s e a t t r i b u t e d t o a l c o h o l : 7 . 4 %
,
c o m p a r e d t o t h a t i n

w o m e n ,
1

.
4% . G l o b a l l y ,

a m o n g a l l m a l e d e a t h s
,
6 . 2% a r e a t t r i b u t a b l e t o a l c o h o l

c o n s u m p t i o n ; i n w o m e n t h i s p e r c e n t a g e i s l o w e r ( 1 .
1%)) [6 ,

7 ] .

1 . 3 . M a i n p a t h w a y s o f a l c o h o l m e t a b o l i s m .

A l c o h o l i n t a k e t y p i c a l l y o c c u r s t h r o u g h th e o r a l r o u t e
,
w i t h 5% a b s o r b e d i n t h e o r a l

c a v i t y , a lm o s t 2 0%) a b s o r b e d r a p i d l y t hr o u g h t h e s t o m a c h a n d 7 5%) t h r o u g h th e s m a l l

i n t e s t i n e [ 8 ] . T h e r a t e o f a b s o r p t i o n d e p e n ds o n v o l u m e
,
c o n c e n t r a t i o n , n a t u r e o f t h e

a l c o h o l i c b e v e r a g e , p r e s e n c e a n d a b s e n c e o f f o o d i n t h e s t o m a c h , p e r m e a b i l i t y o f g a s t r i c a n d

i n t e s t i n a l t i s s u e s
,
a n d g e n e t i c v a r i a t i o n [ 9] . A ft e r a b s o r p t i o n i n t o t h e b l o o d - s t r e a m

,
a l c o h o l i s

d i s t r i b u t e d q u i c k l y t h r o u gh o u t t h e b o dy [ 10 ] . T h e d i s t r i b u t i o n o f a l c o h o l i n t o t h e t i s s u e s o f

t h e b o dy d e p e n d s o n t h e w a t e r c o n t e n t a n d b l o o d s u p p l y o f t h e t i s s u e s .

A l c o h o l i s h i gh l y d i f fu s i b l e t h r o u g h c e l l m e m b r a n e s a n d i s m e t a b o l i z e d b y m o s t

t i s s u e s . A ft e r e t h a n o l i s i n g e s t e d ,
fi r s t p a s s m e t a b o l i s m o c c u r s i n t h e o r a l c a v i t y a n d g a s t r i c

c e l l s [ 1 1 ] . T h e l i v e r i s t h e m a j o r s i t e o f a l c o h o l m e t a b o l i s m a n d o n e o f t h e m a j o r t a r g e t s f o r

a l c o h o l - i n d u c e d o r g a n d a m a g e [ 12 ] .
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E t h a n o l i s m e t a b o l i z e d t h r o u gh o x i d a t i v e (m a j o r ) a n d n o n - o x i d a t i v e r o u t e s [ 13 ] . I n

t h e o x i d a t i v e r o u t e
,
e t h a n o l i s o x i d i z e d t o a c e t a l d e h y d e ,

a h i gh l y r e a c t i v e a n d t o x i c

b y p r o d u c t , b y s e v e r a l p a t h w a y s t h a t r e q u i r e t h e p r e s e n c e o f s p e c i f i c e n z y m e s (F i g u r e 1 ) .

H j O j H 2O

^ C a ta la s e
,

P e r o x is o m e s

E t h a n o l ^
m M

^ A c e t a l d e h y d e

N A D ^

^
N A D H

Cy t o s o l

C VP 2 E1

NA D PH + H ^ ^ O j NA O P ^ + a H j O

A I . D H 2

NA D * N A D H

• "^ A c e t a t e -

m M

c

i

V g y M it o c h o n d r ia ^ i

R e s u l t :

O A c e t a ld e h y d e a d d u c t s f o r m a t i o rt

6 I n c r e a s e R OS f o r m a t i o n

M i c r o s o m e s q i n c r e a s e N A D H : N A D
*

r a t i o

F i g u r e 1 . O x i d a t i v e p a t h w a y s o f a l c o h o l m e t a b o l i s m . A d a p t e d f r o m [ 12 ]

A l c o h o l d e h y d r o g e n a s e (A D H ), p r e s e n t i n t h e c y t o s o l
,
i s p r im a r i l y r e s p o n s i b l e f o r

t h e m a j o r p a t h w a y o f o x i d a t i v e m e t a b o l i s m o f e t h a n o l i n t h e l i v e r [ 12 ] . T h i s r e d o x r e a c t i o n

r e q u i r e s a n i n t e r m e d i a t e e l e c t r o n c a r r i e r a n d t h e c o e n z y m e n i c o t i n a m i d e a d e n i n e d i n u c l e o t i d e

(N A D
*

) , w h i c h i s r e du c e d b y t w o e l e c t r o n s t o f o r m N A D H :

C H 3C H 2 O H + N A D
*

- > C H 3 CH O + N A D H + H
*

N A D H i s t h e n o x i d i z e d b y a s e r i e s o f c h e m i c a l r e a c t i o n s i n t h e m i t o c h o n d r i a (e . g . ,

t h e m i t o c h o n d r i a l e l e c t r o n t r a n s p o r t c h a i n ) [ 12 ] .
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C y t o c h r o m e P 4 5 0 (C Y P 4 50 ) i s a m a j o r e n z y m e i n v o l v e d i n t h e e t h a n o l - i n d u c i b l e

m i c r o s o m a l e t h a n o l o x i d i z i n g s y s t e m [ 14 ] . I s o z y m e s o f C Y P 4 5 0 , i n c l u d i n g C Y P 2 E 1 ,

C Y P l A 2
,
a n d C Y P 3 A 4 , a r e p r e d o m i n a n t l y l o c a t e d i n m i c r o s o m e s a n d c o n t r i b u t e t o e t h a n o l

o x i d a t i o n i n l i v e r a n d o t h e r t i s s u e s w h e r e A D H a c t i v i t y i s l o w (e . g .

,
b r a i n ) . T h e r e a c t i o n

c a t a l y z e d b y t h e m i c r o s o m a l e t h a n o l o x i d i z i n g s y s t e m i s :

C H 3C H 2O H + N A D PH + O 2 ^ C H bC H O + N A D P
^
+ H 2O

C h r o n i c a l c o h o l c o n s u m p t i o n i n du c e s C Y P 2 E 1 e x p r e s s i o n t h r o u g h d e c r e a s e d

p r o t e o l y s i s i n t h e l i v e r
,
w h i c h t h e n a s s u m e s t h e im p o r t a n t r o l e i n m e t a b o l i z i n g e t h a n o l a t

e l e v a t e d a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n s [ 15] .

A n o t h e r e n z y m e , c a t a l a s e
,
i s l o c a t e d i n p e r o x i s o m e s a n d o x i d i z e s e t h a n o l i n t h e

p r e s e n c e o f a h y d r o g e n p e r o x i d e g e n e r a t i n g s y s t e m s u c h a s t h e e n z y m e c o m p l e x N A D P H

o x i d a s e a n d t h e e n z y m e x a n t h i n e o x i d a s e . T h i s i s c o n s i d e r e d a m i n o r p a t h w a y o f a l c o h o l

o x i d a t i o n [ 12 ] .

A ft e r f o ra i a t i o n
,
a c e t a l d e h y d e i s s u b s e q u e n t l y m e t a b o l i z e d b y m i t o c h o n d r i a l

a l d e h y d e d e h y dr o g e n a s e s (A L D H s ) t o a c e t i c a c i d
,
o r a c e t a t e

,
w h i c h o c c u r s e n d o g e n o u s l y i n

t h e h u m a n b o d y . M o s t o f t h e a c e t a t e r e s u l t i n g f r o m a l c o h o l m e t a b o l i s m e n t e r s t h e c i r c u l a t i o n

a n d i s e v e n t u a l l y m e t a b o l i z e d t o C O 2 i n c a r d i a c
,
s k e l e t a l m u s c l e

,
a n d b r a i n c e l l s [ 12 ] .

N o n - o x i d a t i v e a l c o h o l m e t a b o l i s m i s m i n im a l
,
a n d p r e d o m i n a n t l y o c c u r s i n o r g a n s

w h e r e o x i da t i v e m e t a b o l i s m i s r a r e o r a b s e n t (e . g . , p a n c r e a s a n d h e a r t ) (F i g u r e 2 ) [ 16 - 1 8] .

D i f f e r e n t p a t h w a y s o f t h i s m e t a b o l i s m r e s u l t i n t h e f o r m a t i o n o f f a t t y a c i d e t h y l e s t e r s

(F A E E s ) a n d p h o s p h a t i dy l e t h a n o l [ 12 ]
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T h e e s t e r i f l c a t i o n o f e t h a n o l w i t h e n d o g e n o u s f a t t y a c i d s o r f a t t y a c y l c o e n z y m e A t o

F A E E s o c c u r s v m d e r t h e i n f lu e n c e o f F A E E s y n t h a s e
,
t h e e n z y m e t h a t c a t a l y z e s t h i s r e a c t i o n

[ 19 ] .

T h e f o r m a t i o n o f p o o r l y m e t a b o l i z e d p h o s p h a t i d y l e t h a n o l , a f a t m o l e c u l e c o n t a i n i n g

p h o s p h o r u s
,
r e q u i r e s t h e e n z y m e p h o s p h o l ip a s e D (P L D ), w h i c h b r e a k s d o w n p h o s p h o l i p i d s

t o g e n e r a t e p h o s p h a t i c a c i d [2 0 ] . T h i s p a t hw a y u s u a l l y o c c u r s i n t h e p r e s e n c e o f h i gh l e v e l o f

c i r c u l a t i n g a l c o h o l [ 12 ] .

N o n - m e t a b o l i z e d a l c o h o l i s e l im i n a t e d i n s m a l l q u a n t i t i e s b y t h e k i dn e y s i n t o u r i n e

( 0 . 5- 2 . 0%) ,
l u n g s w i t h b r e a t h ( 1. 6 - 6 . 0% ) a n d b y t h e s k i n i n t h e s w e a t (< 0 . 5 ) [ 16 ] .

E t h a n o l

F A E E S y n t h a . s e I
,
n

,
a n d m

E t h a n o l O - a c y l t r a n s f e r a s e

C a r b o x j
' I e s t e r a s e

L i p o p i
-

o t e i n Hp a s e

P a n c r e a t i c t r i g l y c e r i d e l i p a s e

C h o l e s t e r o l e s t e r a . s e

FA

F A C o A

F A / T G - F A

T G - F A

T G - FA

F A

P h o s p h a t i d y l e t h a n o l

F a t t v a c i d e t h v l e s t e r

F i g u r e 2 . N o n - o x i d a t i v e p a t h w a y s o f e t h a n o l m e t a b o l i s m . A d a p t e d f r o m [19 ] . F A - f a t t y

a c i d ; F A C o A - f a t t y a c y l c o e n z y m e A ; F A E E - f a t t y a c i d e t h y l e s t e r s ; T G
,
t r i g l y c e r i de .
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•

1 . 4 . F a c t o r s t h a t i n fl u e n c e a l c o h o l m e t a b o l i s m .

I n g e n e r a l
,
a ft e r t h e c o n s u m p t i o n o f e t h a n o l

,
b l o o d a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n p e a k s

w i t h i n 3 0 t o 4 5 m i n u t e s .
A l c o h o l a b s o r p t i o n i s i n f l u e n c e d b y a n u m b e r o f f a c t o r s

,
i n c l u d i n g

t h e p r e s e n c e o f f o o d a n d t h e t y p e o f f o o d i n t h e g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t w h e n a l c o h o l i s

c o n s u m e d [ 2 1] . T h e r a t e a t w h i c h a l c o h o l i s a b s o r b e d d e p e n d s o n h o w q u i c k l y t h e s t o m a c h

e m p t i e s i t s c o n t e n t s i n t o t h e i n t e s t i n e . T h e h i g h e r t h e d i e t a r y f a t c o n t e n t
,
t h e m o r e t im e th i s

e m p t y i n g w i l l r e q u i r e a n d t h e l o n g e r t h e p r o c e s s o f a b s o r p t i o n w i l l t a k e [2 2 ] .

A n o t h e r f a c t o r t h a t i n f l u e n c e s t h e a l c o h o l a b s o r p t i o n r a t e i s g e n d e r . T h u s
,
d e s p i t e t h e

f a c t t h a t f e m a l e s t e n d t o e l i m i n a t e a l c o h o l f a s t e r , t h e y h a v e b e e n s h o w n t o d e v e l o p a g r e a t e r

b l o o d a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n c o m p a r e d t o t h a t i n m e n a ft e r e q u a l a l c o h o l i n t a k e [ 2 3 ] .

A l c o h o l i s m e t a b o l i z e d m o r e s l o w l y t h a n i t i s a b s o r b e d . T h e l i v e r c a n m e t a b o l i z e o n l y

a c e r t a i n a m o u n t o f a l c o h o l p e r h o u r
,
r e g a r d l e s s o f t h e a m o u n t t h a t h a s b e e n c o n s u m e d . T h e

r a t e o f a l c o h o l m e t a b o l i s m d e p e n d s ,
i n p a r t ,

o n t h e ft m c t i o n i n g o f m e t a b o l i z i n g e n z y m e s i n

t h e l i v e r , w h i c h v a r i e s a m o n g i n d i v i d u a l s a n d i s b e l i e v e d t o h a v e g e n e t i c d e t e r m i n a n t s

[ 2 4 ,
2 5 ] . F o r e x a m p l e , p o l y m o r p h i s m o f A D H o c c u r s a t t h e A D H I B a n d A D H I C g e n e

l o c a t i o n s a n d i s a s s o c i a t e d w i t h v a r y i n g l e v e l s o f e n z y m a t i c a c t i v i t y [2 6 ] . T h e A D H 1 B * 1

f o r m i s f o u n d p r e d o m i n a n t l y i n C a u c a s i a n a n d B l a c k p o p u l a t i o n s
,
w h e r e a s A D H 1B * 2

f r e qu e n c y i s h i g h e r i n Ch i n e s e a n d J a p a n e s e p o p u l a t i o n s [2 7] . I n d i v i d u a l s c a r r y i n g t h e

A D H 1B * 2 a n d A D H I B * 3 a l l e l e s t e n d t o m e t a b o l i z e a n d e l im i n a t e a l c o h o l a t a f a s t e r r a t e t h a n

t h o s e w i t h th e A D H 1B * 1 f o r m [2 8 ,
2 9 ] .

G e n e t i c p o l y m o r p h i s m o f t h e A L D H 2 g e n e
,
w h i c h t o g e t h e r w i t h A L D H l i s

r e s p o n s i b l e f o r t h e m e t a b o l i s m o f a c e t a l d e h y d e ,
h a s t h e a l l e l i c v a r i a n t s A L D H 2 * 1 a n d
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A L D H 2 * 2 .
B e c a u s e t h i s g e n e t i c v a r i a t i o n i n h i b i t s a c e t a l d e h y d e m e t a b o l i s m a n d u s u a l l y i s

v i r t u a l l y i n a c t i v e ,
i n d i v i d u a l s w i t h t h e A L D H 2 * 2 a l l e l e s h o w a n i n c r e a s e d a c e t a l d e h y d e l e v e l

a ft e r a l c o h o l c o n s u m p t i o n [ 3 0 ] .

Se v e r a l C YP 2E 1 p o l y m o r p h i s m s w i t h e v i d e n c e o f ft a n c t i o n a l im p o r t a n c e h a v e b e e n

i d e n t i f i e d . F o r i n s t a n c e , t h e p o l y m o r p h i s m o f t h e C YP 2E 1 * 5A a l l e l e (R s a l / P s t l a n d D r a l

R F L P ; c 2/ C g e n o t y p e ) h a s b e e n s h o w n t o c a u s e i n c r e a s e d e n z y m e a c t i v i t y [3 1] ,
w h e r e a s t h e

C YP 2 E 1 * 5B (R s a l / P s t l RF L ? ; c 2 /D g e n o t yp e ) a n d C YP 2 E 1 * 6 a l l e l e s a r e r e s p o n s i b l e f o r t h e

r e d u c t i o n o f t h e e n z y m e a c t i v i t y [ 3 2 ] .

1 . 5 . M e t a b o l i c c o n s e q u e n c e s of a l c o h o l c o n s u m p t i o n .

N u m e r o u s d e t r im e n t a l c o n s e qu e n c e s o f t h e d i f f e r e n t p a t h w a y s o f e t h a n o l m e t a b o l i s m

c o n t r i bu t e t o t i s s u e d a m a g e v i a s e v e r a l m e c h a n i s m s (F i g u r e 3 ) . T h e s e c o n s e q u e n c e s i n c l u d e

d i s r u p t i o n o f c a r b o h y d r a t e a n d l i p i d m e t a b o l i s m , p r o d u c t i o n o f n it r i c o x i d e
,
a n d f o r m a t i o n o f

r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s (R O S) a n d o t h e r h a r m fu l m e t a b o l i c i n t e r m e d i a t e s s u c h a s a d d u c t s

[ 12 ] .

A s w a s p r e v i o u s l y m e n t i o n e d
,
o n e o f t h e m aj o r p a t h w a y s o f o x i d a t i v e a l c o h o l

m e t a b o l i s m
,
w h i c h i n v o l v e s A D H a n d A L D H

,
r e s u lt s i n t h e g e n e r a t i o n o f N A D H b y

r e d u c t i o n o f N A D i n b o t h t h e c y t o s o l a n d m it o c h o n d r i a . T h e i n c r e a s e d N A D H /N A D r a t i o

h a s p r o fo u n d e f f e c t s o n t h e m e t a b o l i s m o f c a r b o h y d r a t e s a n d l i p i d s [ 14 ,
3 3 ] . F o r e x a m p l e ,

g l u c o n e o g e n e s i s i s im p a i r e d , s u b s t r a t e f lo w th r o u g h t h e c i t r i c a c i d c y c l e i s d im i n i s h e d a n d

a c e t y l - c o A i s d i v e r t e d t o w a r d s k e t o g e n e s i s a n d f a t t y a c i d s y n t h e s i s [3 4 ] . E i t h e r d i r e c t l y o r

u n d e r t h e i n fl u e n c e o f a d i p o n e c t i n a n d t u m o r n e c r o s i s f a c t o r - a (T N F - a ) , e t h a n o l m a y a f fe c t

t he a c t i v i t y o f p e r o x i s o m e p r o l i f e r a t o r - a c t i v a t e d r e c e p t o r a l p h a (P P A R - a ) , s t e r o l r e gu l a t o r y
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e l e m e n t - b i n d i n g p r o t e i n 1 (S RE B P - 1) ,
a n d 5'

a d e n o s i n e m o n o p h o s p h a t e - a c t i v a t e d p r o t e i n

k i n a s e (A MP K ) . T h i s a l s o a c t i v a t e l i p o g e n i c p a t h w a y s a n d i n h i b i t f a t t y a c i d o x i d a t i o n [3 4 ,

3 5 ] . I n a d d i t i o n t o t h e d i s r u p t i o n o f f a t t y a c i d s y n t h e s i s a n d o x i d a t i o n
,
e t h a n o l a U e r s l i p i d

d r o p l e t (L D , t h e s t o r a g e f o r m o f T G ) m e t a b o l i s m i n h e p a t o c y t e s a n d v e r y l o w - d e n s i t y

l i p o p r o t e i n s e c r e t i o n fr o m t h e l i v e r . T h i s e f f e c t
,
t o g e t h e r w i t h t h e i n h i b i t i o n o f m i t o c h o n d r i a l

f a t t y a c i d P- o x i d a t i o n
,
c o n t r i b u t e s t o t h e p a th o g e n e s i s o f f a t t y l i v e r (s t e a t o s i s ) , t h e i n i t i a l

s t a ge o f A L D [ 3 4 ] .

A n o t h e r m a j o r p a t h w a y o f e t h a n o l o x i d a t i o n i n v o l v e s C Y P 2 E 1 i n c o n j u n c t i o n w i t h

fr e e i r o n a n d i s r e s p o n s i b l e f o r R O S f o r m a t i o n a n d s u b s e q u e n t o x i d a t i v e s t r e s s [ 14 ] .

E th a n o l - i n d u c e d f o r m a t i o n o f R O S c a n a l s o b e a t t r i b u t a b l e t o o v e r p r o d u c t i o n o f N A D H
,

d a m a g e t o m i t o c h o n d r i a , a c t i v a t i o n o f K u p f fe r c e l l s , a n d r e d u c t i o n i n t h e l e v e l o f c e r t a i n

a n t i o x i d a n t s (e . g .

,
m i t o c h o n dr i a l a n d c y t o s o l i c g l u t a t h i o n e

,
v i t a m i n E ) [ 3 6 ] . R O S i n t e r a c t

w i t h a n d a l t e r s l i p o p r o t e i n l i p i d s ,
m i t o c h o n dr i a l m e m br a n e s

,
D N A

,
a n d p r o t e i n s

,
u l t i m a t e l y

c a u s i n g n e c r o s i s o r a p o p t o s i s A l s o ,
R O S s t im u l a t e t h e r e l e a s e o f T N F - a f r o m K u p f f e r c e l l s

,

w h i c h p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n t h e d e v e l o p m e n t o f i n f la m m a t o r y r e a c t i o n s a n d a r e

im p l i c a t e d i n t i s s u e d a m a g e a n d f o r m a t i o n o f fi b r o s i s i n t h e l i v e r [ 1 2 ,
3 6

,
3 7 ] .

A c e t a l d e h y d e f o r m e d a s a r e s u l t o f e t h a n o l o x i d a t i o n a n d R O S i n t e r a c t w i t h a m i n o

a c i d s a n d o t h e r m o l e c u l e s , p o t e n t i a l l y r e s u lt i n g i n t h e f o r m a t i o n o f s t a b l e a n d u n s t a b l e

a d d u c t s (e . g .

,
m a l o n d i a l d e h y d e a d d u c t ) . F o r m a t i o n o f p r o t e i n a d du c t s i n h e p a t o c y t e s im p a i r s

p r o t e i n s e c r e t i o n , w h i c h h a s b e e n p r o p o s e d t o p l a y a r o l e i n h e p a t o m e g a l y [3 8] .

A c e t a l d e h y d e i s a l s o c a p a b l e o f f o r m i n g D N A a d d u c t s s u c h a s 1 ,
i V

^
-

p r o p a n o d e o x y g u a n o s i n e
,

w h i c h a r e k n o w n t o b e c a r c i n o g e n i c [ 3 8] . A c e t a l d e h y d e a l s o f o r m s a d d u c t s w i t h
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n e u r o t r a n s m i t t e r s ( d o p a m i n e ) a n d f o r m s s a l s o l i n o l , w h i c h m a y c o n t r i b u t e t o a l c o h o l

d e p e n d e n c e [ 1 2 ] .

A c e t a t e
,
a n o t h e r b y p r o du c t o f e t h a n o l m e t a b o l i s m ,

i n c r e a s e s b l o o d f l o w i n t o t h e l i v e r

d e p r e s s e s t h e c e n t r a l n e r v o u s s y s t e m ,
a s w e l l a s a f f e c t s v a r i o u s m e t a b o l i c p r o c e s s e s [ 3 9 ] .

E th a n o l m e t a b o l i s m i n t e n d s t o i n c r e a s e o x y g e n u p t a k e fr o m t h e b l o o d b y h e p a t o c y t e s

i n t h e c e n t r i l o b u l a r a r e a o f t h e l i v e r l o b u l e ,
r e s u l t i n g i n t i s s u e h yp o x i a i n p e r i v e n o u s r e g i o n s

[ 4 0 ,
4 1] .

T h e p e r i v e n o u s h e p a t o c y t e s a r e t h e fi r s t t o s h o w e v i d e n c e o f d a m a g e f r o m c h r o n i c

a l c o h o l c o n s u m p t i o n [4 2 ] . C e n t r i l o b u l a r h y p o x i a c a n b e f u r t h e r e n h a n c e d b y e t h a n o l -

i n d u c e d c h a n g e s i n l i v e r b l o o d f l o w [4 3 ] . A l c o h o l c a u s e s v a s o c o n s t r i c t i o n b y a n im b a l a n c e

b e tw e e n n i t r i c o x i d e /e n d o t h e l i n - 1 i n t e r a c t i o n s . T h u s
,
a t h i g h - e t h a n o l b l o o d l e v e l s

,
h y p o x i a

m i g h t e n s u e f r o m t h e c o m b i n a t i o n o f r e du c e d p e r fu s i o n a n d i n c r e a s e d o x y g e n d e m a n d .

W h e n b l o o d e t h a n o l l e v e l s s u b s e q u e n t l y d e c l i n e
,
l o b u l a r p e r f u s i o n i s r e s t o r e d

, p o t e n t i a l l y

l e a d i n g t o r e p e r f u s i o n i n j u r y [ 4 4 ] .

C hr o n i c a l c o h o l c o n s u m p t i o n a l s o l e a d s t o a r e d u c t i o n o f A T P sy n t h e s i s i n t h e l i v e r ,

c o n s e q u e n t l y c a u s i n g im p a i r m e n t o f m e t a b o l i s m o f h e p a t o c y t e s a n d p o t e n t i a l l y l e a d i n g t o

t i s s u e d a m a g e [4 5 ] . E t h a n o l d e p r e s s e s t h e a c t i v i t y o f m i t o c h o n d r i a l c o m p l e x e s , w h i c h c a u s e s

a b n o r m a l i t i e s i n t h e m i t o c h o n d r i a l r e s p i r a t o r y c h a i n . Su c h c h a n g e s i n c l u d e im p a i r e d e l e c t r o n

t r a n s p o r t a n d p r o t o n t r a n s l o c a t i o n
,
d e c r e a s e d c y t o c h r o m e b c o n t e n t

, a n d r e d u c e d fu n c t i o n o f

t h e A T P s y n t h a s e c o m p l e x [4 6 ] . I n a d d i t i o n , a l c o h o l i n t a k e i n c r e a s e s t h e i n t e s t i n a l

p e rm e a b i l i t y t o a v a r i e t y o f s u b s t a n c e s s u c h a s b a c t e r i a l e n d o t o x i n s a n d l i p o p o l y s a c c h a r i d e

[4 3 ] . E n d o t o x i n s r e l e a s e d b y g r a m - n e g a t i v e b a c t e r i a a r e t a k e n u p b y K u p f f e r c e l l s , c a u s i n g

t h e r e l e a s e o f m e d i a t o r s w h i c h a r e c y t o t o x i c t o h e p a t o c y t e s a n d c h e m o a t t r a c t i v e t o

n e u t r o p h i l s . T h i s l e a d s t o i n fl a m m a t i o n i n l i v e r t i s s u e [4 7 ] .
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C hr o n i c e t h a n o l c o n s u m p t i o n m a y a l s o i n f lu en c e v a r i o u s o t h e r m e t a b o l i c p a t h w a y s ,

t h u s c o n t r i b u t i n g t o m e t a b o l i c d i s o r d e r s s u c h a s f a t t y l i v e r a n d e x c e s s i v e l e v e l s o f l ip i d s i n

t h e b l o o d (i e .

,
h y p e r l i p i d e m i a ) ,

a c c u m u l a t i o n o f l a c t i c a c i d i n t h e b o d y fl u i d s (i . e .

,
l a c t i c

a c i d o s i s ) , e x c e s s i v e p r o d u c t i o n o f c h e m i c a l c o m p o u n d s s u c h a s k e t o n e s i n t h e b o d y (i . e .

,

k e t o s i s ) , a n d e l e v a t e d l e v e l s o f u r i c a c i d i n t h e b l o o d (i . e .

,
h y p e r u r i c e m i a ) [ 4 8 ,

4 9 ] .

I n i e s ti n a l

p e r m e a b i l i l y

1
E n do t o x i i i s

A l c o h o l

O x i d a it i v ie - ^ ^ i =

s t r e s s

L q ti d

Cy to ld ii e s

K i rn x fe r

St e l l a t e c e l l s

O ao n )

H e p a t o c y t e

' A c e t a M e h y de

p e i ol d d a ti o n •
^^ T l ^ ^ iJ' ' * ! !?̂

N e c TD - i n f la i n i n a t i io n
< s f ^ a n d / o r a p o p t o s i s

F i g u r e 3 . M e c h a n i s m o f a l c o h o l - i n d u c e d h e p a t i c d a m a g e . A d o p t e d f r o m [ 12 ] .
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1. 6 . A l c o h o l - i n d u c e d l i v e r d i s e a s e .

A l c o h o l a s a d i r e c t h e p a t o t o x i n , p a r t i c u l a r l y i n l a r g e c o n c e n t r a t i o n s , c a u s e s a w i d e

s p e c t r u m o f a l c o h o l - r e l a t e d l i v e r p a t h o l o g y i n h u m a n s . A d d i t i o n a l l y ,
a l c o h o l a l s o a c t s a s a

"

p e r m i s s i v e a g e n t
" b y c a u s i n g l i v e r in j u r y i n a s s o c i a t i o n w i t h a w i d e v a r i e t y o f o t h e r f a c t o r s

[5 0 ,
5 1 ]

A L D i s a c o m m o n c o n d i t i o n w i t h a h i g h m o r t a l i t y r a t e . H o w e v e r
,
t h e r e a s o n w h y

A L D p r o g r e s s e s t o a d v a n c e d d i s e a s e i n o n l y a r e l a t i v e l y s m a l l p r o p o r t i o n o f h e a v y d r i n k e r s

r e m a i n s e l u s i v e [4 3 ] . T h e p a t h o g e n e s i s o f A L D i s a c o m p l e x a n d m u l t i f a c t o r i a l p r o c e s s

w h i c h i n c l u d e s s e v e r a l o v e r l a p p i n g e v e n t s t h a t i n i t i a t e a n d p e r p e t u a t e a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y .

A p r im a r y f a c t o r i n A L D p a t h o g e n e s i s i s g e n e t i c b a c k g r o u n d a n d i t s c o m p l e x

i n t e r r e l a t i o n s h i p w i t h d i r e c t e t h a n o l h e p a t o t o x i c i t y ,
a s w e l l a s w i t h a n d a l c o h o l - i n d u c e d

m e t a b o l i c a n d im m u n o l o g i c a l c h a n g e s . Se c o n d a r y f a c t o r s
,
s u c h a s n u t r i t i o n a l a n d

h e p a t o t o x i c c o - m o r b i d c o n d i t i o n s
,
c a n c r i t i c a l l y c o n t r i bu t e t o t h e d e v e l o p m e n t o f l i v e r

d i s e a s e [ 3 3 ,
34 ] .

A L D e n c o m p a s s e s a s p e c t r u m o f l i v e r i n j u r y r a n g i n g f r o m s t e a t o s i s a n d f i b r o s i s t o

c i r r h o s i s a n d h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a [ 5 2 ] . A l l o f t h e s e s t a g e s c a n b e p r e s e n t

s i m u l t a n e o u s l y r a t h e r t h a n a p p e a r i n g a s e v o l u t i o n a r y s t a g e s o f t h e d i s e a s e [ 3 7 ] .

H i s t o l o g i c a l l y , t h e y c a n b e g r o u p e d i n t o t h r e e s t a g e s o f A L D : s t e a t o s i s (f a t t y l i v e r ) ,

s t e a t o h e p a t i t i s ,
a n d c hr o n i c h e p a t i t i s w i t h h e p a t i c fi b r o s i s o r c i r r h o s i s [5 3 ] .

St e a t o s i s
,
t h e e x c e s s i v e a c c u m u l a t i o n o f f a t i n h e p a t o c y t e s ,

i s t h e e a r l i e s t s t a g e o f

A L D a n d t h e m o s t c o m m o n a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r d i s o r d e r [ 3 7 ] . T h i s s t a ge i s t y p i c a l l y

r e v e r s i b l e i f a l c o h o l c o n s u m p t i o n i s s t o p p e d [ 5 4 ] .
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A l c o h o l s t e a t o h e p a t i t i s (A SH ) i s d e f i n e d b y th e p r e s e n c e o f n o n s p e c i f i c s t e a t o s i s

(m a i n l y m a c r o v e s i c u l a r ) ,
i n f l a m m a t o r y i n fi l t r a t e s

,
a n d h e p a t o c e l l u l a r d a m a g e [ 5 5 ] . St e a t o s i s

c a u s e s i n c r e a s e d s u s c e p t i b i l i t y t o a d d i t i o n a l l i v e r i n j u r i e s c a u s e d b y o t h e r a g e n t s s u c h a s

d r u g s ,
t o x i n s

,
a n d e n d o t o x i n s [ 5 6 ] .

I n d i v i d u a l s w i t h A SH m a y d e v e l o p p r o g r e s s i v e f i b r o s i s . F i b r o t i c t i s s u e i s t y p i c a l l y

l o c a t e d i n p e r i c e n t r a l a n d p e r i s i n u s o i d a l a r e a s i n l i v e r s a f f e c t e d b y A L D . C o l l a g e n d e p o s it s

a n d b r i d g i n g f ib r o s i s a r e e v i d e n t
,
e v e n t s t h a t b o t h p r e c e d e t h e d e v e l o p m e n t o f r e g e n e r a t i v e

n o d u l e s a n d l i v e r c i r r h o s i s [ 5 7 ] .

F u r t h e r p r o g r e s s i o n o f t h e d i s e a s e c a u s e s t h e d e v e l o p m e n t o f c i r r h o s i s ,
t h e

i r r e v e r s i b l e r e p l a c e m e n t o f n o r m a l f u n c t i o n a l h e p a t i c p a r e n c h y m a w i t h c o l l a g e n (s c a r t i s s u e )

a n d r e g e n e r a t i v e n o d u l e s
,
w h i c h m a y r e s u l t s i n l i v e r f a i l u r e [ 3 4 ] . C i r r h o s i s i s u s u a l l y

m i c r o n o d u l a r
,
b u t m a y o c c a s i o n a l l y b e m i x e d m i c r o n o d u l a r a n d m a c r o n o d u l a r [ 5 8 ] .

M i c r o n o d u l a r c i r r h o s i s i s a s s o c i a t e d w i t h a n i n c r e a s e d r i s k o f h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a [5 9 ] .

A l c o h o l i c h e p a t i t i s (A H ) r e p r e s e n t s a s p e c t r u m o f a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r d i s e a s e

r a n g i n g f r o m m i l d t o s e v e r e , l i f e - t h r e a t e n i n g i n j u r y ,
a n d o f t e n p r e s e n t s a c u t e l y a g a i n s t a

b a c k g r o u n d o f c hr o n i c l i v e r d i s e a s e [4 2 ] . T h e t r u e p r e v a l e n c e i s u n k n o w n
,
b u t h i s t o l o g i c

s t u d i e s o f p a t i e n t s w i t h A L D s u g g e s t t h a t A H m a y b e p r e s e n t i n a s m a n y a s 10% - 3 5% o f

h o s p i t a l i z e d a l c o h o l i c p a t i e n t s [6 0 ] . E v e n i n d i v i d u a l s w i t h o n l y a r e l a t i v e l y m i l d p r e s e n t a t i o n

o f A H
,
h o w e v e r

,
a r e a t h i g h r i s k o f p r o g r e s s i v e l i v e r i n j u r y ,

w i t h c i r r h o s i s d e v e l o p i n g i n u p

t o 5 0% o f c a s e s [6 1] . A l t h o u g h a b s t i n e n c e f r o m a l c o h o l d o e s n o t g u a r a n t e e c o m p l e t e

r e c o v e r y , t h e l ik e l i h o o d th a t A H w i l l p r o g r e s s t o p e r m a n e n t d a m a g e i s i n c r e a s e d a m o n g

t h o s e w h o c o n t i n u e t o a b u s e a l c o h o l [ 5 3 ] .
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1 . 7 . A n i m a l m o d e l s f o r A L D ,

S e v e r a l a n im a l m o d e l s f o r A L D
,
d e s c r i b e d i n T a b l e 1

, a r e c u r r e n t l y w i d e l y u s e d

T h e y e n a b l e t h e s t u d y o f t h e d r i v i n g f o r c e s o f l i v e r d am a g e ,
a n d h o w a s s o c i a t i o n s o f a l c o h o l

w i t h o t h e r f a c t o r s c a n i n f l u e n c e t h e s e v e r i t y o f l i v e r i n j u r y [6 2 ] . H o w e v e r
,
e x i s t i n g m o d e l s d o

n o t c o m p l e t e l y r e p r o d u c e a l l f e a t u r e s a n d c o m p l e x p a t t e rn s o f s o m e l i v e r d i s e a s e s
,
s u c h a s

A H
,
w i t h o u t t h e a d d i t i o n o f a s e c o n d a r y i n s u l t (e g . i r o n

,
h i g h f a t d i e t ,

v i t a m i n

s u p p l e m e n t a t i o n , ) [6 3 - 66 ] .

B e c a u s e a c o m p r e h e n s iv e m o d e l d o e s n o t c u r r e n t l y e x i s t
,
A L D s t u d i e s u s i n g a n im a l s

a r e d e s i g n e d t o a n s w e r s p e c i fi c q u e s t i o n s a b o u t d i f f e r e n t a s p e c t s o f t h e d i s e a s e [ 6 2 ] . A m o n g

a n i m a l s c o m m o n l y i n v o l v e d i n a l c o h o l l i v e r r e s e a r c h (p r im a t e s , d o g s ,
r a b b i t s ,

a n d r o d e n t s ) ,

r a t s a n d m i c e a r e u s e d m o s t f r e q u e n t l y d u e i n p a r t t o t h e i r r e l a t i v e l y w e l l - d e fi n e d g e n e t i c

b a c k g r o u n d a n d t h e a v a i l a b i l i t y o f d i v e r s e g e n e t i c t r a i t s [6 7 ] . E x i s t i n g m o d e l s d i f f e r i n t h e

a m o u n t o f a l c o h o l a d m i n i s t e r e d t o a n im a l s a n d p a t t e r n s o f i t s c o n s u m p t i o n [6 4 ] .

L i e b e r - D e C a r l i d i e t s w e r e d e s i g n e d t o s t u d y a l c o h o l l i v e r i n j u r y a s a r e s u l t o f

n u t r i t i o n a l d e fi c i e n c y T h i s m e t h o d h a s s e v e r a l a d v a n t a g e s ,
o n e o f t h e m b e i n g t h a t t h e

c o n t e n t o f t h e d i e t c a n b e e a s i l y m a n i p u l a t e d . F o r e x a m p l e ,
i t i s e a s y t o g r a d u a l l y i n c r e a s e

a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n i n t h e d i e t [ 6 6 ] .
I t h a s b e e n p r e v i o u s l y s h o w n th a t t h e d e v e l o p m e n t o f

l i v e r s t e a t o s i s o c c u r r e d i n m i c e t h a t w e r e a dm i n i s t e r e d t h i s d i e t [6 2 ,
6 4 ] . H o w e v e r

,
t h i s

m o d e l d o e s n o t m im i c h u m a n d r i n k i n g p a t t e r n s b e c a u s e a n im a l s a r e f o r c e d t o c o n s u m e

a l c o h o l i n t h e di e t
,
w h i c h i s t h e i r o n l y s o u r c e o f f o o d a n d w a t e r .

I n r o d e n t s , t h e i n t a k e o f

L i e b e r - D e C a r l i d i e t a l o n e d i d n o t c a u s e i n fl a m m a t i o n
,
fi b r o s i s o r c i r r h o s i s [6 8 ] .

A dm i n i s t r a t i o n o f a l c o h o l i n dr i n k i n g - w a t e r a l s o r e s u l t s i n t h e d e v e l o p m e n t o f h e p a t i c

s t e a t o s i s
,
a n d h a s t h e a d v a n t a g e o f b e i n g t h e s im p l e s t m o d e o f a l c o h o l a d m i n i s t r a t i o n t o
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l a b o r a t o r y a n i m a l s . M o r e o v e r ,
i t m i m i c s h vi m a n b e h a v i o r p a t t e r n s o f i n t e r m i t t e n t a l c o h o l

c o n s u m p t i o n a n d c h a n g e s i n d i e t a r y i n t a k e [6 3 ] . T h e m o d e l a l l o w s t h e g r a d u a l i n c r e a s e o f

a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n d u r i n g t h e f e e d i n g p e r i o d . F u r t h e r m o r e , t h i s m o d e l b e n e f i t s o v e r o t h e r s

w h e n l o n g - t e rm e f f e c t s o f e t h a n o l c o n s u m p t i o n a r e t h e f o c u s o f t h e s t u d y [6 8 ] . H o w e v e r ,
i t

m a y b e d i f f i c u l t t o m a x im i z e a n d c o n t r o l a l c o h o l i n t a k e u s i n g t h i s p r o t o c o l , b e c a u s e a n im a l s

c a n d e v e l o p a n a v e r s i o n t o a l c o h o l t h a t w i l l a f f e c t t h e i r fl u i d c o n s u m p t i o n . S t e a t o s i s a n d

i n f l a m m a t i o n a c h i e v e d b y t h i s m o d e l d o n o t p r o g r e s s t o h e p a t i c f i b r o s i s a n d c i r r h o s i s [6 4 ] ,

a n d t h u s t h e m o d e l d o e s n o t e f f e c t i v e l y m im i c a d v a n c e d s t a g e s o f h u m a n a l c o h o l i c d i s e a s e s .

T o d a t e
,
o n l y t h e u s e o f t h e T s u k a m o t o - F r e n c h i n t r a g a s t r i c f e e d i n g m o d e l h a s

r e s u l t e d i n t h e d e v e l o p m e n t o f i n i t i a l s t a g e s o f l i v e r f i br o g e n e s i s [6 9 ] .
I n t h i s m o d e l

,
a l c o h o l

i s d e l i v e r e d d i r e c t l y i n t o t h e s t o m a c h v i a a n im p l a n t e d c a t h e t e r a n d u s i n g a n i n f u s i o n p u m p .

T h e r e a r e s e v e r a l a d v a n t a g e s o f t h i s m o d e l , i n c l u d i n g t h e s im u l a t i o n o f b i n g e d r i n k i n g b y

c o n t i n u o u s d e l i v e r y o f a l c o h o l 2 4 h o u r s a p e r d a y , a c h a r a c t e r i s t i c c y c l i n g i n u r i n e a l c o h o l

c o n c e n t r a t i o n s d u e t o d i u r n a l v a r i a t i o n i n b a s a l m e t a b o l i s m a n d h o r m o n e s [ 6 6 ] . A d di t i o n a l l y ,

h i g h b l o o d a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n s c a n b e a c h i e v e d a n d s u s t a i n e d b e c a u s e a l c o h o l i n t a k e i s

c o n t r o l l e d . H o w e v e r
,
t h i s m o d e l d o e s n o t im i t a t e t h e p a t t e r n o f a l c o h o l c o n s u m p t i o n s e e n i n

h u m a n s . I t d o e s n o t f o l l o w n o r m a l r o d e n t n o c t u r n a l f e e d i n g p a t t e r n s
,
a n d t h e d i e t i s n o t

n u t r i t i o n a l l y a d e q u a t e f o r i n d u c t i o n o f c y t o c h r o m e P 4 5 0 [ 7 0 ] . F u r t h e r m o r e , t h e

im p l e m e n t a t i o n o f t h i s p r o t o c o l i s e x p e n s i v e a n d r e q u i r e s t r a i n e d s p e c i a l i s t s t o p e r f o r m

s u r g e r y a n d c o n s t a n t m o n i t o r i n g o f a n im a l h e a l t h s t a t u s [ 6 7 ] .

A n a l t e r n a t i v e t o i n t r a g a s t r i c f e e d i n g i s d i r e c t g a s t r i c g a v a g e i n w h i c h a l c o h o l i s

a d m i n i s t e r e d a s a b o l u s d o s e [7 1 ] . T h i s m o d e l i s p a r t i c u l a r l y w e l l s u i t e d f o r a c u t e (b i n g e )

a l c o h o l a dm i n i s t r a t i o n a n d a l l o w s f o r t h e c o n t r o l o f t h e a m o v m t o f a l c o h o l a dm i n i s t e r e d . O r a l
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g a v a g e i s s u i t a b l e t o m im i c a c u t e a l c o h o l i n t o x i c a t i o n
.
N e v e r t h e l e s s , t h i s m o d e l c a n b e

s t r e s s f u l f o r a n i m a l s
, w h i c h w i l l a f f f e c t t h e i r e a t i n g h a b it s [ 6 7 ] .

T o i n c r e a s e t h e a m o u n t o f i n g e s t e d a l c o h o l t o l e v e l s c o n s i s t e n t w it h th e h u m a n

p a t h o l o g y o f c h r o n i c a l c o h o l a b u s e
,
a l c o h o l - p r e f e r r i n g r o d e n t s h a v e b e e n s e l e c t i v e l y b r e d t o

e x h i b i t a r e l a t i v e l y h i gh p r e f e r e n c e f o r a l c o h o l , s u c h a s W i s t a r r a t s , a n d h a v e b e e n u s e d i n

a l c o h o l s t u d i e s [7 2 ] . T h e u s e o f a l c o h o l - p r e f e r r i n g r a t s t o s t u d y m e c h a n i s m s o f A L D h a s t h e

a d v a n t a g e o f o r a l
"
s e l f - a d m i n i s t r a t i o n

"
t h a t m i m i c s h u m a n d r i n k i n g p a t t e r n s . H o w e v e r

,

d e s p i t e t h e fa c t t h a t a l c o h o l - p r e f e r r i n g r a t s c o n s u m e d a l c o h o l o v e r a p r o l o n g e d p e r i o d a n d

e x p r e s s e d m a r k e r s o f A L D
, a n im a l s d i d n o t d e v e l o p h e p a t i c f i b r o s i s - c i r r h o s i s [7 3 ] .
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T a b l e 1 . C o m p a r i s o n o f r o d e n t m o d e l s o f a l c o h o l f e e d i n g . A d a p t e d f r o m [6 4 ] .

M o d e l (n a m e
, s p e c i e s ,

B A C ,

p a t h o l o g y )
L i e b e r - D e C a r l i o r a l l i q u i d d i e t

M i c e
,
R a t s

1 0 0- 1 6 0 m g /d L

A n im a l s d e v e l o p s t e a t o s i s
,

m i n o r i n f l a m m a t o r y i n fi lt r a t e s

A d l i b i t u m o r a l a l c o h o l i n

d r i n k i n g w a t e r

M i c e ,
R a t s

5 0- 10 0 m g /d L

A n im a l s d e v e l o p s t e a t o s i s ,

m i n o r i n fl a m m a t o r y i n fi l t r a t e s

T s u k a m o t o - F r e n c h i n t r a g a s t r i c

c a n n u l a t i o n
,
e n t e r a l f e e d i n g

m o d e l
M i c e

,
R a t s

A s h i g h a s 5 0 0 - 6 0 0 m g / d L ,

d e p e n d i n g o n a m o u n t o f a l c o h o l .

A n im a l s d e v e l o p s t e a t o s i s
,

i n fl a mm a t o r y c e l l i n fi l t r a t i o n ,

n e c r o s i s a n d f i b r o s i s

O r a l g a v a g e

M i c e ,
R a t s

C a n b e i n e x c e s s o f 5 0 0 m g / d L

A n im a l s d e v e l o p s t e a t o s i s a n d
m i l d i n fl a m m a t o r y c e l l i n fi l t r a t e s

A l c o h o l p r ef e r r i n g r o d e n t s

(a l c o h o l -

p r e f e r r i n g (P) , i n b r e e d
a l c o h o l - p r e f e r r i n g (i P ) ,

a n d
a l c o h o l - n o n p r e f e r r i n g (N P ) r a t s )
4 0 - 1 3 0 m g / d L

A n im a l s d o n o t d e v e l o p c i r r h o s i s

A d v a n t a g e s / d i s a d v a n t a g e s

- O r a l d e l i v e r y , s t r i c t n u t r i t i o n a l e q u a l i t y w i t h c o n t r o l s .

- A c t i v a t i o n o f K u p f fe r c e l l s b y i n c r e a s e d L P S
- C a n b e c o m b i n e d w i th o r a l g a v a g e t o m o d e l c h r o n i c -

b i n g e p a t t e r n s o f a l c o h o l c o n s u m p t i o n

- P a t h o l o g i c a l c h a n g e s d o n o t p r o g r e s s b e y o n d s t e a t o s i s
,

m e t a b o l i c o x i d a t i v e s t r e s s i n t h e a b s e n c e o f a s e c o n d a r y
s t r e s s

- M im i c s h u m a n c o n s u m p t i o n a n d d e l i v e r y t o t h e

g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t .

- A c t i v a t i o n o f K u p f fe r c e l l s b y i n c r e a s e d L P S
- P a th o l o g i c a l c h a n g e s d o n o t p r o g r e s s b e y o n d s t e a t o s i s

,

m e t a b o l i c
,
a n d o x i d a t i v e s t r e s s i n t h e a b s e n c e o f a

s e c o n d a r y s t r e s s

- P r o g r e s s i v e p a t h o l o g i c a l c h a n g e s i n c l u d i n g f i b r o s i s w i t h

a c t i v a t i o n o f K u p ff e r c e l l s a n d i n fl a mm a t o r y n e t w o r k s

- L a r g e r d o s a g e o f a l c o h o l t h a n o r a l f e e di n g m e t h o d s
- E n t e r a l d e l i v e r y ,

m a i n t a i n s n u t r i t i o n a l e q u a l i t y w i t h

c o n t r o l s
- R e q u i r e s s u r g i c a l e x p e r t i s e f o r i n s e r t i o n o f c a n n u l a

,

w h i c h r e m a i n s i n p l a c e t hr o u gh d u r a t i o n o f t r e a t m e n t .

- B y p a s s e s e f f e c t s o f a l c o h o l o n o r a l - p h a r y n g e a l m u c o s a

a n d u p p e r G I t r a c t .

- C o n t r i b u t e s t o d y s b i o s i s a n d b a c t e r i a l o v e r g r o w t h i n t h e

G I t r a c t

- B A C m u s t b e c l o s e l y m o n i t o r e d t o a v o i d a l c o h o l t o x i c i t y
- A l l o w s f o r a dm i n i s t r a t i o n o f i n c r e a s e d d o s a g e o f a l c o h o l
- M o d e l s b i n g e d r i n k i n g , m o r e d i f fi c u l t f o r c hr o n i c
c o n s u m p t i o n

- P a t h o l o g i c a l e f f e c t s w h e n c o m b i n e d w i th c h r o n i c o r a l

i n g e s t i o n m im i c s h u m a n p a th o l o g y
- B y p a s s e s o r a l m u c o s a a n d u p p e r G I

- St r e s s f u l f o r a n im a l s
,
w i t h r i s k o f u p p e r G I t r a u m a

- B A C m u s t b e c l o s e l y m o n i t o r e d t o a v o i d a l c o h o l t o x i c i t y
- N a t u r a l o r a l f e e d i n g m o d e l

,
m im i c s h u m a n b e h a v i o r

,

a n im a l s p r o g r e s s i v e l y d e v e l o p H C C i n t h e a b s e n c e o f
c i r r h o s i s (r a t s )

- P a t h o l o g i c a l p r o g r e s s i o n f r o m s t e a t o s i s ,
o x i d a t i v e s t r e s s ,

i n fl a m m a t i o n
,
n e c r o s i s a n d fi b r o s i s a r e u n c h a r a c t e r i z e d
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C h a p t e r 2 .

I n t r o d u c t i o n

A l c o h o l - i n d u c e d l i v e r d a m a g e i s a m a j o r c a u s e o f a c u t e a n d c h r o n i c l i v e r d i s e a s e

w o r l d w i d e [ 6 ] . A l t h o u g h th e e t i o l o g y o f A L D i s k n o w n , a d d i t i o n a l s t u d i e s a r e r e q u i r e d t o

c l a r i f y p a t h w a y s o f p a t h o g e n e s i s a n d s u b s e q u e n t l y p r o v i d e s u f fi c i e n t i n f o r m a t i o n t o d e v e l o p

s t r a t e g i e s f o r p r e v e n t i o n a n d t r e a tm e n t o f t h e t o x i c e f f e c t s o f a l c o h o l

A H i s a s y n d r o m e o f p r o g r e s s i v e
,
i n fl amm a t o r y a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y .

T y p i c a l l y ,
A H i s d e s c r i b e d a s a n a c u t e - o n c h r o n i c t y p e o f l i v e r d a m a g e ,

i n w h i c h a c u t e

e v e n t s o v e r w h e lm t h e a b i l i t y o f t h e l i v e r t o r e s p o n d t o a l c o h o l - i n d u c e d d a m a g e [7 4 ] .

T h e v a r i e t y o f a n im a l m o d e l s h a s c o n t r i b u t e d t o a g r e a t e r u n d e r s t a n d i n g o f

p a t h o l o g i c a l c h a n g e s c a u s e d b y a l c o h o l a n d i t s m e t a b o l i s m
,
a s w e l l a s b y f a c t o r s o t h e r t h a n

a l c o h o l t h a t c a n i n fl u e n c e t h e s e v e r i t y o f l i v e r i n j u r y [ 6 2 ] . H o w e v e r
,
t h e m a j o r i t y o f a n i m a l

m o d e l s o f A L D d o n o t d e v e l o p c l a s s i c a l p a t t e r n s o f a l c o h o l i c l i v e r i n j u r y ,
s u c h a s A H

,
s e e n

i n h u m a n s [ 6 3 ] . T h i s r e fl e c t s t h e c h a l l e n g i n g t a s k t o d e v e l o p a w e l l - c o n t r o l l e d m e c h a n i s t i c

s t u d y m o d e l t h a t r e p l i c a t e s h u m a n l i v e r d i s e a s e .

F o r t h e c u r r e n t s t u d y , t w o e x p e r i m e n t a l d e s i g n s w i t h s p e c i fi c e m p h a s i s o n t h e a c u t e -

o n - c h r o n i c n a t u r e o f A H w e r e d e v e l o p e d . I n o r d e r t o m im i c t h i s p a t t e r n ,
a d m i n i s t r a t i o n o f

l o w d o s e s o f C C I4 , a c o m m o n l y u s e d c h e m i c a l t o i n i t i a t e l i v e r fi b r o s i s i n r o d e n t m o d e l s [ 7 5 ] ,

w e r e f o l l o w e d b y e th a n o l t r e a t m e n t (a t r i g g e r ) . T h e s e q u e n t i a l a dm i n i s t r a t i o n o f C C I4 a n d

e t h a n o l n o t o n l y r e p r o d u c e s a n a c u t e - o n - c h r o n i c p a t t e r n , b u t a l s o h e l p s t o a v o i d b i a s t h a t

a dj u v a n t a g e n t s c o m b i n e d w i t h e t h a n o l c a n t h e m s e l v e s i n d u c e l i v e r d a m a g e .
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T a b l e 1 . C o m p a r i s o n o f r o d e n t m o d e l s o f a l c o h o l f e e d i n g . A d a p t e d f r o m [ 64 ] .

M o d e l (n a m e
,
s p e c i e s

,
B A C

,

p a t h o l o g y )
A d v a n t a g e s / d i s a d v a n t a g e s

L i e b e r - D e C a r l i o r a l l i q u i d d i e t

M i c e , R a t s

10 0 - 16 0 m g / d L

A n im a l s d e v e l o p s t e a t o s i s ,

m i n o r i n f l a n m i a t o r y i n fi l t r a t e s

- O r a l d e l i v e r y ,
s t r i c t n u t r i t i o n a l e q u a l i t y w i t h c o n t r o l s .

- A c t i v a t i o n o f K u p f f e r c e l l s b y i n c r e a s e d L P S
- C a n b e c o m b i n e d w it h o r a l g a v a g e t o m o d e l c h r o n i c -

b i n ge p a t t e r n s o f a l c o h o l c o n s u m p t i o n
- P a t h o l o g i c a l c h a n g e s d o n o t p r o g r e s s b e y o n d s t e a t o s i s

,

m e t a b o l i c o x i d a t i v e s t r e s s i n t h e a b s e n c e o f a s e c o n d a r y
s t r e s s

A d l i b i t u m o r a l a l c o h o l i n

d r i n k i n g w a t e r

M i c e , R a t s

50 - 10 0 m g/ d L

A n im a l s d e v e l o p s t e a t o s i s
,

m i n o r i n fl am m a t o r y i n fi l t r a t e s

- M im i c s h u m a n c o n s u m p t i o n a n d d e l i v e r y t o t h e

g a s t r o i n t e s t i n a l t r a c t .

- A c t i v a t i o n o f K u p f f e r c e l l s b y i n c r e a s e d L P S
- P a t h o l o g i c a l c h a n g e s d o n o t p r o g r e s s b e y o n d s t e a t o s i s

,

m e t a b o l i c
,
a n d o x i d a t i v e s t r e s s i n t h e a b s e n c e o f a

s e c o n d a r y s t r e s s

T s u k a m o t o - F r e n c h i n t r a g a s t r i c

c a n n u l a t i o n
,
e n t e r a l f e e d i n g

m o d e l
M i c e

,
R a t s

A s h i g h a s 5 0 0 - 6 0 0 m g / d L ,

d e p e n d i n g o n a m o u n t o f a l c o h o l .

A n im a l s d e v e l o p s t e a t o s i s ,

i n fl a m m a t o r y c e l l i n fi l t r a t i o n
,

n e c r o s i s a n d fi b r o s i s

- P r o g r e s s i v e p a t h o l o g i c a l c h a n g e s i n c l u d i n g f i b r o s i s w i t h

a c t i v a t i o n o f K u p f f e r c e l l s a n d i n fl a mm a t o r y n e t w o r k s

- L a r g e r d o s a g e o f a l c o h o l t h a n o r a l f e e d i n g m e th o d s
- E n t e r a l d e l i v e r y ,

m a i n t a i n s n u t r i t i o n a l e q u a l i t y w i t h

c o n t r o l s
- R e qu ir e s s u r g i c a l e x p e r t i s e f o r i n s e r t i o n o f c a i m u l a ,

w h i c h r e m a i n s i n p l a c e t h r o u gh d u r a t i o n o f t r e a t m e n t .

- B y p a s s e s e f f e c t s o f a l c o h o l o n o r a l - p h a r y n g e a l m u c o s a

a n d u p p e r G l t r a c t .

- C o n t r i b u t e s t o d y s b i o s i s a n d b a c t e r i a l o v e r g r o w t h i n t h e

G I t r a c t
- B A C m u s t b e c l o s e l y m o n i t o r e d t o a v o i d a l c o h o l t o x i c i t y

O r a l g a v a g e

M i c e ,
R a t s

C a n b e i n e x c e s s o f 5 0 0 m g /d L

A n im a l s d e v e l o p s t e a t o s i s a n d

m i l d i n fl a m m a t o r y c e l l i n fi l t r a t e s

- A l l o w s f o r a d m i n i s t r a t i o n o f i n c r e a s e d d o s a g e o f a l c o h o l
- M o d e l s b i n g e dr i n k i n g , m o r e d i f fi c u l t f o r c h r o n i c
c o n s u m p t i o n

- P a t h o l o g i c a l e f f e c t s w h e n c o m b i n e d w i t h c h r o n i c o r a l
i n g e s t i o n m i m i c s h u m a n p a t h o l o g y
- B y p a s s e s o r a l m u c o s a a n d u p p e r G I
- St r e s s f u l f o r a n im a l s

, w i t h r i s k o f u p p e r G I t r a u m a

- B A C m u s t b e c l o s e l y m o n i t o r e d t o a v o i d a l c o h o l t o x i c i t y

A l c o h o l p r ef e r r i n g r o d e n t s

(a l c o h o l -

p r e f e r r i n g (P ) ,
i n b r e e d

a l c o h o l -

p r e f e r r i n g (i P ) , a n d

a l c o h o l - n o n p r e f e r r i n g (N P ) r a t s )
4 0 - 13 0 m g / d L

A n im a l s d o n o t d e v e l o p c i r r h o s i s

- N a t u r a l o r a l f e e d i n g m o d e l , m im i c s h u m a n b e h a v i o r
,

a n im a l s p r o g r e s s i v e l y d e v e l o p H C C i n t h e a b s e n c e o f
c i r r h o s i s (r a t s )

- P a t h o l o g i c a l p r o g r e s s i o n f r o m s t e a t o s i s
,
o x i d a t i v e s t r e s s

,

i n fl a m m a t i o n
,
n e c r o s i s a n d f i b r o s i s a r e u n c h a r a c t e r i z e d

17
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T h e r e s u l t s o f t h e f i r s t e x p e r i m e n t d e m o n s t r a t e t h a t b i n g e e t h a n o l f e e d i n g v i a o r a l

g a v a g e c a u s e d m i n im a l e f f e c t i n l i v e r t i s s u e s o f m i c e i n d i c a t i n g t h i s m o d e l w a s n o t

s u c c e s s f u l f o r t h e d e v e l o p m e n t o f a l c o h o l - i n d u c e d h ep a t i t i s c l i n i c a l l y r e l e v a n t t o t h a t s e e n i n

h u m a n s . I n c o n t r a s t , t h e r e s u l t s o f t h e s e c o n d s t u d y w i t h t h e a dm i n i s t r a t i o n o f l o w d o s e s o f

C C I4 w i t h f o l l o w i n g c o n s u m p t i o n o f a l c o h o l l i q u i d d i e t r e s u l t e d i n t h e d e v e l o p m e n t o f

s t e a t o s i s
,
n e c r o s i s

,
b r i d g i n g f i b r o s i s

,
a n d i n fl a m m a t o r y l e s i o n s

,
w h i c h w e r e e x a c e r b a t e d o v e r

t h e t im e p e r i o d . T h e s e h i s t o p a t h o l o g i c a l fi n d i n g s a l l o w e d u s t o c o n c l u d e t h a t t h i s m o d e l

r e p r e s e n t s l i v e r p a t h o l o g i c a l c h a n g e s t h a t m im i c f e a t u r e s o f a l c o h o l i c h e p a t i t s i n h u m a n s .

1 9
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C h a p t e r 3 .

M a t e r i a l s a n d M e t h o d s .

3 . 1 . A n i m a l s a n d e x p e r im e n t a l d e s i g n o f m o d if i e d a c u t e - o n - c h r o n i c b i n g e e t h a n o l f e e d i n g

m o d e l .

M a l e
,
s i x - w e e k o l d

,
C 5 7 B L /6 J m i c e (J a c k s o n L a b o r a t o r }

' B a r H a r b o r
,
M E ) (n = 7 0 )

w e r e h o u s e d i n r e gu l a r c a g e s i n a t e m p e r a t u r e - c o n t r o l l e d (2 4
° C ) r o o m

,
w i t h a 12 / 12 - hr

l i g h t / d a r k c y c l e ,
a n d g i v e n a d l i b i t u m a c c e s s t o p u r i f i e d w a t e r a n d fo o d . T h e e x p e r im e n t a l

d e s i g n i s d e s c r i b e d i n F i g u r e 4
, p a n e l A .

T im e - p o i n t s

Od 4 d 6d 8d
CC l j / o l i v e o i l i n j e c t io n s y "¥ ' ¥ '¥

d a y s 1 8 1 5 2 2 29 3 6 4 2 4 6 55

F i g u r e 4 . A . E x p e r i m e n t a l d e s i g n o f m o d i fi e d b i n g e e t h a n o l f e e d i n g m o d e l

A f te r a n a c c l im a t i o n p e r i o d (4 d a y s ) , t h e m i c e w e r e r a n d o m l y a l l o c a t e d i n t o f o u r

g r o u p s . T w o g r o u p s w e r e i n j e c t e d i n t r a p e r i t o n e a l l y w i t h o l i v e o i l v e h i c l e w h i l e t h e o t h e r t w o

g r o u p s r e c e i v e d i n j e c t i o n s o f C C I4 (0 . 2 m l / k g ,
d i l u t e d i n o l i v e o i l ) t w i c e a w e e k f o r 6 w e e k s

E tO H t r e a tm e n t w a s i n i t i a t e d i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ,
3 d a y s a ft e r t h e fi n a l i n j e c t i o n

o f C C I 4 o r o l i v e o i l . E t O H (4 - 5 g /k g ) o r s a l i n e w e r e a d m i n i s t e r e d t h r o u gh d a i l y g a v a g e s f o r 8
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•

d a y s . A l c o h o l t r e a t m e n t w a s i n i t i a t e d w i t h a d o s e 4 g / k g . O n t h e n e x t t w o d a y s o f t h e g a v a g e

fe e d i n g p e r i o d th e d o s e w a s i n c r e a s e d t o 5 g /k g . T h e i n c r e a s e i n a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n c a u s e d

t h e s u r v i v a l r a t e o f m i c e t o d e c r e a s e .
B e c a u s e o f t h a t

,
w e d e c r e a s e d a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n t o

4 g / k g a n d m a i n t a i n e d th i s E t O H c o n c e n t r a t i o n t hr o u g h o u t t h e r e s t o f t h e f e e d i n g p e r i o d .

M i c e w e r e w e i g h e d da i l y . M i c e w e r e s a c r i f i c e d a t 0 d a y s ,
4 d a y s , 6 d a y s , a n d 8 d a y s o f

a l c o h o l t r e a tm e n t . B e f o r e s a c r i f i c e ,
m i c e w e r e a n e s t h e t i z e d w i t h n e m b u t a l ( 10 0 m g/ k g

i n t r a p e r i t o n e a l i n j e c t i o n ) . T h e l i v e r s
,
k id n e y s ,

a n d s t o m a c h s w e r e e x c i s e d a n d s t o m a c h

c o n t e n t s
,
b l o o d

,
a n d u r i n e w e r e c o l l e c t e d . A s l i c e o f t h e m e d i a n l o b e o f t h e l i v e r a n d a s l i c e

o f t h e k i d n e y f r o m e a c h a n im a l w a s fi x e d i n 10% n e u t r a l b u f f e r e d f o r m a l i n f o r 4 8 h o u r s .

H i s t o p a t h o l o g i c a l e x a m i n a t i o n w a s c o n du c t e d u s i n g h e m a t o x y l i n a n d e o s i n - s t a i n e d a n d

M a s s o n
'

s t r i c h r o m e - s t a i n e d s e c t i o n s . T h e r e m a i n i n g t i s s u e w a s f r o z e n imm e d i a t e l y i n l i q u i d

n i t r o ge n a n d s t o r e d a t - 8 0 ° C f o r s u b s e q u e n t a n a l y s i s . A l l a n im a l s w e r e t r e a t e d h u m a n e l y a n d

w it h r e g a r d f o r a l l e v i a t i o n o f s u f f e r i n g . T h e e x p e r i m e n t s w e r e a p p r o v e d b y t h e I n s t i t u t i o n

A n im a l C a r e a n d U s e C o mm i t t e e a t t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l .

3 . 2 . A n i m a l s a n d e x p e r i m e n t a l d e s ig n o f m o d ifi e d a l c o h o l l i q u i d d i e t m o d e l .

M a l e
,
s i x - w e e k o l d

,
C 5 7 B L / 6J m i c e (J a c k s o n L a b o r a t o r y ) (n = 6 4 ) w e r e h o u s e d i n

r e g u l a r c a g e s i n a t e m p e r a t u r e - c o n t r o l l e d (24
° C ) r o o m

,
w i t h a 12 / 12 - h r l i g h t / d a r k c y c l e , a n d

g i v e n a d l i b i t u m a c c e s s t o p u r i fi e d w a t e r a n d f o o d . F i g u r e 4 , P a n e l B s h o w s t h e e x p e r im e n t a l

d e s i g n o f t h e s t u d y .

2 1
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' T ir r . e -

p o i n l s

Od 4 vv 5w 6 w
e c u / o l i v e o i l i n je c t i o n s ^ ^ 4^ >k 4^

w w w w w w
1
—

\
—

\
—

\
—

r M o d i fi e d l iq u isLi l l^ >l d ie t / H FD

da y s 1 8 1 5 2 2 29 36 4 2 4 6 8 8

F i g u r e 4 . B . E x p e r i m e n t a l d e s i g n o f a l c o h o l l i q u i d d i e t m o d e l .

A f te r a n a c c l im a t i z a t i o n p e r i o d (4 d a y s ) , t h e m i c e w e r e r a n d o m l y a l l o c a t e d t o f o u r

g r o u p s . T w o g r o u p s r e c e i v e d i n t r a p e r i t o n e a l i n j e c t i o n s o f o l i v e o i l v e h i c l e , w h i l e t h e o t h e r

t w o g r o u p s r e c e i v e d i n j e c t i o n s o f C C I 4 (0 . 2 m l /k g ,
d i l u t e d i n o l i v e o i l ) t w i c e a w e e k f o r 6

w e e k s . A l c o h o l t r e a t m e n t w a s i n i t i a t e d 3 d a y s a ft e r t h e l a s t i n j e c t i o n o f C C I4 o r o l i v e o i l . A t

t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u dy ,
t h e m i c e w e r e f e d a d l i b i t u m a m o d i f i e d L i e b e r - D e C a r l i h i g h

f a t l i q u i d d i e t (H F D ; C a t # 7 10 2 7 0 ; D y e t s ,
I n c ,

B e t h l e h e m ,
P A ) f o r 6 w e e k s . T h e d i e t

c o n t a i n e d 3 5% o f c a l o r i e s f r o m f a t (c o m o i l ) ,
12% f r o m c a r b o h y d r a t e ,

1 8% fr o m p r o t e i n ,

3 5%) f r o m m a l t o s e d e x t r i n
,
a n d a n a d d i t i o n a l 3 5% fr o m e th y l a l c o h o l (e x p e r im e n t a l g r o u p s ) .

A l c o h o l t r e a t m e n t w a s i n i t i a t e d w i t h a d o s e 5 g / k g /d a y a n d g r a d u a l l y i n c r e a s e d t o 17

g/ k g /d a y b y d a y 19 o f e t h a n o l t r e a t m e n t . A n a t t e m p t t o i n c r e a s e t h e d o s e o f E t O H t o 2 1

g/ k g /d a y d i d n o t s u c c e e d e d ; m i c e s t a r t e d t o d r a s t i c a l l y l o s e w e i g ht . B e c a u s e o f t h a t
,
w e

d e c r e a s e d a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n i n t h e d i e t t o 1 7 g /k g / d a y a n d m a i n t a i n e d th i s E t O H

c o n c e n t r a t i o n t h r o u gh o u t t h e r e s t o f t h e f e e d i n g p e r i o d . D u r i n g t h e s t u d y , t h e m i c e h a d f r e e

a c c e s s t o n o n - c a l o r i c r o d e n t c h o w p e l l e t s . E a c h g r o u p o f m i c e w a s t r e a t e d i n a n i d e n t i c a l

m a i m e r . A n im a l s w e r e e u t h a n i z e d a t 0 d a y ,
4

,
5

,
a n d 6 w e e k s o f a l c o h o l c o n s u m p t i o n . B e f o r e

s a c r i f i c e m i c e w e r e a n e s t h e t i z e d w i t h n e m b u t a l ( 10 0 m g/ k g i n t r a p e r i t o n e a l i n j e c t i o n ) . T h e

l i v e r s
,
k i d n e y s , a n d s t o m a c h s w e r e e x c i s e d a n d s t o m a c h c o n t e n t s

,
b l o o d

,
a n d u r i n e w e r e

2 2
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c o l l e c t e d . A s l i c e o f t h e m e d i a n l o b e o f t h e l i v e r
,
a s w e l l a s a s l i c e o f t h e k i d n e y f r o m e a c h

a n im a l w a s fi x e d i n 1 0 % n e u t r a l b u f f e r e d f o r m a l i n f o r 4 8 h o u r s . H i s t o p a t h o l o g i c a l

e x a m i n a t i o n w a s c o n d u c t e d o n s e c t i o n s s t a i n e d w i th h e m a t o x y l i n a n d e o s i n , a n d M a s s o n
'

s

t r i c hr o m e - s t a i n . T h e r e m a i n i n g t i s s u e w a s f r o z e n im m e d i a t e l y i n l i q u i d n i t r o g e n a n d s t o r e d a t

- 8 0 ° C fo r s u b s e q u e n t a n a l y s i s . A l l a n i m a l s w e r e t r e a t e d h u m a n e l y a n d w i t h r e g a r d f o r

a l l e v i a t i o n o f s u f f e r i n g . T h e e x p e r im e n t s w e r e a p p r o v e d b y t h e I n s t i t u t i o n A n im a l C a r e a n d

U s e C o m m i t t e e a t t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l i n a a t C h a p e l H i l l .

S e r u m s a m p l e s w e r e a n a l y z e d f o r c o m m o n b i o m a r k e r s o f l i v e r i n j u r y a l a n i n e

a m i n o t r a n s f e r a s e (A L T ) ,
a s p a r t a t e a m i n o t r a n s f e r a s e (A ST ),

a l k a l i n e p h o s p h a t a s e (A L K P )

a n d l e v e l s o f s e r u m a l b u m i n b y u s i n g a n a u t o m a t e d b l o o d c h e m i c a l a n a l y z e r
,
V T 3 5 0 O r t h o -

C l i n i c a l D i a g n o s t i c s C o m p a n y (R o c h e s t e r
,
N Y ) .

L i v e r s e c t i o n s w e r e fi x e d i n 10% n e u t r a l b u f f e r e d f o r m a l i n
,
e m b e d d e d i n p a r a f fi n

a n d s e c t i o n e d a t a 5 |am t h i c k n e s s . A f te r w a r d s t h e s e s e c t i o n s w e r e s t a i n e d w i t h h e m a t o x y l i n

a n d e o s i n a n d M a s s o n
'

s t r i c h r o m e . H e m a t o x y l i n a n d e o s i n s t a i n e d s e c t i o n s w e r e e v a l u a t e d

f o r s e v e r a l h i s t o l o g i c a l i n d i c e s . Sc o r i n g w a s p e r f o r m e d b y t w o v e t e r i n a r y p a t h o l o g i s t s . F o r

s t e a t o s i s
,
t h e e x t e n t o f l e s i o n s w a s s c o r e d b a s e d o n t h e a f f e c t e d a r e a o f t h e l i v e r c e l l s a s

f o l l o w s : 1 < 10 % ,
2 < 2 5%

,
3 < 5 0% a n d 4 > 5 0 % . O t h e r l e s i o n s

,
s u c h a s h y p e r t r o p h y ,

a n i s o n u c l e o s i s ,
v a c u o l i z a t i o n

,
a n d c e l l u l a r i n fi l t r a t i o n a n d p i gm e n t - l a d e n

m a c r o p h a g e s / i n fl a m m a t i o n
,
w e r e g r a d e d i n t h e s t a n d a r d m a i m e r : 1 - m i n im a l

,
2 - s l i g h t , 3 -

m o d e r a t e a n d 4 - s e v e r e .

F i b r o s i s s c o r e w a s b a s e d o n t h e c o u n t o f r e l a t i v e p r o p o r t i o n o f c o l l a g e n

a c c u m u l a t i o n t o t h e n o r m a l l i v e r t i s s u e
,
a n d c a l c u l a t e d f o r M a s s o n

'

s t r i c h r o m e - s t a i n e d l i v e r

2 3
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t i s s u e s e c t i o n s u s i n g im a g e a n a l y s i s s o ft w a r e (I m a g e - P r o P l u s . 5 . 1
,
M e d i a C y b e r n e t i c s , I n c . ,

R o c k v i l l e
,
M D ) .

Q u a n t i t a t i v e r e v e r s e - t r a n s c r i p t i o n p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (q R T - P C R ) .
T o t a l

R N A w a s e x t r a c t e d f r o m m o u s e l i v e r t i s s u e s u s i n g Qi a g e n m iR N e a s y k i t s (Qi a g e n Sc i e n c e s ,

I n c ; G e r m a n t o n ,
M D ).

C o m p l e m e n t a r y D N A (c D N A ) w a s s y n t h e s i z e d u s i n g t h e H i g h -

C a p a c i t y c D N A R e v e r s e T r a n s c r i p t i o n K i t (A p p l i e d B i o s c i e n c e s
,
C a r l s b a d

,
C A ) . G e n e

e x p r e s s i o n w a s d e t e r m i n e d f o r t h e n e x t g e n e s : a c t i n ,
a l p h a 2 ,

s m o o th m u s c l e
,
a o r t a (A c t a 2 )

a n d t i s s u e i n h i b i t o r o f m e t a l l o p r o t e i n a s e ( T i mp I ) . A l l p r im e r s w e r e p u r c h a s e d f r o m A p p l i e d

B i o s y s t e m s (C a r l s b a d , C A ) a n d t h e i r g e n e e x p r e s s i o n a s s a y n u m b e r s a r e M m 0 0 7 2 54 12 _ s l

a n d Mm 0 0 4 4 18 18_ m l
,
r e s p e c t i v e l y . T h e r e l a t i v e l e v e l o f m R N A f o r e a c h g e n e w a s

d e t e r m i n e d u s i n g t h e 2
^ ^ '

m e t h o d [ 7 6 ] a s c o m p a r e d t o t h e h o u s e k e e p i n g g e n e g l u c u r o n i d a s e
,

b e t a (G u s b) (g e n e e x p r e s s i o n a s s a y n u m b e r M m 0 0 4 4 6 9 5 3 _ m l ) .
T h e r e s u l t s a r e p r e s e n t e d a s a

fo l d c h a n g e f o r e a c h m R N A i n t h e l i v e r o f m i c e t r e a t e d w i t h E t O H a n d p r e - i n j e c t e d w i t h

C C I4 t o t h o s e f r o m m i c e w h o w e r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d p r e v i o u s l y r e c e i v e d i n j e c t i o n s o f

C C I4 .

St a t i s t i c a l a n a l y s i s . R e s u l t s a r e p r e s e n t e d a s m e a n ± SD . S t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e

p e r f o r m e d u s i n g o n e - w a y A N O V A w i th p a i r - w i s e c o m p a r i s o n b y T u k e y
'

s t e s t b e t w e e n t h e

g r o u p s w i t h i n e a c h t im e -

p o i n t ,
w it h t h e e x c e p t i o n o f 0 d a y t im e -

p o i n t .
A n u n p a i r e d tw o -

t a i l e d St u d e n t '

s t - t e s t w a s u s e d t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e b e t w e e n g r o u p s f r o m t h e

0 d a y t im e - p o i n t . St a t i s t i c a l a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d u s i n g G r a p h p a d P r i s m s o ft w a r e

( G r a p h P a d So ft w a r e I n c
,
L a J o Ua ,

CA ) ; p - v a l u e s < 0 . 0 5 w e r e c o n s i d e r e d s i g n i f i c a n t .
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C h a p t e r 4

R e s u l t s .

4 . 1 . R e s u l t s o f m o d if i e d a c u t e - o n - c h r o n i c b i n g e e t h a n o l f e e d i n g .

4 . 1 . 1 . B o dy a n d l i v e r w e ig h t .

B o d y w e i g h t w a s m e a s u r e d t o m o n i t o r t h e o v e r a l l h e a l t h o f m i c e t h r o u gh o u t t h e

e x p e r im e n t . F i g u r e 5 s h o w s b o d y w e i gh t c h a n g e d u r i n g th e s t u d y . N o t i c e a b l e 6% d e c r e a s e i n

b o d y w e i g h t w a s o b s e r v e d a ft e r a d m i n i s t r a t i o n o f t r e a t m e n t a n d v e h i c l e t h r o u g h o r a l g a v a g e

(d a y 4 6 ) . T h i s m a y b e e x p l a i n e d b y s t r e s s a n d c h a n g e i n e a t i n g h a b i t s d u e t o e s o p h a g u s

i r r i t a t i o n c a u s e d b y t h e p r o c e d u r e . A ft e r m i c e a dj u s t e d t o t h e p r o c e d u r e , o n d a y 4 8 t h e i r b o d y

w e i g h t i n c r e a s e d .

i s 1 2 5

£ 1 2 0

% 1 15

o 1 10

• 0 0 + S a l i n e

• 0 0 + E t O H

• C C I4 + Sa l i n e

• C C I4 + Et O H

15 2 2 29 3 6 4 3

T im e -

p o i n t
,
d a y s o f g a v a g e

5 0 5 7

F i g u r e 5 . B o d y w e i g h t c h a n g e d u r i n g t h e s t u d y . 0 0 + Sa l i n e - r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l g r o u p
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t h a t r e c e i v e d v e h i c l e o n l y ; 0 0 + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d

t r e a t e d w i t h E t O H i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U+ S a l i n e - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t

w a s p r e t r e a t e d w i t h C C U a n d r e c e i v e d v e h i c l e i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U+ E t O H -

r e p r e s e n t s t h e g r o u p th a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 , a n d t r e a t e d w i t h e t h a n o l i n t h e s e c o n d

s t a g e . 0 0 - o l i v e o i l ; S a l i n e - N a C l 0 . 9% ; E tO H - e t h a n o l ; C C I4 - c a r b o n t e t r a c h l o r i d e .

D u r i n g s a c r i f i c e
,
l i v e r w e i g h t w a s d e t e r m i n e d a n d a dj u s t e d t o b o d y w e i gh t . F i g u r e 6

s h o w s t h e r e w e r e n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n g r o u p s p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d

g r o u p s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 ,
a s w e l l a s b e t w e e n g r o u p s t h a t w e r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d

g r o u p s t r e a t e d w i t h e t h a n o l .

. 2 0 . 0 6

9> 0 . 04

o 0 . 0 2

□ 0 0 + Sa lin e

n OO EtOH

■ i CCI4 - i - S a lin e

■ CC I4+ EtOH

Od 4 d 6 d 8d
Tim e -

p o in t , d a y s

F i g u r e 6 . L i v e r t o b o d y w e i g h t r a t i o . 0 0 + S a l i n e - r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l gr o u p th a t
r e c e i v e d v e h i c l e o n l y ; 0 0 + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d t r e a t e d
w i t h E t O H i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U + Sa l i n e - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s

p r e t r e a t e d w i t h C CU a n d r e c e i v e d v e h i c l e i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U+ E t O H -

r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 , a n d t r e a t e d w i t h e t h a n o l i n t h e s e c o n d
s t a g e . 0 0 - o l i v e o i l ; S a l i n e - N a C l 0 . 9% ; E t O H - e t h a n o l ; C C I4 - c a r b o n t e t r a c h l o r i d e .

S t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g o n e - w a y A N O V A w i th p a i r w i s e c o m p a r i s o n

T u k e y
'

s t e s t b e tw e e n t h e gr o u p s w i t h i n 4 d a y ,
6 d a y , a n d 8 d a y t im e - p o i n t s . U n p a i r e d tw o -

t a i l e d St u d e n t '

s t - t e s t w a s u s e d t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e b e t w e e n g r o u p s f r o m t h e
0 d a y t im e - p o i n t .
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4 . 1 . 2 . A n a ly s i s of s e r u m m a r k e r s o f l i v e r i n j u r y .

T r a n s a m i n a s e e n z y m e s
,
A L T a n d A S T

,
t o g e t h e r w i t h A L K P a r e k n o w n b i o m a r k e r s

o f c e l l d a m a g e c a u s e d b y a s p e c t r u m o f p a th o l o g i c a l i n j u r y t h a t o c c u r s i n l i v e r d i s e a s e

i n c l u d i n g s t e a t o s i s
,
i n f l a m m a t i o n

,
a p o p t o s i s

,
a n d f i b r o s i s . H y p o a l b u m i n e m i a c a n a l s o b e a n

i n d i c a t o r o f l i v e r p a t h o l o g y . S e r u m s a m p l e s w e r e a n a l y z e d f o r t h e s e b i o m a r k e r s (F i g u r e 7
,

P a n e l s A - D ) . A s c a n b e n o t i c e d f r o m t h e f i g u r e , b i o m a r k e r s d i d n o t s h o w r e s p o n s e t o a l c o h o l

t r e a t m e n t a s t h e l e v e l s o f t h e i r a c t i v i t y w e r e i n r a n g e o f n o r m a l c l i n i c a l c h e m i s t r y v a l u e s .

A l b u m i n c o n c e n t r a t i o n l e v e l r e m a i n e d t h e s a m e a c r o s s a l l gr o u p s
,
a l t h o u gh i n t h e g r o u p

t r e a t e d w i t h E t O H
,
a t t h e 8 d a y t im e - p o i n t c o n c e n t r a t i o n o f a l b u m i n w a s s i g n i f i c a n t l y h i gh e r

t h a n i n t h e g r o u p t r e a t e d w i t h C C I4 o n l y (2 . 5 g / d L c o m p a r e d t o 2 . 1 g / d L r e s p e c t i v e l y ) . A L K P

a c t i v it y w a s s l i g h t l y (- 2 0 u n i t s ) e l e v a t e d i n g r o u p s p r e t r e a t e d w it h C C I4 , a l t h o u g h s t a t i s t i c a l

a n a l y s i s s h o w e d t h a t t h i s c h a n ge w a s n o t s i g n i f i c a n t . L e v e l s o f A ST a c t i v i t y i n c o n s i s t e n t l y

v a r i e d a c r o s s t h e g r o u p s a n d t im e - p o i n t s . A t t h e 0 d a y t im e - p o i n t t h e r e w a s a s i g n i f i c a n t

d i f f e r e n c e i n A ST a c t i v i t y b e tw e e n t h e g r o u p t r e a t e d w i t h o i l a s a v e h i c l e a n d t h e g r o u p

t r e a t e d w i t h C C I4 a l o n e (5 2 . 6 U / L c o m p a r e d t o 6 5 . 2 U / L r e s p e c t i v e l y ) . T h e r e w a s n o

s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n t h e l e v e l s o f A L T a c t i v i t y i n a l l g r o u p s ,
a n d t h e d i f f e r e n c e b e t w e e n

g r o u p s t h a t w e r e s a c r i f i c e d o n 0 d a y t im e -

p o i n t (~ 3 0 u n i t s ) w a s f o u n d t o b e i n s i g n i f i c a n t .
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O ) 2 -

O

Od 4 d 6 d 8 d

T im e - p o i n t ,
d a y s

B .

15 0 n

Od 4 d

CZ D 0 0 + S a l in e

n n o o + Et O H

^ C C I4 + S a lin e

H C C I4 + Et O H

O 0 0 + Sa li n e

□ 0 0 + E tOH

■ CC I4 + Sa l i n e

■ i CC I4 + EtOH

T i m e - p o i n t ,
d a y s
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c .

4 00 1

t S 2 0 0 -

* • *

< 1 0 0 -

CZ I 0 0 + S a l i n e

CD O O +E tO H

^ C C I4 + S a l i n e

^ C C I4 + E t O H

Od 4 d 6 d

T im e - p o i n t ,
d a y s

D .

1 5 0 -
,

1 0 0 -

I
—

I 0 0 + S a li n e

CZ 3 0 0 + E t O H

■ i C C I4 + S a li n e

IH C C I4 4£ t O H

Od 4 d 6 d 8 d
T im e - p o i n t , d a y s

F i g u r e 7 . A c t i v i t y o f b i o m a r k e r s o f l iv e r i n j u r y . A - A l b u m i n c o n c e n t r a t i o n ; B - A l k a l i n e

p h o s p h a t a s e a c t i v i t y ; C - A s p a r t a t e a m i n o t r a n s f e r a s e a c t i v i t y ; D - A l a n i n e a m i n o t r a n s f e r a s e

a c t i v it y . D a t a a r e e x p r e s s e d i n a b s o l u t e u n i t s . N o r m a l r e f e r e n c e c l i n i c a l c h e m i s t r y v a l u e s f o r

m i c e a r e : A l b = 2 . 5 - 3 g /d l ; A L T = 17- 7 7 U /L ; A ST = 54 - 2 9 8U / L ; A L K P = 3 5 - 9 6 U / L
0 0 + Sa l i n e - r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l g r o u p t h a t r e c e i v e d v e h i c l e o n l y ; 0 0 + E t O H - r e p r e s e n t s

t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d t r e a t e d w i t h E t O H i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ;

C C U + Sa l i n e - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d r e c e i v e d v e h i c l e i n t h e

s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U+ E t O H - r e p r e s e n t s t h e gr o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 ,
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a n d t r e a t e d w i t h e t h a n o l i n t h e s e c o n d s t a g e . 0 0 - o l iv e o i l ; Sa l i n e - N a C l 0 9 % ; E tO H -

e t h a n o l ; C C I4 - c a r b o n t e t r a c h l o r i d e . St a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g o n e - w a y

A N O V A w i t h p a i r w i s e c o m p a r i s o n T u k e y
'

s t e s t b e t w e e n t h e g r o u p s w i t h i n 4 d a y , 6 d a y ,

a n d 8 d a y t im e -

p o i n t s . U n p a i r e d tw o - t a i l e d St u d e n t
'

s t - t e s t w a s u s e d t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l

s i g n i f i c a n c e b e tw e e n g r o u p s fr o m t h e 0 d a y t im e - p o i n t . A s t e r i s k s d e n o t e s i g n i fi c a n t

d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g t im e - p o i n t .

* -

p < 0 . 0 5 ,

* * * -

p < 0 . 0 0 1
,

n s - n o t s i g n i fi c a n t
, p > 0 . 0 5 .

4 . 1 . 3 , H i s t o p a t h o l o g i c a l e v a l u a t i o n of a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y .

T o e v a l u a t e p o t e n t i a l d e g r e e s o f l i v e r i n j u r y ,
s e c t i o n s o f l i v e r s t a i n e d w i t h

h e m a t o x y l i n a n d e o s i n w e r e e v a l u a t e d f o r s e v e r a l h i s t o l o g i c a l i n d i c e s . B a s e d o n t h e r e s u l t s o f

h i s t o p a t h o l o g i c a l e v a l u a t i o n p r e s e n t e d i n t h e F i g u r e 8
,
t h e a s s u m p t i o n w a s m a d e t h a t t h e r e

w e r e m i n im a l e f f e c t s c a u s e d b y e t h a n o l t r e a t m e n t . A d d i t i o n a l l y , b i n g e f e e d i n g w i t h e t h a n o l

f o r 8 d a y s d i d n o t c a u s e s i g n i fi c a n t p h e n o t y p i c c h a n g e s s u c h a s c h o l e s t a s i s o r n e u t r o p h i l

i n fi l t r a t i o n i n m i c e fr o m b o t h g r o u p s (p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d p r e t r e a t e d w i t h C C I4 ) .

M i c e t r e a t e d w i t h C C I4 ,
r e g a r d l e s s o f E t O H a dm i n i s t r a t i o n , d e v e l o p e d f i b r o t i c

l e s i o n s . I n g r o u p s w i t h l i v e r i n j u r y c a u s e d b y C C I4 ,
l i v e r w a s r e s t o r e d a ft e r C C I4

a dm i n i s t r a t i o n w a s s t o p p e d a n d o n l y m i n im a l h e p a t o c e l l u l a r i n j u r i e s
,
l i k e c e n t r i l o b u l a r

n e c r o s i s , b a l l o o n i n g d e g e n e r a t i o n , a n d f a t t y d e p o s i t i o n
,
w e r e o b s e r v e d . H o w e v e r , b r i d g i n g

fi b r o s i s w a s s t i l l o b s e r v e d i n t h e l i v e r s e c t i o n s o f a n im a l s f r o m g r o u p s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 .
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F i g u r e 8 . L i v e r s e c t i o n s s t a i n e d w i t h h e m a t o x y l i n a n d e o s i n . A - r e p r e s e n t a t i v e l i v e r

s e c t i o n o f a n a n i m a l f r o m th e c o n t r o l g r o u p t h a t r e c e i v e d v e h i c l e o n l y ; B - r e p r e s e n t a t i v e

l i v e r s e c t i o n o f a n a n im a l f r o m t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d t r e a t e d w i t h e t h a n o l i n

t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C - r e p r e s e n t a t i v e l i v e r s e c t i o n o f a n a n i m a l f r o m t h e g r o u p
t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h c a r b o n t e t r a c h l o r i d e a n d r e c e i v e d v e h i c l e i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e

s t u d y ; D - r e p r e s e n t a t i v e l i v e r s e c t i o n o f a n a n im a l f r o m t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h c a r b o n

t e t r a c h l o r i d e a n d t r e a t e d w i t h e t h a n o l i n t h e s e c o n d s t a ge . M a g n i f i c a t i o n s : 2 0 0 X . A r r o w s

s h o w s l i gh t b r i d g i n g f i b r o s i s w i t h m i x e d c e l l u l a r i n fi l t r a t i o n (m a i n l y l y m p h o / m o n o c y t e s ) a n d

p r e s e n c e o f e n l a r g e d n u c l e i (a n i s o n u c l e o s i s ) (p o s s i b l y d u e t o t h e r e p e a t e d d o s i n g o f C C I4 ) .

T o e s t im a t e t h e l e v e l o f fi b r o s i s p r e s e n t ,
M a s s o n

'

s t r i c h r o m e s t a i n i n g o n l i v e r

s e c t i o n s w a s p e r f o r m e d . L i v e r t i s s u e s h a r v e s t e d a t t h e 0 d a y t im e - p o i n t d e m o n s t r a t e d f e a t u r e s

o f f i b r i n a c c u m u l a t i o n a n d i n fl a m m a t o r y l e s i o n s . F i g u r e 9
, p a n e l A s h o w s t h i c k fi b r o u s s e p t a

i n p e r i v a s c u l a r r e g i o n . H o w e v e r , o v e r t h e t i m e p e r i o d a ft e r C C I4 a dm i n i s t r a t i o n w a s s t o p p e d

f i b r o t i c c h a n g e s r e g r e s s e d (F i g u r e 9
,
P a n e l s B a n d C ) .

F i g u r e 10 s h o w s t h a t t h e fi b r o s i s r a t i o (e s t im a t e d a s t h e r a t i o o f c o n n e c t i v e t i s s u e

t o n o r m a l l i v e r t i s s u e ) d e c r e a s e d a ft e r C C I4 a dm i n i s t r a ti o n w a s s t o p p e d a c r o s s t h e t im e -

p o i n t s

(d e c r e a s e u p t o 4 0% c o m p a r e d t o t h e g r o u p f r o m t h e 0 d a y t im e -

p o i n t ) ; h o w e v e r t h e r e w a s

n o s i g n i f i c a n t e f f e c t o f e t h a n o l t r e a tm e n t .

, 3 1
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F i g u r e 9 . L i v e r s e c t i o n s s t a i n e d w i t h M a s s o n
'

s t r i c h r o m e . A a n d B - r e p r e s e n t a t i v e l i v e r

s e c t i o n o f a n im a l s f r o m t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h c a r b o n t e t r a c h l o r i d e a n d r e c e i v e d
v e h i c l e i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y , t h e 0 d a y t im e - p o i n t (A ) a n d 8 d a y t im e -

p o i n t (B ); C
- r e p r e s e n t a t i v e l i v e r s e c t i o n o f a n a n i m a l f r o m th e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h c a r b o n t e t r a c h l o r i d e

a n d t r e a t e d w i t h e t h a n o l i n t h e s e c o n d s t a g e , 8 d a y t im e -

p o i n t . A r r o w s h o w s b r i d g i n g
f i b r o s i s . M a g n i f i c a t i o n 4 0 x .
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1& 1

CO 6 -

Od 4 6 6 d

T im e - p o i n t , d a y s

C C I4 + S a l i n e

C C I4 + E tO H

F i g u r e 1 0 . F i b r o s i s r a t i o i n g r o u p s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 . D a t a a r e p r e s e n t e d i n p e r c e n t

c h a n g e o v e r c o n t r o l . C C U + Sa l i n e - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d

r e c e i v e d v e h i c l e i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U+ E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s

p r e t r e a t e d w i t h C C I 4 ,
a n d t r e a t e d w i t h e t h a n o l i n t h e s e c o n d s t a g e . Sa l i n e - N a C l 0 . 9% ; E t O H

- e t h a n o l ; C C I4 - c a r b o n t e t r a c h l o r i d e . St a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g o n e - w a y

A N O V A w i t h p a i r w i s e c o m p a r i s o n T u k e y
'

s t e s t b e t w e e n t h e g r o u p s w i t h i n 4 d a y ,
6 d a y ,

a n d 8 d a y t im e -

p o i n t s . U n p a i r e d tw o - t a i l e d St u d e n t '

s t - t e s t w a s u s e d t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l

s i g n i f i c a n c e b e tw e e n g r o u p s f r o m th e 0 d a y t i m e -

p o i n t , n s - n o t s i g n i f i c a n t , p > 0 . 0 5

4 . 1 . 4 . H e p a t i c e x p r e s s i o n of A c t a l a n d T i m p l g e n e s .

A c l a 2 a n d T i mp l g e n e s a r e c o mm o n l y u s e d a s a m a r k e r o f m y o f i b r o b l a s t f o rm a t i o n .

T h e r e f o r e
,
t h e e x p r e s s i o n o f t h e s e g e n e s w a s d e t e r m i n e d t o e v a l u a t e i f d i f f e r e n c e s i n t h e i r

e x p r e s s i o n m a y a c c o u n t f o r t h e d i f f e r e n t f i b r o s i s r a t i o . F i g u r e 1 1 p a n e l A s h o w s th e g e n e

e x p r e s s i o n o f A c t a 2 . T h e d e c r e a s e i n g e n e e x p r e s s i o n i n g r o u p s t r e a t e d w i t h C C I4 a t t h e 0 d a y

a n d 6 d a y t im e - p o i n t s i s s t a t i s t i c a l l y i n s i g n i f i c a n t . I n l i v e r t i s s u e h a r v e s t e d a t t h e 4 d a y t im e -

p o i n t i n b o t h g r o u p s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 ,
A c t a 2 e x p r e s s i o n i s s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d (8 2%

a n d 7 8% d e c r e a s e ) c o m p a r e d t o t h e g r o u p i n w h i c h m i c e w e r e p r e t r e a t e d w i t h o l i v e o i l a n d

fe d w i t h a l c o h o l . A t t h e 8 d a y t im e - p o i n t
,
t h e r e w a s a s i g n i f i c a n t 3 1% d i f f e r e n c e i n g e n e
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e x p r e s s i o n b e t w e e n t h e g r o u p t h a t w a s t r e a t e d w i t h o l i v e o i l a n d e t h a n o l a n d t h e g r o u p t h a t

w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d f e d w i th a l c o h o l .

T h e e x p r e s s i o n o f T i mp l b e t t e r c o r r e l a t e s w it h t h e f i b r o s i s r a t i o (F i g u r e 1 1 ,
P a n e l B ) .

I n t h e gr o u p t h a t w a s s a c r i f i c e d a t t h e 0 d a y t im e -

p o i n t ,
t h e r e i s a 15 6% i n c r e a s e i n T i mp l

g e n e e x p r e s s i o n i n t i s s u e s o f m i c e fr o m t h e g r o u p t r e a t e d w i t h C C I4 o n l y a s c o m p a r e d t o

t h o s e f r o m t h e g r o u p t r e a t e d w i t h o l i v e o i l o n l y . H o w e v e r , t h i s d i f f e r e n c e w a s fo u n d t o b e

s t a t i s t i c a l l y i n s i g n i f i c a n t . A t t h e 4 d a y t im e -

p o i n t g e n e e x p r e s s i o n i n t h e g r o u p t r e a t e d w i t h

C C I4 a n d a l c o h o l w a s s i g n i fi c a n t l y h i gh e r t h a n t h a t i n g r o u p s t r e a t e d w i t h o l i v e o i l o n ly a n d

o l i v e o i l f o l l o w e d b y e t h a n o l t r e a tm e n t (5 9% ,
a n d 7 3% r e s p e c t i v e l y ) . I n g r o u p s s a c r i f i c e d

a ft e r 8 d a y s o f e t h a n o l g a v a g e f e e d i n g ,
T i mp l e x p r e s s i o n i n t h e g r o u p t r e a t e d w i t h o l i v e o i l

a n d e t h a n o l w a s 2 4% h i g h e r t h a n i n t h e g r o u p t r e a t e d w i t h C C U a n d e t h a n o l .

* *

o 1 5 0

o 1 0 0

.

C H 0 0 + S a l i n e

CZ I OO Et O H

^ C C I4 + S a l i n e

■ 1 C C I4 + EtO H

T im e - p o in t
,
d a y s
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B .

0 ) 3 0 0

u 2 0 0

* *

IZ H 0 0 + S a l in e

E H O O + Et O H

■ I C C I4 + S a l i n e

■ I C C I4 + Et O H

4 d 6 d £

T im e - p o i n t , d a y s

F i g u r e 1 1. A c t a 2 a n d T i mp l g e n e e x p r e s s i o n . A -

g e n e e x p r e s s i o n o ^ A c t a l
,
B -

g e n e

e x p r e s s i o n o f T i mp l . E x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g q R T - P C R , w i t h G u s b a s t h e

h o u s e k e e p i n g g e n e .
D a t a a r e e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l o f 2 - d C t v a l u e . O l i v e

O i l + Sa l i n e - r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l g r o u p t h a t r e c e i v e d v e h i c l e o n l y ; O l i v e O i l + E t O H -

r e p r e s e n t s t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d t r e a t e d w i t h E t O H i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e

s t u d y ; C C U+ Sa l i n e - r e p r e s e n t s t h e g r o u p th a t w a s p r e t r e a t e d w it h C C I4 a n d r e c e i v e d v e h i c l e

i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U+ Sa l i n e + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s

p r e t r e a t e d w i t h C C I4 , a n d t r e a t e d w i t h e t h a n o l i n t h e s e c o n d s t a g e . 0 0 - o l i v e o i l ; Sa l i n e -

N a C l 0 . 9% ; E t O H - e t h a n o l ; C C I4 - c a r b o n t e t r a c h l o r i d e . St a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d

u s i n g o n e - w a y A N O V A w i t h p a i r w i s e c o m p a r i s o n T u k e y
'

s t e s t b e t w e e n t h e g r o u p s w i t h i n 4

d a y ,
6 d a y ,

a n d 8 d a y t im e -

p o i n t s . U n p a i r e d t w o - t a i l e d St u d e n t '

s t - t e s t w a s u s e d t o d e t e rm i n e

s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e b e tw e e n g r o u p s f r o m t h e 0 d a y t im e -

p o i n t . A s t e r i s k s d e n o t e

s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g t im e - p o i n t .

*
- p < 0 . 0 5

,

* * - p
< 0 . 0 1,

* * * -

p < 0 0 0 1 ,
n s - n o t s i g n i f i c a n t , p > 0 . 0 5 .
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w

4 . 2 .
R e s u l t s o f a l c o h o l l i q u i d d i e t f e e d i n g .

4 . 2 .
1

. B o dy a n d l i v e r w e i g h t .

•

Sim i l a r l y t o t h e p r e v i o u s e x p e r im e n t
,
b o d y w e i gh t o f m i c e a n d t h e i r l i v e r w e i g h t w a s

m e a s u r e d (F i g u r e 12 a n d 13 ) .

1 5 5 1

1 4 5

1 35 -

V
0 0
c

I
S 1 2 5
n o

? 1 15
CO

1 0 5 ;

9 5

8 1 5 2 2 2 9 3 6 4 3 50 5 7 6 4 7 1 7 8 8 5

0 0 + H FD

0 0 + H FD + Et O H

> - CCI4 + H FD

^ CCI4 + H FD + Et O H

Ti m e - p o i n t , d a y s

F i g u r e 12 .
B o d y w e i g h t c h a n g e d u r i n g t h e s t u d y . 0 0 + H F D - r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l g r o u p

t h a t r e c e i v e d v e h i c l e a n d h i gh f a t d i e t ; 0 0 + H F D + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p p r e t r e a t e d

w i t h v e h i c l e a n d f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C I4 + H F D -

r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d f e d w i t h h i g h f a t d i e t i n t h e s e c o n d
s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U + H F D + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 , f e d
w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t in t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y .
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0 . 0 8

^ 0 . 0 6

0 . 0 4 -

B 0 . 0 2 -

IZ D 0 0 + H F D

C U 0 0 + Et O H

tm C C L 4 + H F D

^ C C I4 + H F D + E tO H

4w 5w 6 w

T im e - po i n t , w e e k s

F i g u r e 13 . L i v e r t o b o d y w e i g h t r a t i o . 0 0 + H FD - r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l g r o u p t h a t

r e c e i v e d v e h i c l e a n d h i g h f a t d i e t ; 0 0 + H F D + E tO H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h

v e h i c l e a n d f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C I 4 + H F D -

r e p r e s e n t s t h e g r o u p th a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d f e d w i t h h i g h f a t d i e t i n t h e s e c o n d

s t a g e o f t h e s t u d y ; CC U + H F D + E t O H - r e p r e s e n t s t h e gr o u p th a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 ,

f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y . St a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e

p e r f o r m e d u s i n g o n e - w a y A N O V A w i t h p a i r w i s e c o m p a r i s o n T u k e y
'

s t e s t b e t w e e n t h e

g r o u p s w i t h i n 4 w e e k
,
5 w e e k

,
a n d 6 w e e k t i m e -

p o i n t s . U n p a i r e d t w o - t a i l e d St u d e n t '

s t -

t e s t w a s u s e d t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e b e t w e e n g r o u p s f r o m th e 0 d a y t im e -

p o i n t . A s t e r i s k s d e n o t e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g
t im e -

p o i n t .

* -

p < 0 . 0 5 .

G r o u p s t h a t r e c e i v e d th e m o d i fi e d a l c o h o l l i q u i d d i e t h a d a s l o w e r r a t e o f w e i g h t g a i n

c o m p a r e d t o t h a t i n g r o u p s g i v e n t h e h i gh f a t d i e t T h e d r a m a t i c d e c r e a s e i n b o d y w e i gh t o n

d a y 7 1 r e s u lt e d f r o m t h e a t t e m p t t o i n c r e a s e t h e a l c o h o l c o n s u m p t i o n t o 2 1 g / k g ( F i g u r e 1 2 ) .

A ft e r a l c o h o l c o n s u m p t i o n w a s r e d u c e d t o 17 g/ k g ,
m i c e b e g a n t o g a i n w e i g h t b a c k .

,

F i g u r e 1 3 s h o w s t h a t t h e l i v e r t o b o d y w e i g ht r a t i o o f t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h C C I4

a t t h e 0 d a y t im e -

p o i n t w a s s i g n i fi c a n t l y h i g h e r c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l g r o u p o f t h e

c o r r e s p o n d i n g t im e -

p o i n t . T h e r e w a s n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n t h e l i v e r t o b o d y w e i g h t

r a t i o a c r o s s t h e r e m a i n i n g g r o u p s .
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4 . 2 . 2 . E t h a n o l c o n s u m p ti o n a n d s e r u m a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n .

I n o r d e r t o a dj u s t a l c o h o l c o n s u m p t i o n o f m i c e , t h e i r d i e t u p t a k e p e r d a y w a s

m e a s u r e d . I n g e n e r a l
,
e a c h m o u s e c o n s u m e d a p p r o x im a t e l y 1 0 m l o f d i e t p e r d a y .

B a s e d o n

t h e s e m e a s u r e m e n t s w e w e r e a b l e t o c a l c u l a t e t h e i r a l c o h o l c o n s u m p t i o n . F i g u r e 14 c o n f i r m s

t h a t m i c e f r o m gr o u p s t h a t w e r e f e d a l c o h o l l i q u i d d i e t h a d a p p r o x im a t e l y t h e s a m e r a t e o f

a l c o h o l c o n s u m p t i o n .

2 5 0 0

2 0 . 0 0

1 5 0 0

o 1 0 . 0 0

- ^ O O + H FD + E t O H 4 w

- o - O O + H FD + E t O H 5 w

-
-
- O O + H FD + E t O H 6 w

—^ C C I4 + H F D + E t O H 4 w

^ :- C C I4 + H F D + E t O H 5 w

- > - C C l4 + H F D + E t O H 6 w

1 5 2 2 2 9

T im e - p o i n , d a y s o n d i e t

3 6 4 3

F i g u r e 14 . A l c o h o l c o n s u m p t i o n i n g r o u p s t h a t r e c e i v e d a l c o h o l l i q u i d d i e t . 0 0 + H F D -

r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l g r o u p t h a t r e c e i v e d v e h i c l e a n d h i g h f a t d i e t ; 0 0 + H F D + E t O H -

r e p r e s e n t s t h e gr o u p p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d f e d w i th a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d
s t a g e o f t h e s t u d y ; C C I4 + H F D - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d f e d
w i t h h i g h f a t d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U+ H F D + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p
th a t w a s p r e t r e a t e d w it h C C I4 ,

f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y .
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D u r i n g t h e d i e t p r e p a r a t i o n p r o c e s s
,
m a l t o s e d e x t r i n w a s a d d e d t o t h e a l c o h o l d i e t b y

m i s t a k e . T h u s
,
1m l o f c o n t r o l d i e t h a d 1 K c a l , w h e r e a s i n t h e a l c o h o l d i e t c a l o r i c s t a t u s w a s

1 . 3 6 K c a l / m l . H i gh l e v e l s o f d e x t r o s e i n t h e d i e t w e r e s h o w n t o p r e v e n t a l c o h o l f r o m

s t im u l a t i n g t h e C Y P 2 E 1 e n z y m e
'

s a c t i v i t y . E x p e r im e n t s w i t h a l c o h o l- f e d r a t s c o n f i r m th a t

i n a n im a l s w i t h a l o w p e r c e n t a g e o f d i e t a r y c a l o r i e s d e r i v e d f r o m d e x t r o s e
,
b l o o d a l c o h o l

l e v e l s r e m a i n h i gh a n d l i v e r i n j u r y i n c r e a s e s a s c o m p a r e d w i t h a l c o h o l- f e d r a t s w h o s e d i e t s

c o n t a i n m o r e d e x t r o s e [ 7 7 ] . I n o r d e r t o a n a l y z e w h e th e r o r n o t a n u n e q u a l c a l o r i c s t a t u s

c a u s e d a n y b i a s , w e d e t e r m i n e d a dj u s t e d c a l o r i c u p t a k e b y m i c e f r o m a l l g r o u p F i g u r e 15

s h o w s t h a t t h e d i f f e r e n c e i n c a l o r i c u p t a k e b e t w e e n g r o u p s t h a t r e c e i v e d h i gh fa t d i e t a n d

g r o u p s f e d w i t h m o d i f i e d a l c o h o l l i q u i d d i e t w a s m i n im a l .

- O O + H F D

- O O + H F D + E t O H

- C C L4 + H F D

- C C L4 + H F D + E t O H

8 1 5 2 2 2 9 3 6

T i m e - p o i n t ,
d a y s o n d ie t

4 3

F i g u r e 15 . C a l o r i c u p t a k e f r o m t h e h i g h f a t d i e t . O O + H F D - r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l g r o u p
t h a t r e c e i v e d v e h i c l e a n d h i g h f a t d i e t ; 0 0 + H F D + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p p r e t r e a t e d
w i t h v e h i c l e a n d fe d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u dy ; C C I4 + H F D -

r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I 4 a n d f e d w i t h h i gh f a t d i e t i n t h e s e c o n d
s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U+ H FD + E tO H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p th a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 ,

f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u dy .
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Se r u m a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n (SA C ) w a s m e a s u r e d i n m i c e f r o m g r o u p s t h a t r e c e i v e d

m o d i f i e d a l c o h o l l i q u i d d i e t ,
t o c o n f i r m t h a t t h e y w e r e c o n s u m i n g a l c o h o l (F i g u r e 16) .

G r o u p s t h a t w e r e f e d w i t h t h e m o d i fi e d d i e t s h o w e d i n c r e a s e d l e v e l s o f s e r u m a l c o h o l

c o n c e n t r a t i o n . Se r u m a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n w a s s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d i n m i c e f r o m t h e

g r o u p th a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d l a t e r f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t , c o m p a r e d t o t h e

r e m a i n i n g g r o u p s f r o m th e c o r r e s p o n d i n g t im e - p o i n t . L o w e r s e r u m a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n i n

gr o u p s p r e t r e a t e d w i t h o l i v e o i l f r o m t h e 6 w e e k t im e - p o i n t m a y b e e x p l a i n e d b y th e f a c t t h a t

l e v e l s o f s e r u m a l c o h o l d e p e n d s o n d a r k - l i g h t c y c l e s ; h i gh l e v e l s a r e m a i n t a i n e d th r o u gh o u t

t h e d a r k p e r i o d
,
a n d d e c r e a s e a t t h e b e g i n n i n g o f t h e l i gh t p e r i o d [7 8 ] .

4 0 0 n

3 0 0 -

5

E

<

1 0 0

2 0 0 -

CD 0 0 + H FD

C Z l 0 0 + E t O H

■ 1 C C L4 + H F D

■ 1 CC I4 + H FD + E t O H

Od 4 w 5 w 6 w

T i m e - p o i n t ,
w e e k s

I
'

j

F i g u r e 15 . S e r u m a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n
. 0 0 + H F D - r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l g r o u p t h a t

r e c e i v e d v e h i c l e a n d h i g h f a t d i e t ; 0 0 + H F D + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h
v e h i c l e a n d f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C I4 + H FD -

r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d f e d w i t h h i g h fa t d i e t i n t h e s e c o n d
s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U+ H F D + E tO H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 ,

f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y . St a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e

p e r f o r m e d u s i n g o n e - w a y A N O V A w i t h p a i r w i s e c o m p a r i s o n T u k e y
'

s t e s t b e t w e e n t h e

g r o u p s w i t h i n 4 w e e k
,
5 w e e k , a n d 6 w e e k t im e - p o i n t s . U n p a i r e d tw o - t a i l e d St u d e n t '

s t - t e s t

w a s u s e d t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e b e t w e e n g r o u p s f r o m t h e 0 d a y t im e -

p o i n t .

A s t e r i s k s de n o t e s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g t i m e - p o i n t .
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*
- p < 0 . 0 5 ,

* *
- p < 0 . 0 1 , n s - n o t s i g n i f i c a n t , p > 0 0 5 .

4 . 2 . 3 . A n a ly s i s of s e r u m m a r k e r s of l i v e r i n j u r y .

A c t i v i t y o f A L T
,
A ST

,
a n d A L K P a n d t h e c o n c e n t r a t i o n o f a l b u m i n i n s e r u m w a s

m e a s u r e d i n o r d e r t o d e t e r m i n e i f i n d i c a t o r s o f l i v e r i n j u r y w e r e i n c r e a s e d i n r e s p o n s e t o t h e

t r e a t m e n t F i g u r e 1 7 s h o w s t h a t l e v e l s o f a l b u m i n c o n c e n t r a t i o n r e m a i n e d t h e s a m e a c r o s s 0

d a y a n d 5 w e e k t im e - p o i n t s . A t t h e 4 w e e k t im e -

p o i n t
,
a l b u m i n c o n c e n t r a t i o n w a s

s i g n i f i c a n t l y h i g h e r i n g r o u p s p r e t r e a t e d w i t h o l i v e o i l o n l y (2 . 8 g / d L ) c o m p a r e d t o t h e gr o u p

t r e a t e d w i t h C C I4 o n l y (2 . 3 g/ d L ) . A t t h e 6 w e e k t i m e - p o i n t a n im a l s p r e t r e a t e d w i t h o l i v e o i l

o n l y h a d s i g n i f i c a n t l y h i gh e r a l bu m i n c o n c e n t r a t i o n c o m p a r e d t o t h a t i n b o t h g r o u p s

p r e t r e a t e d w i t h C C I4 (2 . 7 7 g / d L c o m p a r e d t o 2 . 2 7 g/ d L a n d 2 . 4 g / d L ) (P a n e l A ) .

G r o u p s p r e t r e a t e d w i t h C C I 4 a l s o s h o w e d g r e a t e r A L K P a c t i v i t y a s c o m p a r e d t o t h a t

i n g r o u p t r e a t e d w i t h o l i v e o i l o n l y a t t h e 4 w e e k t im e - p o i n t (8 1. 7 U / L a n d 9 0 . 5 U / L

c o m p a r e d t o 4 9 U /L r e s p e c t i v e l y ) ( F i g u r e 17
,
P a n e l B ) .

H o w e v e r , a ft e r 4 w e e k s t h e r e w e r e

n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s i n t h e e n z y m e a c t i v i t i e s a c r o s s a l l g r o u p s .

A S T a c t i v i t y a t t h e 4 w e e k t im e - p o i n t w a s s i g n i f i c a n t l y h i g h e r i n m i c e f r o m th e g r o u p

t r e a t e d w i t h o l i v e o i l o n l y a s c o m p a r e d t o m i c e f r o m t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h o l i v e o i l a n d

l a t e r f e d w i t h a l c o h o l d i e t ( 16 9 . 3 U / L c o m p a r e d t o 5 2 U / L r e s p e c t i v e l y ) . A t t h e 6 w e e k t im e -

p o i n t t h e a c t i v i t y o f t h e e n z y m e i n t h e g r o u p t r e a t e d w i t h C C I4 w a s s i g n i f i c a n t l y h i gh e r

c o m p a r e d t o t h e r e m a i n i n g g r o u p s ( 15 0 U / L c o m p a r e d t o 5 3 . 3 U / L i n g r o u p t r e a t e d w i t h

o l i v e o i l , 2 . 8 U / L i n g r o u p t r e a t e d w i t h O l i v e o i l a n d f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t , a n d 7 7 . 8

U / L i n gr o u p p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d f e d w i th a l c o h o l d i e t ) . A t t h e 0 d a y a n d 5 w e e k t i m e -

p o i n t s
,
A ST a c t i v i t y l e v e l s d i d n o t s h o w s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s a c r o s s a l l gr o u p s (F i g u r e 17 ,

P a n e l C ) .
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A c t i v i t y o f A L T d i d n o t s h o w r e s p o n s e t o t h e a l c o h o l t r e a t m e n t ; o n l y a t t h e 4 w e e k

t im e - p o i n t w a s i t s i g n i f i c a n t l y h i g h e r i n t h e gr o u p t r e a t e d w i t h o l i v e o i l c o m p a r e d t o t h e

g r o u p p r e t r e a t e d w i t h o l i v e o i l a n d l a t e r f e d w i t h a l c o h o l d i e t (2 2 U / L c o m p a r e d t o 12 U / L

r e s p e c t i v e l y ) (F i g u r e 1 7
,
P a n e l D ) .

H e n c e
,
t h e s e d a t a d e m o n s t r a t e t h a t c l i n i c a l b i o m a r k e r s w e r e n o t g o o d p r e d i c t o r s o f

l i v e r i n j u r y .
T h i s m a y b e e x p l a i n e d b y t h e fa c t t h a t c e l l u l a r r e l e a s e o f e n z y m e s d e c r e a s e d d u e

t o a r e d u c t i o n i n t h e n u m b e r o f fu n c t i o n a l h e p a t o c y t e s .

A .

6 w
T im e p o in t ,

w e e k s

E D 0 0 + H F D

CD 0 0 + H FD + E tO H

■ CCW + H FD

B i CC W + H FD + Et OH

B .

1 5 0 - 1

■ - > 1 0 0

4 w 5 w 6 w

T im e - p o i n t , w e e l^ s

□ 0 0 + HF D

□ 0 0 + H F D + EtO H

■ CC I4 + H F D

■ C C I4 + H F D + E tO H

4 2
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c .

3 0 0 -
1

3 20 0

te 10 0 - I

e n 0 0 + H F D

n 0 0 + H FD + EtO H

■ I CC I4 + H F D

B CC14 + H F D + E tOH

6 w

T i m e - p o i n t ,
w e e k s

D .

I1
0 0 + H F D

0 0 + H F D + E tO H

CC I4 + HF D

C C I4 + HF D + E t0 H

4 w 5 w

T im e - p o in t , w e e k s

F i g u r e 1 6 . S e r u m b i o m a r k e r s o f l i v e r i n j u r y . A - A l b u m i n c o n c e n t r a t i o n ; B - A l k a l i n e

p h o s p h a t a s e a c t i v i t y ; C - A s p a r t a t e a m i n o t r a n s f e r a s e a c t i v i t y ; D - A l a n i n e a m i n o t r a n s f e r a s e

a c t i v it y . N o r m a l r e f e r e n c e c l i n i c a l c h e m i s t r y v a l u e s f o r m i c e a r e : A l b = 2 . 5 - 3 g / d l ; A L T = 17 -

7 7U / L ; A ST = 54 - 2 9 8U / L ; A L K P = 3 5 - 9 6 U /L . 0 0 + H F D - r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l g r o u p t h a t
r e c e i v e d v e h i c l e a n d h i g h fa t d i e t ; 0 0 + H F D + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h
v e h i c l e a n d f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C 14 + H F D -
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r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C 14 a n d f e d w i t h h i g h f a t d i e t i n t h e s e c o n d

s t a g e o f t h e s t u d y ; C C 14 + H F D + E tO H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h CC 14
,

f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y . D a t a a r e e x p r e s s e d a s a b s o l u t e

v a l u e s . St a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g o n e - w a y A N O V A w i t h p a i r w i s e

c o m p a r i s o n T u k e y
'

s t e s t b e t w e e n t h e g r o u p s w i t h i n 4 w e e k
,
5 w e e k

,
a n d 6 w e e k t i m e -

p o i n t s .

U n p a i r e d t w o - t a i l e d St u d e n t
'

s t - t e s t w a s u s e d t o d e t e rm i n e s t a t i s t i c a l s i gn i f i c a n c e b e t w e e n

g r o u p s fr o m t h e 0 d a y t im e - p o i n t . A s t e r i s k s d e n o t e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e

o f t h e c o r r e s p o n d i n g t im e -

p o i n t .

* -

p < 0 . 0 5 ,

* * -

p < 0 . 0 1
,
n s - n o t s i g n i f i c a n t , p > 0 . 0 5 .

4 . 2 . 4 . H is t o p a t h o l o g i c a l e v a l u a ti o n o f a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y .

T h e h e m a t o x y l i n a n d e o s i n - s t a i n e d l i v e r s e c t i o n s w e r e e v a l u a t e d f o r s e v e r a l .

h i s t o l o g i c a l i n d i c e s . T h e r e w e r e n o a b n o r m a l f i n d i n g s i n t h e l i v e r s o f m i c e t r e a t e d w i t h o l i v e

o i l a l o n e (F i g u r e 1 8) .
L i v e r s e c t i o n s fr o m g r o u p t h a t r e c e i v e d H F D a l o n e s h o w e d th a t d i f f u s e

v a c u o l a r c h a n g e s c o n s i s t e d o f d e p o s i t i o n o f s m a l l l i p i d v a c u o l e s a n d g l y c o g e n - l i k e m a t e r i a l s

i n t h e h e p a t o c y t e s (F i g u r e 1 8
,
P a n e l B ) . I n c o n t r a s t

,
c h r o n i c i n t a k e o f E tO H w i th H F D e i t h e r

p r e t r e a t e d w i t h o l i v e o i l o r C C I4 r e s u l t e d i n r e m a r k a b l e s t e a t o s i s w i t h s m a l l a n d m i d - t o l a r g e

l i p i d v a c u o l e s i n t h e m i d l o b u l a r a r e a (F i g u r e 1 8
,
P a n e l s C a n d F ) . I n t h e E t O H w i th H F D -

t r e a t e d g r o u p ,
c e n t r i l o b u l a r h e p a t o c y t e s e x h i b i t e d s l i g h t t o m o d e r a t e h y p e r t r o p h y w i t h

a n i s o n u c l e o s i s , w h i l e t h e r e w a s n o t c l e a r h e p a t o c e l l u l a r n e c r o s i s .

C h a r a c t e r i s t i c l i v e r l e s i o n s i n d u c e d b y C C I4 t r e a t m e n t c o n s i s t e d o f h e p a t o c e l l u l a r

a n i s o n u c l e o s i s a n d m i x e d c e l l u l a r i n f l a m m a t i o n w i t h p i g m e n t - l a d e n m a c r o p h a g e s i n t h e

c e n t r i l o b u l a r a r e a (F i g u r e 18 ,
P a n e l s D , E ,

a n d F ) . T h e s e n u c l e a r a n d i n f l a m m a t o r y c h a n g e s

w e r e o b s e r v e d i n l i v e r s o f a lm o s t a l l m i c e f r o m C C U - t r e a t e d g r o u p s a n d t h e r e w e r e n o c l e a r

d i f f e r e n c e s i n t h e e x t e n t o f t h e s e l e s i o n s i n e a c h t im e - p o i n t , w i t h th e e x c e p t i o n o f w e a k

fi b r o t i c c h a n g e s . I n a d d i t i o n , w e a k f i b r o s i s w a s o b s e r v e d i n l i v e r s o f m i c e f r o m C C U- t r e a t e d
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g r o u p s a l t h o u g h a p p a r e n t b r i d g i n g f i b r o s i s w a s h a r d l y s e e n i n t h e c u r r e n t e x p e r i m e n t a l

c o n d i t i o n .

F i gu r e 19 s h o w s i n d i v i d u a l a n d t o t a l p a t h o l o g y s c o r e s b a s e d o n t h e h i s t o p a t h o l o g y

a n a l y s i s . S t e a t o s i s d e v e l o p e d a ft e r 4 w e e k s o f h i g h f a t d i e t c o n s u m p t i o n . I n g r o u p t r e a t e d

w i t h C C I4 ,
t h e s t e a t o s i s s c o r e w a s s i g n i f i c a n t l y l o w e r c o m p a r e d t o t h a t i n t h e r e m a i n i n g

g r o u p s a t 4 a n d 6 w e e k t i m e - p o i n t s ,
a l t h o u gh a t t h e 5 w e e k t i m e -

p o i n t t h i s d e c r e a s e w a s

f o u n d t o b e i n s i g n i f i c a n t (F i g u r e 19 , P a n e l A ) .

M i c e t h a t r e c e i v e d a l c o h o l l i q u i d d i e t a l s o d e v e l o p e d l i v e r n e c r o s i s . F i g u r e 19
, p a n e l

B r e p r e s e n t s s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e i n n e c r o s i s s c o r e b e t w e e n g r o u p s t r e a t e d w i t h

a l c o h o l l i q u i d d i e t a n d m o d i f i e d h i gh f a t d i e t . F u r t h e r m o r e
,
i n gr o u p s p r e t r e a t e d w i t h C C I4

a n d f e d w i t h a l c o h o l d i e t
,
n e c r o s i s w a s e x a c e r b a t e d o v e r t h e c o u r s e o f t r e a t m e n t .

A dm i n i s t r a t i o n o f C C I4 c a u s e d i n f l a m m a t o r y l e s i o n s i n l i v e r t i s s u e . F i g u r e 19
, p a n e l

C s h o w s t h e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e tw e e n g r o u p s p r e t r e a t e d w i t h o l i v e o i l a n d g r o u p s

p r e t r e a t e d w i t h C C I 4 a c r o s s a l l t im e - p o i n t s . M o r e o v e r
, g r o u p s t r e a t e d w i t h C C I4 s h o w e d t h e

r e g r e s s i o n o f f i br o t i c c h a n g e s o v e r t h e c o u r s e o f t im e a ft e r a d m i n i s t r a t i o n o f t h e c h e m i c a l .

w a s s t o p p e d . I n g r o u p s t h a t w e r e p r e t r e a t e d w it h C C I4 a n d f e d a l c o h o l l i q u i d d i e t , f i b r o s i s

s c o r e i n c r e a s e d d u r i n g t h e d i e t f e e d i n g p e r i o d .

Pr e t r e a t m e n t w i t h C C I4 f o l l o w e d b y c o n s u m p t i o n o f m o d i f i e d a l c o h o l l i q u i d d i e t

c a u s e d m o r e s e v e r e l i v e r d a m a g e c o m p a r e d t o t h a t i n t h e r e s t o f t h e g r o u p s . M o r e o v e r
,
o v e r

t h e t im e c o u r s e o f t r e a t m e n t t h i s d a m a g e w a s e x a c e r b a t e d (F i g u r e 1 9
,
P a n e l D ) .

4 5

NEATPAGEINFO:id=0754CA45-8AB7-4BFA-B1AE-4F6A20D36D74



B .

F i g u r e 17 . L i v e r s e c t i o n s s t a i n e d w i t h h e m a t o x y l i n a n d e o s i n . A a n d B - r e p r e s e n t a t i v e

l i v e r s e c t i o n s f r o m th e c o n t r o l g r o u p t h a t r e c e i v e d v e h i c l e , 0 d a y a n d 6 w e e k t im e - p o i n t s ,

r e s p e c t i v e l y ; C - r e p r e s e n t a t i v e l i v e r s e c t i o n f r o m t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d f e d

w i th a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u dy ,
6 w e e k t im e -

p o i n t ; D a n d E -

r e p r e s e n t a t i v e l i v e r s e c t i o n s f r o m t h e g r o u p th a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d f e d w i t h h i g h

f a t d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y , t h e 0 d a y a n d 6 w e e k t im e - p o i n t s ,
r e s p e c t i v e l y ; F -

r e p r e s e n t a t i v e l i v e r s e c t i o n o f t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h c a r b o n t e t r a c h l o r i d e , f e d

w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ,
t h e 6 w e e k t im e -

p o i n t .

M a g n i f i c a t i o n 2 0 0X
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4 w 5 w

T im e - p o i n t , w e e k s

C D OO H FD

a OO H FD f E tO H

S C CI4 + H F0

^ C CW t - H FD + E tOH

B .

T

O 0 0 + hF D

O 0 0 + Hf D + E t O H

■ I C C I4+ H F D

■ D C C I4+ H F D + E t O H

4 w 5 w

T im e - p o i n t , w e e k s
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c .

4 w 5 W

T i m e - p o i n t , w e e k s

C 3 0 0 + H F D

□ O O + H F D + E fO H

■ C C I4 + H F D

^ C C M + H F D + Et O H

D .

♦ ♦ ♦

CD 0 0 + H F D

a O O + HF D + E tO H

■ i C C I4 + H F 0

■ 1 C C M + H F D i - E t OH

' '
"

T i m e - p o i n t , w e e k s

F i g u r e 18 . H i s t o p a t h o l o g y s c o r e s
,
i n d i v i d u a l a n d t o t a l .

A - St e a t o s i s s c o r e ; B -

H y p e r t r o p h y s c o r e ; C - I n f l a m a t i o n s c o r e ; D - T o t a l p a t h o l o gy s c o r e . F o r s t e a t o s i s t h e e x t e n t

48

NEATPAGEINFO:id=D6F43B8A-AB20-4FCF-AEB9-B717AC0C39C7

NEATPAGEINFO:id=C05C83E7-F121-420C-86D7-559519020EC8



o f l e s i o n s w e r e s c o r e d b a s e d o n t h e a f f e c t e d a r e a o f t h e l i v e r c e l l s a s f o l l o w s : 1 < 10 %
,
2 <

2 5 %
,
3 < 5 0%

,
a n d 4 > 5 0 % . O t h e r l e s i o n s

,
s u c h a s h y p e r t r o p h y ,

a n i s o n u c l e o s i s
,

v a c u o l i z a t i o n
,
a n d c e l l u l a r i n fi l t r a t i o n a n d p i g m e n t - l a d e n m a c r o p h a g e s / i n f l a m m a t i o n

,
w e r e

g r a d e d i n t h e s t a n d a r d m a n n e r : 1 - m i n im a l
,
2 - s l i g h t ,

3 - m o d e r a t e a n d 4 - s e v e r e . T h e r e a r e

c h a r a c t e r i s t i c h i s t o p a t h o l o g i c a l c h a n g e s i n d u c e d b y t h e c o t r e a t m e n t o f h i gh f a t d i e t w i t h

E t O H (f a t t y c h a n g e s a n d h y p e r t r o p h y o f h e p a t o c y t e s ) a n d C C I4 (i n fl a m m a t o r y c h a n g e s a n d

n u c l e a r c h a n g e s ) . S t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g o n e - w a y A N O V A w i t h p a i r w i s e

c o m p a r i s o n T u k e y
'

s t e s t b e t w e e n t h e g r o u p s w i t h i n 4 w e e k
,
5 w e e k

,
a n d 6 w e e k t im e - p o i n t s .

U n p a i r e d t w o - t a i l e d St u d e n t '

s t - t e s t w a s u s e d t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l s i g n i fi c a n c e b e tw e e n

g r o u p s f r o m 0 d a y t im e -

p o i n t .
A s t e r i s k s d e n o t e s i g n i fi c a n t (p < 0 . 0 5) d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l

m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g t im e - p o i n t .

* - p < 0 . 0 5 ,

* * - p < 0 . 0 1 ,

* * * - p < 0 . 0 0 1
,
n s - n o t

s i g n i fi c a n t , p > 0 . 0 5 .

I n o r d e r t o e v a l u a t e fi b r o s i s , M a s s o n
'

s t r i c hr o m e s t a i n i n g fo r l i v e r s e c t i o n s w a s

p r o v i d e d (F i g u r e 2 0 ) . M i c e p r e t r e a t e d w it h C C I4 d e v e l o p e d m o r e s e v e r e d e g r e e o f b r i d g i n g

fi b r o s i s a n d i n fl a m m a t o r y l e s i o n s c o m p a r e d t o gr o u p s t r e a t e d w i t h o l i v e o i l .

F i b r o s i s s c o r e w a s e s t im a t e d b a s e d o n t h e r a t i o o f fi b r o t i c t i s s u e t o n o r m a l l i v e r

t i s s u e . F i gu r e 2 1 s u p p o r t s t h e r e s u l t s o f v i s u a l a n a l y s i s . T h e r e w a s a s i g n i fi c a n t i n c r e a s e i n

c o l l a g e n a c c u m u l a t i o n i n l i v e r t i s s u e s o f m i c e p r e t r e a t e d w i t h C C I4 c o m p a r e d t o g r o u p s

t r e a t e d w i t h o l i v e o i l a c r o s s a l l t im e -

p o i n t s o f t h e s t u d y . A s l i g h t d e c r e a s e o f fi b r o s i s s c o r e

w a s n o t e d o v e r t h e t im e p e r i o d i n t h e g r o u p th a t r e c e i v e d a h i gh f a t d i e t . M i c e t h a t r e c e i v e d

a l c o h o l l i q u i d d i e t s h o w e d a d e c r e a s e i n fi b r o s i s s c o r e a t t h e 5 w e e k t im e - p o i n t ; h o w e v e r
,
a t

t h e 6 w e e k t im e -

p o i n t , t h e r a t i o o f fi b r o s i s i n c r e a s e d a g a i n .
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F i g u r e 2 0 . L i v e r s e c t i o n s s t a i n e d w i t h M a s s o n
'
s t r i c h r o m e . A a n d B - r e p r e s e n t a t i v e l i v e r

s e c t i o n s f o r m t h e c o n t r o l g r o u p t h a t r e c e i v e d v e h i c l e
,
0 d a y a n d 6 w e e k t im e -

p o i n t s ,

r e s p e c t i v e l y ; C - r e p r e s e n t a t i v e l i v e r s e c t i o n f r o m th e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d f e d

w i th a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ,
6 w e e k t im e -

p o i n t ; D a n d E -

r e p r e s e n t a t i v e l i v e r s e c t i o n s fr o m t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I 4 a n d f e d w i t h h i g h

f a t d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u dy ,
0 d a y a n d 6 w e e k t im e -

p o i n t s ,
r e s p e c t i v e l y ; F -

r e p r e s e n t a t i v e l i v e r s e c t i o n o f t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h c a r b o n t e t r a c h l o r i d e
,
f e d

w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u dy ,
6 w e e k t im e - p o i n t . M a g n i fi c a t i o n

4 0 X
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□ 0 0 - H F D

□ 0 0 - H F D - E C H

■ I C C I4 > H F C

■ i C C t4 * H F D * E t O H

T im e p o i n t
,
w e e k s

F i g u r e 1 9 . F i b r o s i s s c o r e . 0 0 + H F D - r e p r e s e n t s t h e c o n t r o l g r o u p t h a t r e c e i v e d v e h i c l e a n d

h i g h f a t d i e t ; 0 0 + H F D + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d f e d w i t h

a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; CC I4 + H F D - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t

w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d f e d w i t h h i gh fa t d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ;

C C U+ H F D + E tO H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w it h C C I 4 ,
f e d w i t h a l c o h o l

l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y . St a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g o n e ¬

w a y A N O V A w i th p a i r w i s e c o m p a r i s o n T u k e y
'

s t e s t b e t w e e n t h e g r o u p s w i t h i n 4 w e e k
,
5

w e e k , a n d 6 w e e k t im e -

p o i n t s . U n p a i r e d t w o - t a i l e d St u d e n t '

s t - t e s t w a s u s e d t o d e t e r m i n e

s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e b e t w e e n g r o u p s f r o m 0 d a y t im e -

p o i n t . A s t e r i s k s d e n o t e s i gn i f i c a n t

d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e c o r r e s p o n d i n g t im e -

p o i n t .

* -

p < 0 . 0 5 ,

* * -

p < 0 . 0 1,

* * *
- p < 0 . 0 0 1 .

4 . 2 . 5 . H ep a t i c e x p r e s s i o n of A c t a l m a T imp l g e n e s .

T h e e x p r e s s i o n o f A c t a l a n d T i mp l w a s a s s e s s e d u s i n g q R T - P CR
,
w i t h G u s b a s t h e

h o u s e k e e p i n g c o n t r o l g e n e (F i gu r e 2 2 ) . „
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T h e e x p r e s s i o n o f A c t a 2 g e n e w a s s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d a t 5 a n d 6 w e e k t im e - p o i n t s

c o m p a r e d t h e r e m a i n i n g g r o u p s . A t t h e 4 w e e k t im e -

p o i n t
, t h i s i n c r e a s e w a s n o t s i g n i f i c a n t .

T h e e x p r e s s i o n o f A c t a 2 d i d n o t s h o w c o r r e l a t i o n w i t h f i b r o s i s s c o r e .

T h e T i t n p l g e n e e x p r e s s i o n d e c r e a s e d d u r i n g t h e t im e c o u r s e o f h i g h f a t d i e t f e e d i n g

a n d i n c r e a s e d i n g r o u p s t h a t r e c e i v e d a l c o h o l l i q u i d d i e t w e r e n o t c o n fi r m e d b y s t a t i s t i c a l

a n a l y s i s . A t t h e 5 w e e k t im e - p o i n t , h o w e v e r
,
T i m p l g e n e e x p r e s s i o n i n t h e g r o u p t r e a t e d w i t h

C C I4 a n d a l c o h o l l i q u i d d i e t w a s s i g n i f i c a n t l y h i g h e r c o m p a r e d t o t h e g r o u p t h a t w a s

p r e t r e a t e d w i t h o l i v e o i l a n d r e c e i v e d h i g h f a t d i e t (5 0% i n c r e a s e ) .

A .

2 0 00 -
1

0 ) 1 5 00 - 1
O )

o 100 0 H
c
«

fc 5 00 -

Q .

O d

n s

I

t * * - 6* ^ i i t
4 w 5 w 6 w

T im e - po i n t ,
w e e k s

n n 0 0 + H F D

IZ D 0 0 + H F D + Et O H

■ C C I4 + H F D

H C C I4 + H F D + E t OH
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B .

4 0 0

o 30 0
(m OO+ H F D

C D 0 0 + H F D + Et O H

^ C C I4 + H F D

H C C I4 + H F D + Et OH

6 w

T im e - po i n t , w e e k s

F i g u r e 2 0 . A c t a 2 a n d T im p l g e n e e x p r e s s i o n . A -

g e n e e x p r e s s i o n o f^A c t a 2 ,
B - g e n e

e x p r e s s i o n f o r T i mp l . E x p r e s s i o n w a s a s s e s s e d u s i n g q R T - P C R
,
w i t h G u s b a s t h e

h o u s e k e e p i n g g e n e . D a t a a r e e x p r e s s e d a s p e r c e n t c h a n g e o v e r c o n t r o l o f 2 - d C t v a l u e .

O O + H F D - r e p r e s e n t s c o n t r o l g r o u p th a t r e c e i v e d v e h i c l e a n d h i g h f a t d i e t ; 0 0 + H FD + E tO H
- r e p r e s e n t s t h e g r o u p p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e a n d f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d

s t a g e o f t h e s t u d y ; C C I4 + H FD - r e p r e s e n t s t h e g r o u p t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 a n d f e d

w i th h i g h f a t d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y ; C C U+ H F D + E t O H - r e p r e s e n t s t h e g r o u p

t h a t w a s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 , f e d w i t h a l c o h o l l i q u i d d i e t i n t h e s e c o n d s t a g e o f t h e s t u d y .

St a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e p e r f o r m e d u s i n g o n e - w a y A N O V A w i t h p a i r w i s e c o m p a r i s o n

T u k e y
'

s t e s t b e t w e e n t h e g r o u p s w i t h i n 4 w e e k
,
5 w e e k

,
a n d 6 w e e k t im e - p o i n t s . U n p a i r e d

t w o - t a i l e d S t u d e n t
'

s t - t e s t w a s u s e d t o d e t e r m i n e s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e b e t w e e n g r o u p s f r o m
0 d a y t im e -

p o i n t . A s t e r i s k s d e n o t e s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e s f r o m c o n t r o l m i c e o f t h e

c o r r e s p o n d i n g t i m e - p o i n t .

*
- p < 0 . 0 5

,

* *
- p < 0 . 0 1

,
n s - n o t s i g n i f i c a n t , p > 0 . 0 5 .
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C h a p t e r 5

D i s c u s s i o n
,
L im i t a t i o n s , C o n c l u s i o n s

,
a n d F u t u r e D i r e c t i o n s .

D i s c u s s i o n .

T h e u s e o f a n im a l s f o r m o d e l i n g h u m a n f u n c t i o n s , c o n d i t i o n s , a n d p a t h o l o g i c a l s t a t e s

i s a n i n t e g r a l p a r t o f m e d i c a l a n d s c i e n t i f i c r e s e a r c h . H o w e v e r
,
t h e r e a r e a n u m b e r o f

l im i t a t i o n s t o h o w t h e s e m o d e l s c a n b e u s e d t o u n d e r s t a n d t h e p a t h o p h y s i o l o g y o f h u m a n

d i s e a s e s .

T h e e s t a b l i sh m e n t o f a c o m p e l l i n g a n d h u m a n r e l e v a n t m o d e l f o r a l c o h o l - i n d u c e d

l i v e r i n j u r y i n r o d e n t s h a s fa c e d m a n y d i f f i c u l t i e s . T h e m o s t r a t i o n a l w a y t o p r o v i d e a u s e fu l

f r a m e w o r k fo r f u t u r e c l i n i c a l t r i a l s i n a l c o h o l i c h e p a t i t i s c o n s i s t s o f t h e i d e n t i f i c a t i o n o f

r e l e v a n t p a t h w a y s a n d a p p r o p r i a t e t a r g e t s b y m a t c h i n g t h e m t o t h e p r e v a i l i n g m o l e c u l a r

p r o f i l e o f p a t i e n t s . H o w e v e r ,
f e a t u r e s a n d p a t t e r n s o f s o m e l i v e r p a t h o l o g y , a l c o h o l i c

h e p a t i t i s i n p a r t i c u l a r ,
i s n o t c o m p l e t e l y r e p r o d u c e d b y e x i s t i n g m o d e l s . T h e a b i l i t y o f

a n im a l m o d e l s t o r e p r o d u c e t h e p h e n o t y p i c h a l l m a r k s o f a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r d i s e a s e i n

h u m a n s
,
s u c h a s s t e a t o s i s

,
i n f l a m m a t i o n

,
a n d n e c r o s i s

,
i s t y p i c a l l y a b e n c h m a r k fo r m o d e l

'

s

s u c c e s s [6 6 ] .

A l c o h o l i c s t e a t o h e p a t i t s i n r o d e n t s w i t h a l l c h a r a c t e r i s t i c f e a t u r e s h a s o n l y b e e n

a c h i e v e d u s i n g t h e c o n t i n u o u s
,
T s u k a m o t o - F r e n c h s u r v i v a l

,
s u r g e r y

- r e q u i r i n g i n t r a g a s t r i c

f e e d i n g m o d e l [6 2 ] . H o w e v e r
,
t h i s m o d e l r e q u i r e s s u r g i c a l e x p e r t i s e f o r i n s e r t i o n o f c a n n u l a

a n d t h e im p l e m e n t a t i o n i s t im e - c o n s u m i n g a n d e x p e n s i v e . T h u s
,
t h e f o c u s o f o u r s t u d y w a s
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t o d e v e l o p a m o u s e m o d e l o f a l c o h o l i c h e p a t i t i s t h a t d o e s n o t r e q u i r e s u r g e r y o r c o n t i n u o u s

f o r c e - f e e d i n g o f a l c o h o l .

I n t h e f i r s t e x p e r im e n t , e t h a n o l f e e d i n g u s i n g a g a v a g e t e c hn i q u e a l l o w e d u s t o m o d e l

t h e b i n g e d r i n k i n g p a t t e r n o b s e r v e d i n h u m a n s .
D a t a o b t a i n e d f r o m a p r e l im i n a r y s t u d y

s h o w e d t h a t m i c e t h a t r e c e i v e d 14 i n t r a p e r i t o n e a l i n j e c t i o n s o f CC I4 (0 . 5 m l /k g ,
3 t im e s a

w e e k ) f o l l o w e d b y a n E t O H g a v a g e (5 g / k g ,
f o r 5 d a y s ) d e v e l o p s i g n i f i c a n t i n c r e a s e i n

h e p a t i c fi b r o s i s
,
i n fl a m m a t o r y c h a n g e s

,
a n d m o d e r a t e i n c r e a s e i n h e p a t i c s t e a t o s i s a t a

s i g n i f i c a n t l y h i g h e r r a t e c o m p a r e d t o gr o u p s t r e a t e d w i t h C C I 4 a l o n e .
M o r e o v e r

, C C I4 -

i n d u c e d f i b r o t i c c h a n g e s r e gr e s s e d i n t h e v e h i c l e - o n l y t r e a t e d g r o u p b u t w e r e m a i n t a i n e d i n

e t h a n o l - t r e a t e d g r o u p . U n d e r t h e s e e x p e r im e n t a l c o n d i t i o n s ,
m i c e d e v e l o p e d f i b r o t i c l e s i o n s

d u e t o C C I4 a dm i n i s t r a t i o n
,
b u t m i n im a l e f f e c t s w e r e c a u s e d b y e t h a n o l t r e a t m e n t ; l i k e l y d u e

t o t h e s t r e s s o f d a i l y g a v a g e . A d d i t i o n a l l y , b i n g e fe e d i n g w i t h e t h a n o l f o r 8 d a y s d i d n o t

c a u s e s i g n i f i c a n t p h e n o t y p i c c h a n ge s , s u c h a s c h o l e s t a s i s o r n e u t r o p h i l i n fi l t r a t i o n i n t h e

l i v e r s o f m i c e f r o m b o t h g r o u p s (e i t h e r p r e t r e a t e d w i t h v e h i c l e o r p r e t r e a t e d w i t h C C I4 ) . M i c e

t r e a t e d w i t h C C I 4 r e g a r d l e s s o f E tO H - a dm i n i s t r a t i o n d e v e l o p e d f i b r o t i c l e s i o n s . I n g r o u p s i n

w h i c h l i v e r i n j u r y w a s c a u s e d b y C C I4 ,
l i v e r d a m a g e w a s s h o w n t o b e r e s t o r e d a f t e r

a dm i n i s t r a t i o n o f t h e c h e m i c a l w a s s t o p p e d , r e s u l t i n g i n m i n im a l h e p a t o c e l l u l a r i n j u r i e s s u c h

a s c e n t r i l o b u l a r n e c r o s i s
,
b a l l o o n i n g d e g e n e r a t i o n , a n d f a t t y d e p o s i t i o n . H o w e v e r

,
b r i d gi n g

fi b r o s i s w a s s t i l l o b s e r v e d i n t h e l i v e r s e c t i o n s o f a n im a l s fi -

o m g r o u p s p r e t r e a t e d w i t h C C I4 .

W h i l e i n m i c e t h i s m o d e l w a s n o t s u c c e s s f u l i n a c h i e v i n g a n a l c o h o l h e p a t i t i s

p h e n o t y p e s i m i l a r t o t h a t i n h u m a n s
,
i t c o u l d h a v e a d i f f e r e n t o u t c o m e w h e n u s e d i n d i f f e r e n t

s p e c i e s (i . e .

,
r a t s ) d u e t o i n t e r s p e c i e s d i f f e r e n c e s .
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T h e i n a b i l i t y t o i n d u c e a l c o h o l i c h e p a t i t i s i n t h e f i r s t e x p e r i m e n t m o t i v a t e d u s t o u s e

a n o t h e r e x p e r im e n t a l p r o t o c o l w i t h l o n ge r a l c o h o l i n d u c t i o n o f l i v e r i n j u r y .

I n r a t s a n d m i c e
,
t h e L i e b e r - D e C a r l i l i q u i d d i e t t r e a tm e n t r e g im e n i n d u c e s t h e e a r l i e s t

f o r m o f d a m a g e t o t h e l i v e r a n d h e p a t o c y t e s ( i . e .

,
f a t t y l i v e r

,
c h a r a c t e r i z e d b y f a t d e p o s i t s

t h r o u g h o u t t h e l i v e r ) b u t d o e s n o t l e a d t o t h e m o r e s e r i o u s f o r m s o f l i v e r d a m a g e o b s e r v e d i n

h u m a n s (i . e .

,
n e c r o s i s

,
i n f l a m m a t i o n a n d f i b r o s i s ) [ 6 2 ] . H o w e v e r , p u b l i s h e d s t u d i e s s u g g e s t

t h a t t h e c o m p o s i t i o n o f t h e l i q u i d d i e t ,
i n w h i c h t h e a l c o h o l i s a d m i n i s t e r e d , c a n s i g n i fi c a n t l y

i n f l u e n c e t h e i n t e n s i t y o f a l c o h o l e f f e c t s . F o r e x a m p l e , t h e a m o u n t a n d t h e t y p e o f f a t i n t h e

d i e t w i l l i n f l u e n c e t h e i n t e n s i t y o f a l c o h o l - i n d u c e d o r g a n d a m a g e . T h u s
,
i t h a s b e e n s h o w n

p r e v i o u s l y t h a t u s i n g c o r n o i l a s a s o u r c e o f f a t i n a s t a n d a r d L i e b e r - D e C a r l i l i q u i d d i e t

m o d e l a l l o w e d t o a c h i e v e d e v e l o p m e n t o f s t e a t o h e p a t i t i s c o m p a r a b l e t o t h a t i n t h e

T s u k a m o t o - F r e n c h m o d e l [ 6 6 ] .

T h e l i v e r f a t a n d t h e r a t e o f e t h a n o l e l im i n a t i o n w a s f o u n d t o b e l o w e r i n r o d e n t s f e d

a l c o h o l i n h i g h c a r b o h y d r a t e - l o w f a t l i q u i d d i e t c o m p a r e d t o t h o s e f e d i d e n t i c a l a m o u n t s o f

a l c o h o l i n h i g h f a t - l o w c a r b o h yd r a t e d i e t [ 7 9] . I n t h e c u r r e n t s t u d y w e w e r e a b l e t o a c h i e v e

b l o o d a l c o h o l l e v e l s a t s a c r i f i c e n e a r l y a s h i g h a s t h o s e o b s e r v e d p r e v i o u s l y i n t h e e t h a n o l

f e e d i n g s t u d i e s [ 7 8] . A d d i t i o n a l l y ,
w e w e r e a b l e t o i n d u c e fi b r o s i s a n d i n fl a m m a t o r y c h a n g e s

i n t h e l i v e r s o f t r e a t e d m i c e b y C C I 4 a dm i n i s t r a t i o n . I t i s im p o r t a n t t o m e n t i o n t h a t m i c e i n

n e g a t i v e c o n t r o l g r o u p s
,
w h i c h r e c e i v e d v e h i c l e a n d h i gh f a t d i e t o n l y ,

e x h i b it e d n o s i g n s o f

l i v e r d a m a g e ,
i n c l u d i n g s t e a t o s i s . M i c e f r o m th e p o s i t i v e c o n t r o l gr o u p t r e a t e d w i t h CC I4 a n d

h i g h f a t d i e t d e v e l o p e d l i v e r i n fl a m m a t i o n I n t h i s g r o u p ,
l i v e r i n j u r y r e g r e s s e d o v e r t im e

,

w h e r e a s i n g r o u p t r e a t e d w i t h C C I4 a n d e t h a n o l c h a n g e s w e r e m a i n t a i n e d .

5 6

NEATPAGEINFO:id=628D70DB-38E1-4220-A581-C57264A4965C



C l i n i c a l p a r a m e t e r s o f l i v e r i n j u r y i n b o t h e x p e r i m e n t s d i d n o t s h o w a n y t r e a tm e n t

r e s p o n s e . W h i l e i n b i n ge e t h a n o l t h i s f e e d i n g c o u l d b e e x p l a i n e d b y i n s u f f i c i e n t l i v e r

d a m a g e ,
i n t h e m o d e l w h e r e m i c e w e r e f e d a l c o h o l l i q u i d d i e t t h i s c a n b e e x p l a i n e d b y a

d e p l e t i o n o f e n z y m e s o r t h e r e du c t i o n o f t h e i r c e l l u l a r r e l e a s e du e t o a d e c r e a s e i n f u n c t i o n a l

h e p a t o c y t e n t im b e r . B e i n g u n s p e c i f i c f o r l i v e r i n j u r y t h e s e s p a r a m e t e r s a r e n o t v e r y r e l i a b l e

b i o m a r k e r s
,
s o i t i s i m p o r t a n t t o fi n d n e w m o r e r e l i a b l e c l i n i c a l c h e m i s t r y p a r a m e t e r s o f

h e p a t o t o x i c i t y .

Wh i l e f u r t h e r w o r k w i l l b e n e c e s s a r y t o i d e n t i f y a d d i t i o n a l b i o m a r k e r s t h a t c o r r e l a t e

w i t h l i v e r i n j u r y ,
t h e a dm i n i s t r a t i o n o f m o d i fi e d a l c o h o l l i q u i d d i e t m o d e l a ft e r C C I 4

t r e a t m e n t i s l i k e l y t o c a u s e l i v e r l e s i o n s w i t h f e a t u r e s s im i l a r t o a l c o h o l i c h e p a t i t i s i n h u m a n s .

L im i t a t i o n s .

D u r i n g im p l e m e n t a t i o n o f b o t h p r o t o c o l s w e f a c e d a n u m b e r o f l im i t a t i o n s . I n

p a r t i c u l a r ,
i n t h e fi r s t s t u d y , b i n g e e t h a n o l f e e d i n g u s i n g o r a l g a v a g e t e c h n i q u e c a u s e d s t r e s s

a n d c h a n g e s i n t h e e a t i n g h a b i t s o f t h e m i c e . T h e m i c e s t i r v i v a l r a t e d e c r e a s e d a ft e r t h e

a d m i n i s t e r e d d o s e o f a l c o h o l w a s i n c r e a s e d t o 5 g /k g , p o s s i b l y d u e t o i n t o x i c a t i o n f r o m h i g h

a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n .

I n t h e o t h e r e x p e r im e n t a l d e s i g n ,
d u r i n g d i e t p r e p a r a t i o n

, m a l t o s e d e x t r i n w a s a d d e d

t o t h e a l c o h o l - l i q u i d d i e t b y m i s t a k e , w h i c h c h a n g e d t h e c a l o r i c s t a t u s o f 1 m l o f t h i s d i e t t o

1 . 3 6 K c a l c o m p a r e d t o I K c a l i n t h e h i g h f a t d i e t . Sp e c i fi c a l l y ,
i t h a s b e e n s h o w n th a t h i g h

l e v e l s o f d e x t r o s e i n d i e t p r e v e n t a l c o h o l f r o m s t i m u l a ti n g C Y P 2 E 1 e n z y m e a c t i v i t y , t h u s

p r o t e c t i n g l i v e r fi -

o m d a m a g e . I n o u r s t u d y th e s u r v i v a l r a t e o f m i c e w a s i n d e e d h i g h ,
n o m i c e
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d i e d d u r i n g t h e c o u r s e o f d i e t t r e a tm e n t
, b u t h i s t o p a t h o l o g i c a l a n a l y s i s c o n f i r m e d th a t m i c e

t r e a t e d w i t h e t h a n o l d e v e l o p e d l i v e r i n j u r y . A ft e r w e e s t im a t e d c a l o r i c u p t a k e o f m i c e b a s e d

o n t h e i r d i e t c o n s u m p t i o n ,
t h e d i f f e r e n c e w a s n o t s i g n i f i c a n t

, p r o b a b l y d u e t o t h e f a c t t h a t

m i c e f e d w it h h i g h f a t d i e t a l o n e o n a v e r a g e c o n s u m e d m o r e d i e t t h a n t h e t r e a t e d gr o u p

(F i g u r e 14 ) .

U n d e r t h e s e e x p e r im e n t a l s e t t i n g s ,
i t w a s d i f f i c u l t t o m o n i t o r w h a t v o l u m e o f d i e t

e a c h m o u s e c o n s u m e d . A l t h o u g h w e t r i e d t o m i n im i z e t h i s l i m i t a t i o n b y p u t t i n g o n l y tw o

m i c e p e r c a g e ,
t h e r e w a s s t i l l a c h a n c e t h a t o n e m o u s e c o n s u m e d m o r e t h e n a n o t h e r . I n o r d e r

t o p r o v e t h e f a c t t h a t m i c e r e c e i v e d a l c o h o l
,
w e e x a m i n e d s e r u m a l c o h o l c o n c e n t r a t i o n l e v e l s

(F i g u r e 15 ) .

M i c e w e r e h o u s e d i n r e g u l a r c a g e s i n s t e a d o f m e t a b o l i c i n o r d e r t o a v o i d h y p o th e r m i a

i n m i c e t h a t w e r e f e d w i th a l c o h o l d i e t . T h i s d i s a b l e d u r i n e c o l l e c t i o n f o r a s s e s s m e n t o f

m e t a b o l o m i c s p r o f i l e s . T h e r e fo r e
,
u r i n e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d o n l y o n t h e d a y o f s a c r i fi c e .

D i f f e r e n c e s i n h o r m o n a l s t a t u s a n d a l c o h o l m e t a b o l i z i n g e n z y m e a c t i v i t y b e t w e e n

d i f f e r e n t s p e c i e s c a n im p a c t t h e s u s c e p t i b i l i t y t o a l c o h o l - i n d u c e d o r g a n d am a g e . I n o r d e r t o

i n d u c e l i v e r i n j u r y t h a t m im i c s f e a t u r e s o f a l c o h o l i c h e p a t i t i s i n h u m a n s , d o s e s o f a l c o h o l

w e r e h i g h (5 g /k g / d a y i n b i n g e f e e d i n g e x p e r im e n t
,
a n d 1 7 g / k g / d a y i n m o d i fi e d l i q u i d d i e t

m o d e l ) . I n h u m a n s
,
c o n s u m p t i o n o f s u c h a h i g h d o s e s l e a d s t o s e v e r e i n t o x i c a t i o n

,
c o m a a n d

e v e n d e a t h .

M i c e f r o m th e C 5 7 B L / 6 s t r a i n u s e d i n t h e c u r r e n t s t u d y p r e s e n t f e a t u r e s o f r e l a t i v e l y

h i g h v o l u n t a r y a l c o h o l c o n s u m p t i o n T h i s s t r a i n h a s a l s o b e e n s h o w n t o b e s e n s i t i v e t o

a l c o h o l - i n du c e d e f f e c t s [ 8 0 ,
8 1 ] ; h o w e v e r

,
i n h u m a n p o p u l a t i o n s t h e i n d i v i d u a l s u s c e p t i b i l i t y

t o a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e v a r i e s .
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A n o t h e r im p o r t a n t c o n c e r n i s t h e fa c t t h a t i n h u m a n s , f a c t o r s s u c h a s c o m o r b i d i t i e s

(e . g . , d i a b e t e s , r e n a l d i s e a s e s
, a n d c a r d i o v a s c u l a r d i s o r d e r s ) ,

e x p o s u r e t o d i f f e r e n t

e n v i r o n m e n t a l f a c t o r s (c i ga r e t t e s m o k e
,
d r u g s ) ,

a n d d i e t a r y s t a t u s a r e l a r g e l y i n v o l v e d i n t h e

p a t h o g e n e s i s o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e . T h e e x p e r im e n t a l a p p r o a c h u s e d i n t h e c u r r e n t s t u d y

d o e s n o t a c c o u n t f o r m u l t i f a c t o r i a l p a t h o g e n e s i s o f A H [14 ] .

C o n c l u s i o n s .

W e h a v e d e v e l o p e d a n d e v a l u a t e d t w o e x p e r im e n t a l m o u s e m o d e l s i n o r d e r t o

p r o d u c e l i v e r i n j u r y c o n s i s t e n t w i t h p a th o l o g i c a l c h a n g e s s e e n i n h u m a n p a t i e n t s .

B i n g e e t h a n o l f e e d i n g v i a o r a l g a v a g e c a u s e d m i n im a l e f f e c t s i n l i v e r t i s s u e s o f m i c e .

T h i s i n d i c at e s t h a t t h i s a n im a l m o d e l w a s n o t s u c c e s s f u l f o r t h e d e v e l o p m e n t o f a l c o h o l -

i n du c e d h e p a t i t i s c l i n i c a l ly r e l e v a n t t o t h a t s e e n i n h u m a n s . W h i l e t h i s e x p e r i m e n t a l d e s i g n i n

m i c e d i d n o t l e a d t o s e v e r e l i v e r d a m a g e ,
t h i s a p p r o a c h m a y b e e f f e c t i v e i n o t h e r s p e c i e s

(e . g . , r a t s ) .

A dm i n i s t r a t i o n o f l o w d o s e s o f C C I4 f o l l o w e d b y c o n s u m p t i o n o f a l c o h o l i c l i q u i d d i e t

r e s u l t e d i n t h e d e v e l o p m e n t o f s t e a t o s i s , n e c r o s i s , b r i d g i n g fi b r o s i s
,
a n d i n f l a m m a t o r y

l e s i o n s
,
w h i c h w e r e e x a c e r b a t e d o v e r t h e t r e a t m e n t p e r i o d . T h e s e h i s t o p a t h o l o g i c a l fi n d i n g s

a l l o w e d u s t o c o n c l u d e t h a t t h i s m o d e l r e p r e s e n t s l i v e r p a t h o l o g i c a l c h a n g e s t h a t m im i c

f e a t u r e s o f a l c o h o l i c h e p a t i t s i n h u m a n s .

E l u c i d a t i n g m o l e c u l a r m e c h a n i s m s a n d p r o c e s s e s a s s o c i a t e d w i t h th e d e v e l o p m e n t o f

a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e i n h u m a n s i s c r i t i c a l f o r it s t r e a t m e n t a n d p r e v e n t i o n . H o w e v e r
,

i n v e s t i g a t i n g t h e m o l e c u l a r b a s i s o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e i n h u m a n s i s f r e q u e n t l y

im p r a c t i c a l a n d i n h e r e n t l y c o m p l e x ,
w h e r e a s u s i n g r e l e v a n t a n i m a l m o d e l s m a y s u b s t a n ti a l l y
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o v e r c o m e t h e l i m i t a t i o n s o f h u m a n - o n l y s t u d i e s . T h e r e s u l t s o f o u r e x p e r im e n t s s h o w t h a t w e

h a v e s u c c e s s f u l l y d e v e l o p e d a n o v e l m o u s e m o d e l o f a l c o h o l i c h e p a t i t i s t h a t r e s e m b l e s

h i s t o p a t h o l o g i c a l f e a t u r e s o f h u m a n d i s e a s e . T h i s m o d e l c a n b e u s e d t o i n v e s t i g a t e t h e

u n d e r l y i n g m e c h a n i s m s a s s o c i a t e d w i t h t h e d e v e l o p m e n t o f h u m a n h e p a t i t i s
,
a s w e l l a s f o r

d i s e a s e t r e a t m e n t a n d p r e v e n t i o n .

F u t u r e d i r e c t i o n s .

A l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e i s a m a j o r h e a l t h p r o b l e m i n t h e U n i t e d St a t e s a n d d e v e l o p e d

c o u n t r i e s . I t i s c r i t i c a l t o u n c o v e r m o l e c u l a r m e c h a n i s m s a n d p r o c e s s e s a s s o c i a t e d w i t h t h e

d e v e l o p m e n t o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e i n hu m a n s t o im p r o v e c l i n i c a l m a n a g e m e n t o f t h e

d i s e a s e . I n l i g h t o f t h i s ,
o u r m o d e l m a y b e u s e d fo r i n - d e p t h i n v e s t i g a t i o n o f m o l e c u l a r

m e c h a n i s m s a n d p r o c e s s e s o f t h e p a t h o g e n e s i s o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e . Sp e c i f i c a l l y ,
f u t u r e

s t u d i e s s h o u l d b e c o n d u c t e d t o e s t i m a t e o t h e r m a r k e r s o f l i v e r i n j u r y i n o r d e r t o s u p p o r t o u r

f i n d i n g s . F o r t h i s p u r p o s e t h e l e v e l o f h y d r o x y p r o l i n c a n b e a s s e s s e d w i t h th e h e l p o f w e s t e r n

b l o t t e c h n i q u e
,
a l s o g e n e e x p r e s s i o n o f c o l l a g e n a l p h a l (C o l l ) c a n b e a n a l y z e d u s i n g qR T -

P C R .

A d d i t i o n a l l y , i t i s n e c e s s a r y t o a n a l y z e h o w a l c o h o l i n t e r a c t s w i t h l i p i d m e t a b o l i s m .

A h e p a t i c f r e e f a t t y a c i d p r o fi l e s h o u l d b e e v a l u a t e d .

A l s o , t h e h i s t o p a th o l o g i c a l e v a l u a t i o n o f o t h e r t i s s u e s (k i dn e y , s t o m a c h ) w o u l d b e

h e lp f u l t o e s t im a t e t h e i n fl u e n c e o f a l c o h o l o n o t h e r t a r g e t o r g a n s . F o r t h i s p i u p o s e
,

b i o l o gi c a l m a t e r i a l c o l l e c t e d i n t h e s t u d y c a n b e u s e d i n o r d e r t o i d e n t i f y e t h a n o l ' s m o l e c u l a r

t a r g e t s .
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F u r t h e r m o r e
,
i n h u m a n s

, g e n e t i c f a c t o r s g r e a t l y i n f lu e n c e i n d i v i d u a l s u s c e p t i b i l i t y t o

a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e . I t r e m a i n s v e r y d i f f i c u l t t o e x p l a i n a n d p r e d i c t i n d i v i d u a l

s u s c e p t i b i l i t y t o a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e . O u r m o u s e m o d e l m a y b e v e r y u s e f u l f o r s t u d y i n g

t h e u n d e r l y i n g m e c h a n i s m s o f t h i s i n d i v i d u a l s u s c e p t i b i l i t y .
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C h a p t e r 6

P r a c t i c u m R e p o r t

I c o m p l e t e d m y p u b l i c h e a l t h p r a c t i c u m a t t h e D i v i s i o n o f B i o c h e m i c a l T o x i c o l o g y i n

t h e U . S . F D A N a t i o n a l C e n t e r f o r T o x i c o l o g i c a l R e s e a r c h (N C T R ),
i n J e f fe r s o n

,
A r k a n s a s

,

u n d e r t h e s u p e r v i s i o n o f D r . I g o r P o gr i b n y . I s e l e c t e d t h i s p u b l i c a g e n c y b e c a u s e N C T R i s

c o m m i t t e d t o c o n d u c t i n g th e s c i e n t i f i c r e s e a r c h n e c e s s a r y f o r t h e F D A t o m a k e f a r r e a c h i n g

d e c i s i o n s a f f e c t i n g p u b l i c h e a l t h . T h r o u g h c o l l a b o r a t i v e e f f o r t s w i t h g o v e r n m e n t
,
a c a d e m i c

,

a n d i n d u s t r y r e s e a r c h e r s
,
N C T R f o s t e r s n a t i o n a l a n d i n t e r n a t i o n a l c o l l a b o r a t i o n s a n d h e l p s

d e v e l o p , r e f i n e a n d a p p l y t e c h n o l o g y t o f u r t h e r im p r o v e s a f e t y e v a l u a t i o n s o f F D A - r e g u l a t e d

p r o d u c t s t o p r o t e c t p u b l i c h e a l t h a n d i m p r o v e t h e q u a l i t y o f l i f e f o r a l l A m e r i c a n s . N C T R

r e s e a r c h e r s s p r e a d th e p r i n c i p l e s o f r e g u l a t o r y s c i e n c e g l o b a l l y . T h e D i v i s i o n o f B i o c h e m i c a l

T o x i c o l o g y c o n d u c t s f u n d a m e n t a l a n d a p p l i e d r e s e a r c h s p e c i f i c a l l y d e s i g n e d t o d e fi n e t h e

b i o l o g i c a l m e c h a n i s m s o f a c t i o n u n d e r l y i n g t h e t o x i c it y o f p r o d u c t s r e g u l a t e d b y ,
o r o f

i n t e r e s t t o
,
t h e F D A . T h e r i s k - a s s e s s m e n t r e s e a r c h i s f i r m l y r o o t e d i n m e c h a n i s t i c s t u d i e s

f o c u s e d o n t h e u n d e r s t a n d i n g o f t o x i c o l o g i c a l e n d p o i n t s ,
a n a p p r o a c h t h a t a l l o w s g r e a t e r

c o n f i d e n c e i n t h e s u b s e q u e n t r i s k a s s e s s m e n t s . T h e s e s t u d i e s c u r r e n t l y s e r v e a s t h e

b e n c hm ei r k b y w h i c h t o x i c o l o g i c a l a s s e s sm e n t s a r e m a d e b y F D A a n d o t h e r f e d e r a l a g e n c i e s .

I n a d d i t i o n t o p r o v i d i n g b a s i c i n f o r m a t i o n o n t o x i c o l o g i c a l e n d p o in t s , s u c h a s c a n c e r , t h e s e

e x p e r im e n t s f o r m t h e b a s i s f o r m e c h a n i s t i c s t u d i e s t o a s c e r t a i n i f t h e r e s p o n s e d e t e c t e d i n t h e

e x p e r im e n t a l m o d e l i s p e r t i n e n t t o h u m a n s . L a b o r a t o r y u n d e r t h e d i r e c t i o n o f D r . P o g r i b n y

c o n d u c t s a n u m e r o u s s t u d i e s t o e l u c i d a t e t h e e p i g e n e t i c m e c h a n i s m s o f a c t i o n o f s o m e
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c a r c i n o g e n s a n d u n r a v e l n e w b i o m a r k e r s t h a t m a y b e u s e f u l i n t h e e a r l y d e t e c t i o n o r

p r e v e n t i o n o f d i s e a s e .

T h e go a l o f m y p r a c t i c u m p r o j e c t w a s t o a n s w e r t h e q u e s t i o n w h a t e p i g e n e t i c

m e c h a n i s m s a r e i n v o l v e d i n i n t e r - s t r a i n v a r i a b i l i t y o f 1 , 3 - b u t a d i e n e (B D ) g e n o t o x i c i t y .

M u l t i s t r a i n a p p r o a c h u s e d i n t h e s t u dy c a n b e b e n e f i c i a l f o r i d e n t i f y i n g g r o u p s t h a t m i g h t b e

e s p e c i a l l y s u s c e p t i b l e t o b u t a d i e n e t o x i c i t y . O n c e i d e n t i f i e d , s u c h g r o u p s c a n b e a d v i s e d t o

t a k e c a u t i o n a r y m e a s u r e s t o p r o t e c t t h e m s e l v e s f r o m B D e x p o s u r e (i . e . l im i t i n g

e n v i r o n m e n t a l t o b a c c o s m o k e ) . T h i s s t u d y c a n n o t o n l y b e n e f i t i n c l a r i f y i n g o f p a t h o g e n e s i s

p a t h w a y s b u t a l s o s u b s e q u e n t l y p r o v i d e s u f f i c i e n t i n f o r m a t i o n t o s e t s t r a t e g i e s f o r p r e v e n t i n g

a n d c u r a t i n g t h e t o x i c e f f e c t s o f b u t a d i e n e .

T o a n s w e r t h i s q u e s t i o n I a n a l y z e d th e s t a t u s o f h i s t o n e m o d i f i c a t i o n s i n k i d n e y a n d

l i v e r t i s s u e s o f m i c e (A / J ,
C A S T / E i J

,
a n d C 5 7 B L / 6J

,
m a l e s a n d fe m a l e s ) t h a t w e r e e x p o s e d

t o d i f f e r e n t d o s e s o f B D t hr o u g h i n h a l a t i o n (0 ,
1 3

,
o r 4 2 5 p p m B D f o r 6 hr / d a y ,

5

d a y s /w e e k ,
f o r 2 w e e k s ) .

F o r t h i s p u r p o s e I u s e d w e s t e r n b l o t , a n im p o r t a n t t e c h n i q u e i n

m o l e c u l a r b i o l o g y w h i c h s e r v e s t o h e l p i d e n t i fy a n d q u a n t i fy p r o t e i n s a n d e v a l u a t e i f t h e y a r e

u p
- o r d o w n - r e g u l a t e d i n t r e a t e d t i s s u e c o m p a r e d t o c o n t r o l t i s s u e s . I t i s k n o w n th a t i n t e r -

i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t }
' i n h u m a n s p l a y s a r o l e i n s u s c e p t i b i l i t y t o B D t o x i c i t y . T h i s s t u d y

a t t e m p t e d t o m o d e l g e n e t i c v a r i a t i o n a n d e x a m i n e i n t e r s t r a i n a n d g e n d e r d i f f e r e n c e s i n

g e n o t o x i c i t y o f B D .

I t i s n o w w e l l u n d e r s t o o d th a t a l t h o u g h th e b a s e s e q u e n c e o f D N A p r o v i d e s t h e

" b l u e p r i n t
"
f o r l i f e

,
t h i s b l u e p r i n t c a n b e m o d i f i e d th r o u g h e p i g e n e t i c c h a n g e s s u c h a s

m e t h y l a t i o n
, p h o s p h o r y l a t i o n

,
o r a c e t y l a t i o n o f D N A o r h i s t o n e s t h a t a r e s t a b l y t r a n s m i t t e d

t h r o u g h c e l l d i v i s i o n s [8 2 ] . H i s t o n e m o d i f i c a t i o n s a r e p r o p o s e d t o a f f e c t c h r o m o s o m e
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f u n c t i o n t h r o u g h a t l e a s t tw o d i s t i n c t m e c h a n i s m s . T h e fi r s t m e c h a n i s m s u gg e s t s

m o d i f i c a t i o n s m a y a l t e r t h e e l e c t r o s t a t i c c h a r g e o f t h e h i s t o n e r e s u l t i n g i n a s t r u c t u r a l c h a n g e

i n h i s t o n e s o r t h e i r b i n d i n g t o D N A .
T h e s e c o n d m e c h a n i s m p r o p o s e s t h a t t h e s e

m o d i fi c a t i o n s a r e b i n d i n g s i t e s f o r p r o t e i n r e c o g n it i o n m o d u l e s
,
s u c h a s t h e b r o m o d o m a i n s o r

c h r o m o d o m a i n s t h a t r e c o g n i z e a c e t y l a t e d l y s i n e s o r m e t h y l a t e d ly s i n e s , r e s p e c t i v e l y .

C u r r e n t l y s e v e r e a l c l a s s e s o f p o s t - t r a n s l a t i o n a l h i s t o n e m o d i fi c a t i o n s a r e k n o w n , a m o n g th e m

m e t h y l a t i o n
, p h o s p h o r y l a t i o n

,
a n d a c e t y l a t i o n [8 3 ] . G l o b a l h i s t o n e m o d i fi c a t i o n p a t t e r n s

c o r r e l a t e w i t h t u m o r p h e n o t y p e s a n d p r o g n o s t i c f a c t o r s i n m u l t i p l e t u m o r t y p e s [ 84 ] .

F o r t h e p r a c t i c u m r e s e a r c h
,
I f o c u s e d o n e v a l u a t i o n o f t h e m e t h y l a t i o n a n d a c e t y l a t i o n

s t a t e o f s e v e r a l l y s i n e r e s i d u e s o n h i s t o n e s H 3 a n d H 4 i n t h e k i d n e y ,
i n c l u d i n g H 3 K 9m e 3

,

H 3 K 2 7m e 3 , H 3 K 2 7 a c ,
H 4 K 2 0m e 3 , a n d H 3K 2 7 a c i n l i v e r t i s s u e . I t i s a c c e p t e d t h a t i n c r e a s e d

t r im e th y l a t i o n t h e s e m a r k s a r e im p o r t a n t i n m a i n t a i n i n g g e n o m i c s t a b i l i t y a n d c h r o m a t i n

s t r u c t u r e [ 8 5 ] .
H i g h l e v e l s o f h i st o n e a c e t y l a t i o n w e r e s h o w n t o b e a s s o c i a t e d w i t h g e n e

a c t i v i t y w i t h l o w l e v e l s b e i n g c o r r e l a t e d w i t h g e n e s i l e n c i n g [ 8 6] .

F o r a w e s t e r n b l o t a n a ly s i s , p r o t e i n s w e r e i s o l a t e d f r o m th e t i s s u e u s i n g l y s i s b u f f e r

a n d a l i q u o t s w e r e p r e p a r e d . Sa m p l e s w e r e d e n a t u r e d b y h e a t i n g i n t h e p r e s e n c e o f

m e r c a p t o e t h a n o l a n d p r o t e i n s w e r e r e s o l v e d b y p o l y a c r y l a m i d e g e l e l e c t r o p h o r e s i s . T h e n

p r o t e i n s w e r e t r a n s f e r r e d t o P V D F m e m b r a n e s b y e l e c t r o b l o t t i n g . A ft e r b l o c k i n g m e m b r a n e s

w e r e i n c u b a t e d w i t h p r i m a r y a n t i b o d i e s t h a t b i n d t o t h e p r o t e i n o f i n t e r e s t , a ft e r t h e w a s h t h e

m e m b r a n e w e r e e x p o s e d t o s e c o n d a r y a n t i b o d i e s a n d v i s u a l i z e d .

T h e a n a l y s i s o f d a t a c o l l e c t e d d u r i n g t h e s t u d y s h o w e d t h e e x i s t e n c e o f i n t e r - s t r a i n

a n d i n t e r -

g e n d e r v a r i a b i l i t y i n t h e s t a t u s o f h i s t o n e m o d i fi c a t i o n s . Sp e c i fi c a l l y ,
H 3 K 9m e 3 i n

k i d n e y o f m a l e s f r o m C A S T /E i J s t r a i n d i d n o t s i g n i fi c a n t l y c h a n g e a ft e r t h e i n c r e a s e o f
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i n h a l e d B D c o n c e n t r a t i o n
,
w h i l e i n f e m a l e s t h i s h i s t o n e m o d i f i c a t i o n m a r k w a s d e c r e a s e d . I t

i s i m p o r t a n t t o m e n t i o n t h a t f e m a l e m i c e h a v e b e e n s h o w n t o d e v e l o p l u n g a n d l i v e r t u m o r s

a t l o w e r e x p o s u r e c o n c e n t r a t i o n s t h a n m a l e s [ 8 5] . T h e r e f o r e
,
t r im e th y l a t i o n o f h i s t o n e s c a n

b e i n v o l v e d i n p r o t e c t i v e m e c h a n i s m s . I n m a l e m i c e o f A / J s t r a i n t h e l e v e l o f H 3 K 9m e 3

s l i g h t l y i n c r e a s e d i n g r o u p t h a t r e c e i v e d h i g h d o s e o f B D c o m p a r e d t o t h a t i n c o n t r o l a n d l o w

d o s e gr o u p s , i n f e m a l e s o n l y g r o u p th a t r e c e i v e d l o w d o s e o f B D s h o w e d r e s p o n s e t o t h e

e x p o s u r e . M a l e m i c e o f C 5 7 B L /6 J s t r a i n s h o w e d d o s e - r e s p o n s e r e l a t i o n s h i p i n t r i m e t h y l a t i o n

s t a t u s , w h e r e a s i n f e m a l e s i t d i d n
'

t c h a n g e .

T r im e t h y l a t i o n o f H 3 K 2 7 s t a t u s i n k i d n e y w a s s i m i l a r t o t h a t o f H 3K 9 . T h e r e w a s n o

s i g n i fi c a n t i n t e r - s t r a i n a n d i n t e r -

g e n d e r d i f f e r e n c e n o t i c e d i n t h e H 4 K 2 0 t r im e t h y l a t i o n
,
b u t

i n C 5 7 B L /6 J
,
b o t h m a l e s a n d f e m a l e s i t w a s u p - r e g u l a t e d i n g r o u p s t h a t w e r e e x p o s e d w i t h

l o w a n d h i g h d o s e o f B D .

A c e t y l a t i o n o f H 3 K 2 7 i n k i d n e y a n d l i v e r w a s a l s o e v a l u a t e d . I n k i dn e y o f C A S T /E i J

m a l e m i c e w h o w e r e e x p o s e d w i t h l o w d o s e
,
i t i s u p

- r e g u l a t e d ,
b u t i n h i gh d o s e i t e x p r e s s i o n

i s s im i l a r t o t h a t i n c o n t r o l g r o u p . I n f e m a l e s ,
a t l o w d o s e i t w a s d o w n r e g u l a t e d ,

a t h i gh d o s e

g r o u p H 3 K 2 7 a c i n c r e a s e d
,
b u t s t i l l r e m a i n e d l o w e r c o m p a r e d t o c o n t r o l g r o u p . I n C 5 7 B L / 6 J

m a l e s i t s h o w e d in c r e a s e d t o g e t h e r w i t h t h e a dm i n i s t e r e d d o s e
,
i n f e m a l e s - H 3 K 2 7 a c i n l o w

a n d h i g h d o s e g r o u p s w a s d e c r e a s e d c o m p a r e d t o t h a t i n c o n t r o l g r o u p . H e p a t i c H 3 K 2 7 a c

w a s d o w n r e g u l a t e d i n C A S T / E i J m a l e s w h o r e c e i v e d l o w a n d h i g h d o s e s c o m p a r e d t o

c o n t r o l
,
b u t d i d n '

t c h a n g e i n a l l gr o u p s o f f e m a l e s . M a l e s o f A / J s t r a i n s h o w e d n o e x p o s u r e

r e s p o n s e
,
b u t i n f e m a l e s i t w a s i n c r e a s e d i n g r o u p s e x p o s e d t o l o w a n d h i gh d o s e s o f B D .

B o t h g e n d e r s o f C 5 7 B L / 6J s t r a i n s h o w e d s im i l a r i n c r e a s e i n H 3 K 2 7 a c w i t h th e i n c r e a s e o f

t h e B D d o s e .
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M y p r a c t i c u m p r o j e c t i s r e l e v a n t t o p u b l i c h e a l t h s i n c e B D i s a u b i q u i t o u s

e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t a n d a w i d e l y u s e d i n d u s t r i a l c h e m i c a l . T h e m u l t i s t r a i n a p p r o a c h

m im i c s i n t e r i n d i v i d u a l v a r i a b i l i t y i n t h e p o p u l a t i o n .

E p i g e n e t i c c h a n g e s a r e v e r y r e l e v a n t t o p u b l i c h e a l t h . W h i l e g e n e t i c m u t a t i o n s a r e

fi x e d i n c e l l s t hr o u g h c e l l u l a r r e p l i c a t i o n
,
e p i g e n e t i c c h a n g e s c a n p o t e n t i a l l y b e r e v e r s e d .

T h u s
,
i f t h e r a p i e s a r e d e v e l o p e d t o i n fl u e n c e e p i g e n e t i c s ,

t h e p a t h o g e n e s i s o f d i s e a s e c o u l d

b e a l t e r e d .

D u r i n g m y t im e a t N CT R , I a c h i e v e d th e f o l l o w i n g c o m p e t e n c i e s l a i d o u t b y t h e

Sc h o o l o f P u b l i c H e a l t h a n d D e p a r t m e n t E n v i r o rm i e n t a l S c i e n c e s a n d E n g i n e e r i n g :

v
^ C o m m u n i c a t i o n a n d I n f o r m a t i c s

• E n g a g e i n c o l l e c t i v e i n f o r m a t i o n s h a r i n g ,
d i s c u s s i o n a n d p r o b l e m s o l v i n g

^ D i v e r s i t y a n d C u l t u r a l C o m p e t e n c y

• Sh o w e f f e c t i v e a n d p r o d u c t i v e s k i l l s i n w o r k i n g w i t h d i v e r s e i n d i v i du a l s i n c l u d i n g

c o - w o r k e r s , p a r t n e r s , s t a k e h o l d e r s , a n d / o r c l i e n t s

■^ L e a d e r s h ip

• E x e r c i s e p r o d u c t i v e o r g a n i z a t i o n a l
,
t im e - m a n a g e m e n t a n d a dm i n i s t r a t i v e s k i l l s

-^ P r o f e s s i o n a l i s m a n d E th i c s

• A pp r e c i a t e t h e n e e d f o r l i f e l o n g l e a r n i n g i n t h e f i e l d o f p u b l i c h e a l t h

• C o n s i d e r t h e e f f e c t o f p u b l i c h e a l t h d e c i s i o n s o n s o c i a l j u s t i c e a n d e q u i t y

v
^ P r o g r a m P l a n n i n g

• D i s c u s s s o c i a l
,
b e h a v i o r a l

,
e n v i r o rm i e n t a l

,
a n d b i o l o g i c a l f a c t o r s t h a t c o n t r i b u t e t o

s p e c i fi c i n d i v i d u a l a n d c o m m u n i t y h e a l t h o u t c o m e s

• I d e n t i f y n e e d e d r e s o u r c e s f o r p u b l i c h e a l t h p r o gr a m s o r r e s e a r c h
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■^ S y s t e m s t h i n k i n g

• I n t e r p r e t t h e r e s u l t s a d d r e s s i n g th e s t r e n g th s a n d l i m i t a t i o n s o f t h e i n f e r e n c e (s )

v
^ E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e s C o m p e t e n c i e s

• D e s c r i b e t h e di r e c t a n d i n d i r e c t h u m a n
,
e c o l o g i c a l a n d s a f e t y e f f e c t s o f m a j o r

e n v i r o r m i e n t a l a n d o c c u p a t i o n a l a g e n t s

• D e s c r i b e g e n e t i c , p h y s i o l o g i c a n d p s y c h o s o c i a l f a c t o r s t h a t a f f e c t s u s c e p t i b i l i t y t o

a d v e r s e h e a l t h o u t c o m e s f o l l o w i n g e x p o s u r e t o e n v i r o n m e n t a l h a z a r d s

• D e s c r i b e f e d e r a l a n d s t a t e r e g u l a t o r y p r o g r a m s
, g u i d e l i n e s a n d a u t h o r i t i e s t h a t

c o n t r o l e n v i r o n m e n t a l h e a l t h i s s u e s

• Sp e c i fy a p p r o a c h e s f o r a s s e s s i n g , p r e v e n t i n g , a n d c o n t r o l l i n g e n v i r o r m i e n t a l h a z a r d s

t h a t p o s e r i s k s t o h u m a n h e a l t h a n d s a f e t y

• E x p l a i n t h e g e n e r a l m e c h a n i s m s o f t o x i c i t y i n e l i c i t i n g a t o x i c r e s p o n s e t o v a r i o u s

e n v i r o n m e n t a l e x p o s u r e s

• D e v e l o p a t e s t a b l e m o d e l o f e n v i r o n m e n t a l i n s u l t
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R e f e r e n c e s :

1 . C S ID : 6 82 ,
h t t p : / /w w w . c h em s p i d e r . c o i n / C h em i c a l - St r u c t u r e 6 82 . h t m l ( a c c e s s e d 19 : 5 3 ,

A p r

1 5
,
2 0 13 )

2 . l U P A C
,
C o mp e n d i u m of C h em i c a l T e r m i n o l o g y ,

2 n d e d (t h e
"

G o l d B o o k "

) ( 19 97 ) O n l in e

c o r r e c t e d v e r s i o n : (2 00 6 - )
" A l c o h o l s "

3 . K r e b s , H A a n d P e r k i n s , J . R . ( 19 7 0 ) Th e p hy s i o l o g i c a l r o l e of l i v e r a l c o h o l

d e hy d r o g e n a s e . B i o c h e m i c a l J o u r n a l 1 1 8
,
6 3 5 - 6 44 .

4 . Jo n e s
,
A W . , M a r d h , G .

a n d A n g g a r d ,
E . ( 19 83 ) D e t e r m i n a t io n of e n d o g e n o u s e t h a n o l i n

b l o o d a n d b r e a t h by g a s c h r o m a t o g r a p hy - m a s s sp e c t r o m e t r y P h a r m a c o l o g y , B i o c h em i s t r y
a n d B e h a v i o u r 1 8 (S u p p l . 1) , 2 6 7 - 2 72

5 . J o n e s
,
A . W , O s t r o v s k y ,

Y M , W a l l i n ,
A . a n d M i d t v e d t , T . ( 19 84 ) L a c k o f d iff e r e n c e s i n

b l o o d a n d t i s s u e c o n c e n t r a t i o n s of e n d o g e n o u s e t h a n o l in c o n v e n t i o n a l a n d g e r m -f r e e r a t s .

A l c o h o l 1 , 3 9 3 - 3 96

6 . W o r l d H e a l t h O r g a n i z a t i o n G l o b a l s t a t u s r ep o r t o n a l c o h o l a n d h e a l t h G e n e v a
,

S w i t z e r l a n d : WH O P r e s s ; 2 0 1 1 .

7
. S c h il l e r ,

J . S . ,
L u c a s ,

J W .

,
P e r e g o y ,

J A . S u m m a r y h e a l t h st a t i s t ic s f o r U . S a d u lt s : N a t i o n a l
H e a lt h I n t e r v ie w S u r v e y ,

2 0 11 N a t i o n a l C e n t e r f o r H e a l t h St a t i s t i c s V i t a l H e a lt h S t a t

1 0 (25 6 ) . 2 0 12 .

8 C a b a l l e r i a
,
J . C u r r e n t c o n c ep t s i n A l c o h o l m e t a b o l i s m . A n n a l s o f H e p a t o l o g y , V o l 2 , N o 2 ,

p p . 6 0 - 6 8 ; 2 00 3 .

9 . O n e t a
,
C M .

,
e t a l .

,
F ir s t p a s s m e t a b o l is m of e t h a n o l is s t r ik in g ly i nf l u e n c e d by t h e sp e e d of

g a s t r i c e mp ty i n g G u t , 1 9 9 8 4 3 (5 ) : p . 6 12 - 9 .

1 0 . P a w a n
,
G L . S . M e a t b o l i s m o f A l c o h o l (e t h a n o l) i n M a n P r o c N u t r S o c , V o l 3 1

, p p . 8 3 - 8 9

1972

11 L i e b e r , C . S . , R T . G e n t r y , a n d E . B a r a o n a , F i r s t p a s s m e t a b o l i s m of e t h a n o l A l c o h o l A l c o h o l

S u pp l , 1 9 9 4 2 : p . 1 6 3 - 9

12 Z a k h a r i
,
S O v e r v i e w : h o w i s a l c o h o l m e t a b o l i z e d by t h e b o d y ? A l c o h o l R e s H e a lt h , 2 0 06 .

2 9 (4 ) : p . 2 4 5 - 2 5 4 .

13 H a n d l e r , J A . , a n d T h u r m a n , R . G R e d o x i n t e r a c t i o n s b e t w e e n c a t a l a s e a n d a l c o h o l

d e h y d r o g e n a s e p a t hw a y s of e th a n o l m e t a b o l i s m i n t h e p e rf u s e d r a t l i v e r . Jo u r n a l o f

B i o l o g i c a l C h e m i s t r y 2 6 5 : 15 10 - 1 5 15 , 19 9 0

14 . R u sy n ,
I

.
a n d B a t a l le r ,

R
.
A l c o h o l a n d To x i c i ty J H e p a t o l , 2 0 13 .
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1 5 B a r d a g
- G o r c e ,

F
, e t a l ,

T h e e ff e c t o f e t h a n o l - i n d u c e d c y t o c h r o m e p 4 5 0 2 E l o n t h e i n h i b i t i o n

o f p r o t e a s o m e a c t i v i ty by a lc o h o l B i o c h em B i o p h y s R e s C o m m u n , 2 0 0 0 . 2 7 9 (1 ) : p .
2 3 - 9 .

16 C z e c h , E . , H a r t l e b, M . N o n - o x id a t i v e m e t a b o l i s m of e t h a n o l a n d i t s in fl u e n c e o n t h e

m e t a b o l i c p a t hw a y of s e r o t o n i n a n d t r a n sf e r r i n P r o b le m s o f F o r e n s i c S c i e n c e s , v o l L I I ,

2 0 0 2 ,
3 7 - 5 1

17 . H a b e r
,
P

. S ,
A p t e ,

M
.
V

,
M o r a n

,
C

,
A pp l e g a t e ,

T L
,
P i r o l a

,
R . C

,
K o r st e n

,
M . A .

,

M c C a u g h a n
,
G . W .

,
W i l s o n , J S . N o n

- Ox i d a t i v e M e t a b o l i s m of E t h a n o l by R a t P a n c r e a t i c

A c in i P a n c r e a t o l o g y 2 00 4 ;4 : 8 2 - 8 9

18 B e c k e m e i e r
,
M E . B o r a

,
P . S . F a t ty a c i d e t h y l e s t e r s : p o t e n t i a l ly t o x i c p r o d u c t s o f m y o c a r d i a l

e t h a n o l m e t a b o l i s m J M o l C e l l C a r d io l , V o l . 3 0 , p p . 2 4 87 - 2 4 94 19 9 8

19 S o d e r b e r g ,
B . L

, e t a l .

.
F a tty a c id e t hy l e s t e r s E t h a n o l m e t a b o l i t e s t h a t r efl e c t e t h a n o l in t a k e

A m J C l in P a t h o l
,
2 0 0 3 . 1 19 S u pp l : p . S 94 - 9

2 0 . L a p o s a t a ,
M . A s s e s s m e n t of e t h a n o l i n ta k e c u r r e n t t e s t s a n d n e w a s s a y s o n t h e h o r i z o n .

A m e r i c a n Jo u r n a l o f C l in i c a l P a t h o l o g y 112 : 4 43 - 4 50 ,
1 9 9 9 .

2 1 . W a l l g r e n ,
H A b s o r p t i o n , d if f u s i o n , d is t r i b u t io n a n d e l im in a t i o n o f e t h a n o l : Eff e c t o n

b io l o g i c a l m e m b r a n e s I n t e r n a t i o n a l E n c y c l o p e d i a o f P h a r m a c o l o g y a n d T h e r a p e u t i c s . V o l

1 . O x f o r d : P e r g a m o n
,
1 9 70 pp .

16 1- 18 8 .

2 2 E r a s e r , A G . ,
R o s a l k i , S B

,
G a m b l e

,
G . D

,
P o u n d e r

,
R E I n t e r - i n d i v i d u a l a n d i n tr a -

in d i v i d u a l v a r i a b i l i ty of e t h a n o l c o n c e n t r a t i o n - t im e p r ofi l e s : C o mp a r is o n of e t h a n o l i n g e s t io n

b ef o r e o r afl e r a n e v e n i n g m e a l B r i t i s h Jo u r n a l o f C l in i c a l P h a r m a c o l o g y 4 0 :3 8 7 - 3 9 2 , 19 95 .

2 3 D u b o w s k i
,
K M . H u m a n p h a r m a c o k i n e t ic s o f e t h a n o l : I P e a k b l o o d c o n c e n t r a t io n s a n d

e l i m in a t i o n i n m a l e a n d f e m a l e s u bj e c t s . A l c o h o l T e c h R e p 5 :5 5 - 6 3 19 76 .

2 4 . B o sr o n , W F ; E h r i g , T . ; & L i
,
T - K G e n e t i c f a c t o r s in a l c o h o l m e t a b o l i s m a n d a l c o h o l i s m

S em i n a r s in L iv e r D i s e a s e 1 3 (2 ) : 1 26 - 1 3 5
,
1 9 9 3

2 5 . B e n e t
,
L

.
Z . ; K r o e t z ,

D L . ; & S h e i n e r
,
L B P h a r m a c o k in e t i c s : T h e dy n a m ic s o f d r u g

a b s o r p t i o n
,
d is tr i b u t i o n ,

a n d e l i m i n a t i o n M o l i n o f f
, P B . , & R u d d o n , R . W , e d s . G o o dm a n

a n d G i l l m a n
'

s T h e P h a r m a c o l o g i c a l B a s i s o f T h e r a p e u t i c s 9 t h e d N ew Y o r k : M c G r a w - H i l l ,
19 9 6 . p p . 3 - 2 7

2 6 . A g a r w a l , D . P . G e n e t ic p o ly m o r p h is m s of a l c o h o l m e t a b o l iz i n g e n zy m e s . P a t h o l o g i e
- B i o l o g i e

(P a r i s ) 4 9 : 7 0 3 - 7 0 9 ,
2 0 0 1 .

2 7 . L e e , S . L . , C h a u , G . Y . , Y a o , C . T . e t a l . F u n c t i o n a l a s s e s s m e n t of h u m a n a l c o h o l

d e hy d r o g e n a s e f a m i ly i n e t h a n o l m e t a b o l i s m : S ig n if i c a n c e o f fi r s t - p a s s m e t a b o l i s m

A lc o h o l i s m : C l i n i c a l a n d E x p e r i m e n t a l R e s e a r c h 30 : 1 132 - 1 142
,
2 0 0 6
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2 8 N e u m a r k , Y , F r i e d la n d e r
,
Y .

,
0 '

C o n n o r
,
S .

,
e t a l T h e i n fl u e n c e o f a l c o h o l d e hy d r o g e n a s e

p o ly m o r p h is m s o n a l c o h o l m e t a b o l i s m a m o n g J e w is h m a l e s i n I s r a e l A l c o h o l i sm : C l in i c a l

a n d E x p e r i m e n t a l R e s e a r c h 2 5 : 12 6A ,
2 0 0 1

29 T h o m a s s o n , H . R . , B e a r d ,
J . D

,
a n d L i

,
T . K . A D H 2 g e n e p o ly m o r p h i s m s a r e d e t e r m in a n t s o f

a lc o h o l p h a r m a c o k i n e t i c s A l c o h o l i s m : C l i n i c a l a n d E x p e r i m e n t a l R e s e a r c h 19 : 14 94 - 149 9
,

19 9 5 .

3 0 . W a l l
,
T . L .

,
P e t e r s o n

,
C M . , P e t e r s o n , K . P . , e t a l A lc o h o l m e t a b o l is m in A s i a n - A m e r i c a n m e n

w i th g e n e t i c p o ly m o r p h i s m s o f a l d e hy d e d e h y d r o g e n a s e . A n n a ls o f I n t e r n a l M e d i c i n e

1 27 : 3 7 6 - 3 7 9
,
19 97 .

3 1 L u c a s
,
D .

,
M e n e z

,
C

,
G i r r e , C , B e r t h o u , F . , B o d e n e z

,
P .

,
Jo a n n e t

,
I .

,
H i s p a r d

,
E .

,
B a r d o u

,
L .

,

a n d M e n e z , J 19 9 5b . Cy t o c h r o m e P 4 5 0 2 E 1 g e n o ty p e a n d c h l o r z o x a z o n e m e t a b o l i s m i n

h e a l t hy a n d a l c o h o l i c C a u c a s ia n s u bj e c t s P h a r m a c o g e n e t i c s 5 :2 9 8- 3 0 4 .

3 2 . K i m
,
R .

,
O

'

Sh e a
,
D .

,
a n d W i l k i n s o n , G . 19 9 5 . I n t e r i n d i v i d u a l v a r i a b i l i ty o f c h l o r z o x a z o n e 6 -

hy d r o x y la t i o n i n m e n a n d w o m e n a n d i t s r e l a t i o n s h ip t o c y p 2 E l g e n e t i c p o ly m o r p h is m s . C l in .

P h a r m a c o l .
T h e r

. 5 7 :6 4 5 - 6 66 .

3 3 L i e b e r C S . H ep a t ic , m e t a b o l ic a n d t o x i c eff e c t s o f e th a n o l : 1 9 91 up d a t e A l c o h o l C l i n E x p
R e s 1 9 9 1 ; 15 : 5 7 3 - 9 2

3 4 . R a s i n e n i K
, C a s e y C A .

M o l e c u l a r m e c h a n i s m o f a l c o h o l i c f a t ty l i v e r I n d ia n J P h a r m a c o l
2 0 12 ;4 4 :2 99 - 3 0 3 .

3 5 . T r y n d y a k ,
V .

, e t a l ,
I n t e r s t r a i n d iff e r e n c e s in t h e s e v e r e i ty of l iv e r i n j u r y i n d u c e d by a

c h o l i n e - a n d f o l a t e - d ef i c i e n t d i e t i n m ic e a r e a s s o c i a t e d w i t h d y s r e g u l a t i o n o f g e n e s i n v o l v e d

i n l ip i d m e t a b o l i s m . F A SE B J , 2 0 12 2 6 ( 11 ) : p . 4 5 9 2 - 6 0 2 .

3 6 . W u , D . , C e d e r b a u m , A I . A l c o h o l , o x id a t i v e s tr e s s , a n d f r e e r a d i c a l d a m a g e . A l c o h o l R e s

H e a l t h . 2 0 0 3 ; 2 7 (4 ) : 2 7 7 - 8 4

3 7 . Z h o u
,
Z

,
W a n g ,

L
. , S o n g ,

Z
,
L a m b e r t , J C , M c C l a i n , C J . ,

K a n g , Y . J A c r i t i c a l i n v o l v e m e n t

of o x i d a t i v e s t r e s s in a c u t e a l c o h o l - i n d u c e d h e p a t i c TN F - a lp h a p r o d u c t i o n A m J P a t h o l
2 00 3 ; 1 63 : 1 137 - 4 6 .

3 8 . S e t s h e d i
,
M .

,
J . R . Wa n d s

,
a n d S . M . M o n t e

,
A c e t a l d e hy d e a d d u c ts i n a l c o h o l i c l i v e r d is e a s e .

O x i d M e d C e l l L o n g e v ,
2 0 10 . 3 (3 ) : p . 17 8 - 8 5

39 . I s r a e l , Y . ; H u r w it z
,
E . ; N i em e l a

,
O . ; a n d A m o n

,
R M o n o c l o n a l a n d p o ly c l o n a l a n t i b o d ie s

a g a in s t a c e t a l d e hy d e
- c o n t a in i n g ep i t o p e s in a c e t a ld e hy d e -

p r o t e i n a d d u c t s . P r o c e e d i n g s o f
t h e N a t i o n a l A c a d e m y o f S c i e n c e s U SA 83 :7 92 3 - 7 92 7

,
1 9 86

4 0 .
T s u k a m o t o , H , a n d X i

,
X . P . I n c o mp l e t e c o mp e n s a t io n of e n h a n c e d h ep a t i c o x y g e n

c o n s u mp t i o n i n r a t s w it h a l c o h o l i c c e n t r i l o b u l a r l i v e r n e c r o s is . H e p a t o l o g y 9 :3 02 - 3 0 6 , 19 89 .
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4 1 A r te e l , G E , R a l e i g h , J A . , B r a d f o r d , B . U . , a n d T h u r m a n ,
R

. G A c u t e a l c o h o l p r o d u c e s

hy p o x i a d i r e c t ly i n r a t l i v e r t is s u e in v i v o : R o l e o f K u p ff e r c e l l s . A m e r i c a n Jo u rn a l o f

P h y s i o l o g y 2 7 1 : G 4 94 - G 500
,
19 96 .

4 2 . I sh a k
,
K . G .

,
Z i m m e r m a n

,
H J

,
a n d R a y ,

M .B A l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e : P a t h o l o g i c ,

p a t h o g e n e t i c a n d c l i n i c a l a s p e c t s A lc o h o l i s m : C l i n i c a l a n d E x p e r im e n t a l R e s e a r c h 15 : 4 5-

6 6
,
19 9 1 .

4 3 . G r am e n z i
,
A .

,
e t a l .

.
R e v i e w a r t i c l e : a l c o h o l i c l i v e r d is e a s e —p a t h o p hy s i o l o g i c a l a s p e c t s a n d

r i s k f a c t o r s A li m e n t P h a r m a c o l T h e r , 2 0 0 6 24 (8 ) : p . 1 1 5 1- 6 1

44 F r e n c h SW .
Th e r o l e of h yp o x ia i n t h e p a t h o g e n e s is o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e . H e p a t o l R e s

2 00 4 ; 2 9 : 6 9 - 7 4 .

4 5 . C u n n i n g h a m C C , V a n H o r n C G . E n e r gy a v a i l a b il ity a n d a l c o h o l - r e la t e d l iv e r p a t h o l o gy .

A l c o h o l R e s H e a l t h 2 0 03 ; 2 7 : 2 9 1- 9 .

4 6 B o t t e n u s RE
,
Sp a c h P I

,
F i l u s S , C u n n in g h a m C C . Eff e c t o f c h r o n i c e t h a n o l c o n s u mp t i o n o n

e n e r g y - l i n k e d p r o c e s s e s a s s o c i a t e d w i t h o x i d a t i v e p h o sp h o r y l a t i o n : p r o t o n tr a n s l o c a t io n a n d

A TP - P i e x c h a n g e . B i o c h e m B i o p h y s R e s C o m m u n 19 82 ; 10 5 : 13 6 8
- 7 3 .

4 7 . B a u t i s t a , A . P , I m p a c t o f a l c o h o l o n th e a b i l i ty o f K up ff e r c e l l s t o p r o d u c e c h e m o k in e s a n d i t s

r o l e in a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e J G a s t r o e n t e r o l H e p a t o l , 2 0 0 0 . 1 5 (4 ) : p 34 9 - 5 6 .

4 8 N a g y ,
L . E .

,
M o l e c u l a r a sp e c t s o f a l c o h o l m e t a b o l i s m : tr a n s c r ip t i o n f a c t o r s in v o l v e d i n e a r ly

e t h a n o l - i n d u c e d l iv e r i nj u r y A n n u R e v N u t r , 2 0 0 4 . 2 4 : p 5 5 - 7 8 .

4 9 B l e ic h , S . , e t a l . , H o m o c y s t e i n e a s a n e u r o t o x i n i n c h r o n i c a l c o h o l i s m P r o g
N e u r o p s y c h o p h a r m a c o l B i o l P sy c h i a t r y ,

2 0 0 4 2 8 (3 ) : p .
4 5 3 - 6 4

5 0 . S o r e n s e n , T IA .
A l c o h o l a n d l i v e r in j u r y : D o s e - r e l a t e d o r p e r m i s s i v e e ff e c t ? B r it i s h J o u r n a l o f

A dd i c i t i o n
,
19 89 , V o l 8 4 (6 ) : p - 5 8 1 - 5 8 9

5 1 . H a l l
,
P . M G e n e t i c a n d a c q u i r e d f a c t o r s t h a t i nf l u e n c e i n d i v i d u a l s u s c e p t i b i l i ty t o a l c o h o l -

a s s o c ia t e d l iv e r d is e a s e J G a s t r o e n t e r o l H e p a t o l 7 : 4 1 7 - 4 2 6 19 92

52 . L e f k o w i t c h , J . H . M o r p h o l o g y of a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e C l i n L i v e r D i s 2 00 5 ;9 :3 7 - 5 3 .

5 3 O ' S h e a
,
R S

,
e t n l

.
A l c o h o l ic l i v e r d i s e a s e H e p a t o l o g y ,

2 0 10 . 5 1( 1 ) : p . 3 0 7 - 2 8

54 . M e n d e n h a l l
,
C . L . A n a b o l ic s t e r o i d t h e r a p y a s a n a dj u n c t t o d ie t i n a l c o h o l i c h e p a t i c s t e a t o s is .

A m J D ig D i s 19 68 ; 13 : 7 83 - 7 9 1

5 5 C r a b b
,
D . W .

,
G a l l i

,
A .

,
F i s c h e r , M . , Y o u , M . M o l e c u l a r m e c h a n i s m s o f a l c o h o l f a t ty l i v e r :

R o l e of p e r o x i s o m e p r o l if e r a t o r - a c t i v a t e d r e c e p t o r a . A l c o h o l 2 0 04 ; 3 4 : 3 5 - 8 .

5 6 . B h a gw a n d e e n , B . S . , A p t e ,
M .

,
M a n w a r r i n g ,

L .

,
D i c k s o n

,
J E n d o t o x i n i n d u c e d h e p a t ic

n e c r o s i s i n r a t s o n a n a l c o h o l d i e t J P a t h 152 :4 7 - 5 3 19 8 7 .

7 1

NEATPAGEINFO:id=76B0DBE2-B11D-4103-A8C1-3970647E7CBB



57 B r o w n i n g , J . D , H o rt o n , J . D . M o l e c u l a r m e d ia t o r s o f h ep a t i c s t e a t o s i s a n d l i v e r i nj u r y J C l i n

I n v e s t 2 0 0 4 ; 1 14 : 14 7 - 5 2

5 8 . S a v o l a i n e n
,
V .

,
P e r o l a

,
M .

,
L a l u

,
K . , P e n tt i l a , A , V i r t a n e n , I . , K a r h u n e n ,

V
. i .
E a r ly

p e r iv e n u l a r f i b r o g e n e s is - p r e c ir r h o t i c l e s i o n s a m o n g m o d e r a t e a l c o h o l c o n s u m e r s a n d

c h r o n i c a l c o h o l i c s . J H e p a t o l 19 95 ; 2 3 : 5 24
- 5 3 1

59 F a t t o v i c h , G , e t a l .
H ep a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a in c i r r h o s is : i n c id e n c e a n d r is k f a c t o r s

G a s t r o e n t e r o l o g y ,
2 0 04 127 (5 S u p p l 1 ) : p . S 3 5 - S 50 .

6 0 M e n d e n h a l l C L . A l c o h o l i c h ep a t i t i s C l in G a st r o e n t e r o l 1 9 8 1 ; 10 :4 17 - 4 4 1 .

6 1 . A l e x a n d e r
,
J . F .

,
L i s c h n e r

,
M . W

,
G a l a m b o s

,
J . T . N a t u r a l h is t o r y of a lc o h o l i c h ep a t i t is I I

T h e l o n g - t e r m p r o g n o s is A m J G a st r o e n t e r o l 1 9 7 1; 5 6 :5 15 - 5 2 5

62 N a n j i , A A . a n d S . W .
F r e n c h ,

A n i m a l m o d e ls o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e —f o c u s o n t h e

i n t r a g a s tr i c f e e d i n g m o d e l A l c o h o l R e s H e a lt h
,
2 0 0 3 . 2 7 (4 ) : p . 3 2 5 - 3 0 .

6 3 . S h a n k s , N . , R . G r e e k , a n d J G r e e k , A r e a n i m a l m o d e l s p r e d ic t iv e f o r h u m a n s ? P h i lo s E t h ic s

H u m a n i t M e d ,
2 0 09 4 : p 2

64 . B r a n d o n - W a r n e r
,
E

,
e t a l

.
R o d e n t m o d e ls o f a l c o h o l i c l i v e r d i s e a s e : of m i c e a n d m e n

A l c o h o l
,
2 0 12 4 6 ( 8 ) : p 7 15 - 2 5

6 5 P o w e l l
,
C L .

, _
B r a d f o r d B U

,
C r a i g C P

,
T s u c h i y a M ,

U e h a r a T
,
O ' C o n n e l l T M

,
P o g r i b n y I P

,

M e l n y k S
,
K o o p D R

,
B l e y le L

,
T h r e a d g i l l D W,

R u s y n I M e c h a n i s m f o r p r e v e n t i o n of
a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y by d i e t a r y m e t hy l d o n o r s T o x i c o l Sc i , 2 0 10 115 ( 1 ) : p 1 3 1 - 9

6 6 . B r a d f o r d
,
B . U .

,
e t a l .

,
M e t a b o l o m ic p r of il in g o f a m o d if i e d a l c o h o l l i q u i d d i e t m o d e l f o r l iv e r

i n j u r y i n t h e m o u s e u n c o v e r s n e w m a r k e r s o f d i s e a s e T o x i c o l A p p l P h a r m a c o l
,
2 0 0 8 2 32 (2 ) :

p . 2 3 6 - 4 3

6 7 . D o l g a n i u c , A . a n d G . S z a b o
,
I n v i t r o a n d i n v i v o m o d e l s of a c u t e a l c o h o l e x p o s u r e W o r ld J

G a s t r o e n t e r o l , 2 0 0 9 .
1 5 ( 10 ) : p .

1 1 6 8 - 7 7

6 8 D
'

S o u z a E l - G u in d y , N B , E J K o v a c s
,
e t a l . ( 2 0 10 )

" l a b o r a t o r y m o d e l s a v a i l a b l e t o s t u d y
a l c o h o l - in d u c e d o r g a n d a m a g e a n d i m m u n e v a r i a t i o n s : c h o o s in g t h e a p p r o p r i a t e m o d e l

"

A l c o h o l C l in E x p R e s 3 4 (9 ) : 14 89 - 15 11

69 . T s u k am o t o , H . a n d S C L u , C u r r e n t c o n c ep t s i n t h e p a t h o g e n e s i s of a l c o h o l ic l i v e r in j u r y
F A SEB J, 2 0 0 1 . 1 5 (8 ) : p 13 35 - 4 9

70 . R o n i s
,
M . J

,
e t a l

,
Ef f e c t s of s h o r t - t e r m e t h a n o l a n d n u t r i t i o n o n t h e h ep a t i c m i c r o s o m a l

m o n o o x y g e n a s e s y s t e m i n a m o d e l u t i l i z i n g t o t a l e n t e r a l n u t r i t i o n i n t h e r a t A l c o h o l C l i n

E x p R e s , 1 9 9 1 15 (4 ) : p 6 93 - 9 .

7 1 S e t h
,
D .

,
e t a l .

.
D i r e c t eff e c t s o f a l c o h o l o n h ep a t i c f i b r i n o ly t ic b a l a n c e : i mp l i c a t i o n s f o r

a l c o h o l i c l i v e r d is e a s e J H e p a t o l , 2 0 08 . 4 8 (4 ) : p . 6 14 - 2 7 .

7 2

NEATPAGEINFO:id=3F43A917-53B1-4099-A302-C95F9DB14B76



72 . F u l g i n it i , S .

,
e t a l

.
R e sp o n s e t o a n e t h a n o l c h a l l e n g e d o s e o n s l e e p t im e a n d b l o o d a l c o h o l

l e v e l i n Wi s t a r r a ts p r e n a t a l ly e x p o s e d t o e t h a n o l d u r i n g g e s t a t i o n a l d a y 8 A lc o h o l , 19 89 .

6 (3 ) : p 2 53 - 6 .

7 3 . Y i p - S c h n e i d e r M T , D o y l e C J
,
M c K i ll o p IH

,
W e n t z S C

,
B r a n d o n - W a rn e r E

,
M a t o s JM

,
e t a l .

A l c o h o l i n d u c e s l iv e r n e o p l a s ia i n a n o v e l a l c o h o l - p r e f e r r i n g r a t m o d e l A l c o h o l i s m : C l in i c a l

& E x p e r i m e n t a l R e s e a r c h .
2 0 1 1 ;3 5 :

7 4 S a n c h o - B r u
,
P , e t a l , L i v e r p r o g e n i t o r c e l l m a r k e r s c o r r e l a t e w i t h l iv e r d a m a g e a n d p r e d i c t

s h o r t - t e r m m o r t a l i ty i n p a t i e n t s w i t h a l c o h o l i c h e p a t i t i s H e p a t o l o g y , 2 0 12 . 5 5 (6 ) : p . 19 3 1 -

4 1 .

7 5 . F u j i i , T .

,
e t a l .

,
M o u s e m o d e l of c a r b o n t e t r a c h l o r i d e i n d u c e d l i v e r f i b r o s i s :

H i s t o p a t h o l o g ic a l c h a n g e s a n d e x p r e s s i o n of C D 1 33 a n d e p i d e r m a l g r o w t h f a c t o r B M C

G a s t r o e n t e r o l
,
2 0 10 . 1 0 : p . 7 9 .

7 6 . Sc h m i t t g e n , T D a n d K . J . L iv a k ,
A n a ly z in g r e a l - t i m e P C R d a t a by t h e c o mp a r a t i v e C (T)

m e t h o d N a t P r o t o c ,
2 0 0 8 . 3 (6 ) : p 110 1- 8 .

7 7 J a r v e l a i n e n , H A . , e t a l . ,
A c t i v a t i o n o f c o mp l e m e n t c o mp o n e n t s a n d r e d u c e d r e g u l a t o r

e x p r e s s i o n i n a l c o h o l - i n d u c e d l i v e r i n j u r y i n t h e r a t C l i n I m m u n o l
,
2 0 0 2 10 5 ( 1 ) : p . 5 7 - 6 3

7 8 M a t s o n
,
L .

,
S . L i a n g p u n s a k u l

,
e t a l C h r o n i c f r e e - c h o i c e d r i n k in g in c r o s s e d h ig h a l c o h o l

p r e f e r r i n g m i c e l e a d s t o s u s t a i n e d b l o o d e t h a n o l l e v e l s a n d m e ta b o l i c t o l e r a n c e w i t h o u t

e v i d e n c e o f l i v e r d a m a g e A l c o h o l C l in E x p R e s
, 2 0 13 37 (2 ) : 194 - 2 0 1

7 9 . F i sh e r
,
H .

,
A H a l l a d a y ,

e t a l ( 2 0 02 )
" L i v e r f a t a n d p l a s m a e th a n o l a r e s h a r p ly l o w e r i n r a t s

f e d e t h a n o l i n c o n j u n c t i o n w i t h h i g h c a r b o h y d r a t e c o mp a r e d w i t h h i g h f a t d i e t s .

"

J N u t r

1 3 2 (9 ) : 2 7 3 2 - 2 7 36 .

8 0 T s u c h i y a ,
M

. , e t a l ,
Ln t e r s t r a i n d iff e r e n c e s in l i v e r in j u r y a n d o n e - c a r b o n m e ta b o l is m in

a lc o h o l -f e d m i c e H e p a t o l o gy , 2 0 12 56 ( 1) : p . 1 3 0 - 9 .

8 1. Y o n e y a m a
,
N .

,
J C C r a b b e

,
e t a l ( 2 00 8 )

" Vo l u n t a r y e t h a n o l c o n s u mp t i o n in 2 2 in b r e d

m o u s e s t r a i n s " A l c o h o l 4 2 (3 ) : 14 9 - 16 0

82 I s l e s
,
A R . a n d L S . W i lk i n s o n

,
Ep ig e n e t i c s : w h a t i s i t a n d w h y is i t i mp o r t a n t t o m e n t a l

d i s e a s e ? B r M e d B u l l , 2 0 08 8 5 : p 3 5 - 4 5

83 . C o h e n
,
I .

,
E . P o r e b a

,
e t a l . H i s t o n e m o d if i e r s i n c a n c e r : f r i e n d s o r f o e s ? G e n e s C a n c e r , 2 0 11 .

2 (6 ) : 6 3 1- 6 4 7

84 Y o k o y a m a , Y ,
M H i e d a , e t a l C a n c e r a s s o c i a t e d u p

- r e g u l a t i o n o f H 3K 9 t r im e t h y l a t io n

p r o m o t e s c e l l m o t i l i ty i n v i tr o a n d d r i v e s t u m o r f o r m a t io n i n v iv o C a n c e r Sc i . 2 0 13 .

8 5 . Sw e n b e r g , J . A .

,
e t a l .

,
1, 3 - B u t a d i e n e : B io m a r k e r s a n d a p p l ic a t i o n t o r is k a s s e s s m e n t C h e m

B i o l l n t e r a c t , 2 0 10 .
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86 W o l f f e
,
A P

,
P a c k a g i n g p r i n c ip l e : h o w D NA m e t hy l a t i o n a n d h is t o n e a c e ty l a t i o n c o n t r o l t h e

t r a n s c r ip t i o n a l a c t i v i ty of c h r o m a t i n J E x p Z o o l , 19 9 8 2 82 ( 1- 2 ) : p 2 39 - 4 4 .
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