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Instrumentalne samopodawanie alkoholu
przez szczury linii WHP i WLP

Operant self-administration of ethanol in WHP and WLP lines of rats
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Abstract � Introduction. One of the requirements of an animal model of alcoholism is the ability
to press a lever to obtain ethanol by a laboratory animal. The present investigation estimated oral
self-administration of ethanol using the operant paradigm in selectively bred WHP (Warsaw High
Preferring) and WLP (Warsaw Low Preferring) rats.
Method. Rats of the WHP and WLP lines were studied in operant chambers to press a lever for
access to a dipper containing ethanol.
Results. During 30 min. of the experimental session both lines of rats acquired and maintained lever
pressing reinforced by ethanol (EtOH) under the FR-1 schedule of reinforcement. However, WHP
rats but not WLP rats showed a much stronger level of lever pressing for EtOH under the FR-3
requirement.
These results suggest that EtOH may have stronger reinforcing activity properties in WHP than in
WLP rats. Thus, the WHP rats seem to satisfy one of the most important criteria for an animal model
of alcoholism.

Key words: ethanol drinking, operant self-administration of ethanol, Warsaw High Preferring (WHP)
rats, Warsaw Low Preferring (WLP) rats

Streszczenie � Wstêp. Jednym z wa¿nych kryteriów uzale¿nienia od alkoholu jest zdolno�æ wykona-
nia okre�lonej pracy w celu pozyskania alkoholu. Mierzona jest najczê�ciej reakcja instrumentalna,
taka jak naciskanie d�wigni uruchamiaj¹cej podajnik z alkoholem.
Metoda. Badano samopodawanie alkoholu przez szczury linii WHP (Warsaw High Preferring) i WLP
(Warsaw Low Preferring) z zastosowaniem procedury instrumentalnej. Szczury WHP i WLP s¹
liniami zwierz¹t fenotypowo wyselekcjonowanymi w naszym laboratorium w kierunku odpowiednio
du¿ej i ma³ej preferencji alkoholu i jego spo¿ycia. Szczury WHP i WLP badano w standardowych
klatkach przystosowanych do wykonania reakcji instrumentalnej. Klatki by³y wyposa¿one w 2 d�wig-
nie, z których jedna uruchamia³a na 5 sekund poide³ko z alkoholem.

Artyku³ jest skrócon¹ wersj¹ tekstu, który w 2006 r. ukaza³ siê jêz. angielskim (w obecnym
wydaniu dyskusja jest wzbogacona dziêki uwagom recenzenta Alkoholizmu i Narkomanii).

Rok-Bujko P, Dyr W, Kostowski W (2006) Operant self-administration of ethanol in Warsaw
High-Preferring (WHP) and Warsaw Low-Preferring (WLP) lines of rats. Pharmacological Reports,
58, 931�935.

Praca by³a poparta grantem statutowym t. 46/2004-5 Instytutu Psychiatrii i Neurologii w War-
szawie.
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Wyniki. W ci¹gu 30-minutowej sesji eksperymentalnej szczury obu linii naciska³y d�wigniê podobn¹
liczbê razy, przy warto�ciach wspó³czynnika wzmocnienia FR-1 (wymagane jedno naci�niêcie d�wi-
gni dla pojawienia siê podajnika z alkoholem). Z kolei, szczury linii WHP statystycznie wiêksz¹
liczbê razy naciska³y d�wigniê przy warto�ciach FR-3 (trzy naci�niêcia d�wigni dla uzyskania porcji
alkoholu), w porównaniu do szczurów linii WLP, których reakcja utrzymuje siê na niskim poziomie.
Rezultaty badañ mog¹ wskazywaæ, ¿e etanol ma wiêksze w³a�ciwo�ci wzmacniaj¹ce dla szczurów
linii WHP ni¿ dla szczurów linii WLP. Szczury WHP wykazuj¹ znacznie wiêksz¹ motywacjê do
wykonania okre�lonej pracy w celu pozyskania alkoholu. Spe³niaj¹ wiêc jedno z wa¿niejszych kry-
teriów zwierzêcego modelu alkoholizmu.

S³owa kluczowe: picie alkoholu, reakcja instrumentalna samopodawania alkoholu, szczury WHP
(Warsaw High Preferring), szczury WLP (Warsaw Low Preferring)

WSTÊP

Uzale¿nienie od alkoholu charakteryzuje siê utrat¹ kontroli nad zachowaniami
apetytywnymi, co przejawia siê intensywnym poszukiwaniem i spo¿ywaniem alko-
holu. W porównaniu do osób umiarkowanie pij¹cych, osoby dotkniête alkoholizmem
spo¿ywaj¹ etanol w znacznie czêstszych epizodach i w wiêkszej ilo�ci podczas ka¿-
dego z nich. Nadmierne picie przez d³u¿szy czas prowadzi do rozwoju tolerancji
i uzale¿nienia psychicznego. Oprócz wp³ywu otoczenia i uwarunkowañ socjalnych
wa¿n¹ rolê w rozwoju uzale¿nienia odgrywaj¹ predyspozycje genetyczne (1).

Linie szczurów WHP (Warsaw High Preferring) i WLP (Warsaw Low Prefer-
ring) s¹ liniami fenotypowo wyselekcjonowanymi w naszym laboratorium w kie-
runku du¿ej i ma³ej preferencji alkoholu (2, 3).

Szczury linii WHP spe³niaj¹ wiele wa¿nych kryteriów okre�laj¹cych zwierzêcy
model alkoholizmu. Przy dostêpie do pokarmu i wody ad libitum, szczury WHP
spontanicznie pij¹ du¿e ilo�ci 10-procentowego roztworu alkoholu, co w przeli-
czeniu na czysty etanol przekracza 5 g/kg/24 h. W wyniku spontanicznego picia
uzyskuj¹ znaczne stê¿enie alkoholu we krwi (do 40�45 mg%) oraz cechy uzale¿-
nienia fizycznego, przejawiaj¹cego siê objawami zespo³u abstynencyjnego (3, 4).

Lini¹ pod wzglêdem fenotypu przeciwstawn¹ do linii WHP jest linia szczurów
WLP, które w takich samych warunkach wolnego wyboru pij¹ bardzo ma³e ilo�ci
10-procentowego roztworu alkoholu (w przeliczeniu na czysty etanol � poni¿ej
1 g/kg/24 g). Obie linie odmiennie reaguj¹ na alkohol, np. niewielkie jego dawki
(0,5 g/kg i.p.) dzia³aj¹ pobudzaj¹co na aktywno�æ ruchow¹ u szczurów linii WHP,
czego nie obserwuje siê u linii WLP (3).

Za szczególnie wa¿ne kryterium uzale¿nienia uwa¿a siê gotowo�æ do okre�lo-
nego wysi³ku (np. reakcji instrumentalnej) w celu zdobycia alkoholu b¹d� innej
substancji uzale¿niaj¹cej. Wykonanie okre�lonej pracy jest miar¹ w³a�ciwo�ci
wzmacniaj¹cych i nagradzaj¹cych alkoholu, jak równie¿ jednym z zasadniczych
kryteriów zwierzêcego model alkoholizmu (5, 6, 7, 8, 9).

W badaniach na szczurach testuje siê najczê�ciej reakcjê instrumentaln¹, pole-
gaj¹c¹ na naciskaniu d�wigni, która uruchamia mechanizm prezentuj¹cy na okre�-
lony czas poide³ko z niewielk¹ porcj¹ alkoholu (6, 8).
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Celem badañ przedstawionych w tej pracy by³a dalsza charakterystyka cech
fenotypowych linii WHP i WLP pod wzglêdem reaktywno�ci na wzmacniaj¹ce
dzia³anie alkoholu w modelu instrumentalnego samopodawania (operant self-
administration).

METODA

Zwierzêta

Do badania u¿yto 4-miesiêcznych szczurów samców linii WHP i WLP (poko-
lenia F 32�33) o wadze 250�280 g na pocz¹tku do�wiadczenia. Zwierzêta by³y
przetrzymywane po 4�5 w standardowych klatkach, w temperaturze otoczenia
22°C i w cyklu dobowym 12 h:12 h (�wiat³o w³¹czano o godz. 07:00). Standardowa
pasza granulowana i woda by³y dostêpne ad libitum.

Badania wykonano zgodnie z obowi¹zuj¹cymi zasadami badañ na zwierzêtach,
za zgod¹ komisji etycznej (Nr 11 � 30.03.2004).

Do�wiadczenie I. Instrumentalne samopodawanie etanolu

Reakcje instrumentalne wzmacniane alkoholem badano w standardowych klat-
kach (Coulbourn Instrument, Alletown, PA, USA), wyposa¿onych w 2 d�wignie
i automatyczny podajnik p³ynów (liquid dipper).

Naci�niêcie na d�wigniê �aktywn¹� uruchamia³o podajnik p³ynu, podczas gdy
naci�niêcie na d�wigniê �nieaktywn¹� by³o rejestrowane, lecz nie uruchamia³o
podajnika, a wiêc nie prowadzi³o do wzmocnienia reakcji. Pocz¹tek sesji by³ sy-
gnalizowany przez w³¹czenie �wiat³a, którego �ród³o by³o zlokalizowane na górze
w pobli¿u wej�cia do klatki. Podczas sesji do�wiadczalnej system podaj¹cy p³yn
w ci¹gu 5 sek. zawiera³ etanol w ilo�ci 0,1 ml 10-procentowego roztworu.

W celu wyuczenia reakcji instrumentalnej stosowano procedurê wycofywania
cukru (sucrose fading) (7), zgodnie z któr¹ przez pierwsze 4 dni treningu szczurom
WHP i WLP podawano wodê tylko przez 2 godziny w ci¹gu doby. Codziennie
przeprowadzano sesjê eksperymentaln¹ trwaj¹c¹ 30 minut, podczas której jedno
naci�niêcie d�wigni, okre�lane jako FR-1 (fixed ratio), uruchamia³o podajnik p³ynu
zawieraj¹cy 10-procentowy roztwór cukru. Pi¹tego dnia do 10-procentowego roz-
tworu cukru dodawano 2-procentowy etanol i przez nastêpne 14 dni stê¿enie etanolu
stopniowo wzrasta³o do 10-procentowego, z równoczesnym zmniejszaniem stê¿enia
roztworu cukru od 10 do 0%. Po zakoñczeniu fazy treningu, rozpoczyna³ siê w³a�-
ciwy cykl do�wiadczalny, w czasie którego przez kolejne 10 sesji szczury obu linii
musia³y wykonaæ jedno naci�niêcie d�wigni. Po zakoñczeniu fazy FR-1, stopieñ
trudno�ci pozyskania alkoholu zwiêksza³ siê do warto�ci FR-2 i FR-3, w których
wzmacniane podaniem alkoholu by³o odpowiednio: co drugie lub co trzecie naci�-
niêcie d�wigni. Podobnie jak w fazie wzmocnienia FR-1, dla warto�ci wzmocnienia
FR-2 i FR-3 przeprowadzono 1 sesjê trwaj¹c¹ 30 minut w ci¹gu kolejnych 10 dni.
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Do�wiadczenie II. Spontaniczne picie etanolu

Po zakoñczeniu instrumentalnego samopodawania, szczury by³y przetrzymy-
wane pojedynczo w drucianych klatkach. Przez pierwszy tydzieñ zwierzêta mia³y
dostêp tylko do 10-procentowego roztworu etanolu w dwóch skalowanych poide³-
kach przymocowanych do klatki. Podczas drugiego, trzeciego i czwartego tygo-
dnia jedno poide³ko zawiera³o wodê, a drugie 10-procentowy roztwór etanolu (test
�dwubutelkowy�). W czwartym tygodniu mierzono ilo�æ wypitego 10-procen-
towego roztworu etanolu i wody w ci¹gu doby. Zarejestrowane w ml spo¿ycie
etanolu by³o przeliczane na warto�æ wyra¿on¹ w g/kg/24 h czystego etanolu.

Statystyka

Reakcja instrumentalna by³a analizowana przy u¿yciu trójczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) dla warto�ci powtórzonych oraz testem post-hoc Newmana-
Keulsa. Analizowano trzy czynniki do�wiadczalne: pierwszy czynnik to zaprogramo-
wane wzmocnienie, drugi to rodzaj linii i trzeci to poszczególne sesje do�wiadczalne.

Picie spontaniczne alkoholu analizowano dwuczynnikow¹ analiz¹ wariancji (je-
den czynnik to rodzaj linii, a drugi to czas badania) oraz testem Newmana-Keulsa.

WYNIKI

Wyniki naszych do�wiadczeñ wskazuj¹, ¿e szczury WHP i WLP wykonuj¹
podobn¹ liczbê naci�niêæ d�wigni przy wzmocnieniu ka¿dej reakcji (FR-1). Gdy
wspó³czynnik wzmocnienia wzrasta³ do FR-2 i FR-3, reakcja instrumentalna
szczurów linii WLP zmniejsza³a siê w ka¿dej kolejnej sesji. W przeciwieñstwie
do szczurów WLP, liczba naci�niêæ d�wigni przez szczury WHP utrzymywa³a siê
na podobnym poziomie dla warto�ci FR-1 i FR-2, natomiast statystycznie zna-
miennie zwiêksza³a siê przy warto�ciach FR-3 (rys. 1).

Analiza wariancji trójczynnikowa dla powtarzanych pomiarów nie wykaza³a zna-
miennej ró¿nicy statystycznej dla zaprogramowanego wzmocnienia (F2,50 = ,48;
p<0,09), ale wykaza³a znamienne ró¿nice w odniesieniu do badanych linii szczu-
rów (F1,50 = 16,00; p<0,0002) i poszczególnych sesji (czasu trwania do�wiad-
czenia) (F9,450 = 4,65; p<0,001).

Analiza wykaza³a znamienn¹ statycznie interakcjê miêdzy zaprogramowanym
wzmocnieniem a badanymi liniami (F2,50 = 9,54; p<0,001), a tak¿e interakcjê miê-
dzy czasem trwania do�wiadczenia a zaprogramowanym wzmocnieniem (F18,450 =
=1,63; p<0,05).

Naci�niêcie na d�wigniê nieaktywn¹ by³o bez znaczenia.
Jak oczekiwano, w warunkach wolnego wyboru miêdzy 10-procentowym roz-

tworem alkoholu i wod¹, szczury linii WHP pi³y powy¿ej 6,0 g/kg/24 h czystego
etanolu, podczas gdy �rednie spo¿ycie alkoholu przez szczury WLP wynosi³o
mniej ni¿ 1,0 g/kg/24 h (rys. 2). Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtórzo-
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nych pomiarów wykaza³a znamienn¹ ró¿nicê miêdzy grupami (F3,54=5,4;
p = 0,02), podczas gdy test (post-hoc) Newmana-Keulsa wykaza³ znamienn¹ ró¿-
nicê w piciu alkoholu na poziomie p<0,001 miêdzy szczurami WHP i WLP.
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Rys. 1.
Liczba naci�niêæ przez szczury WHP i WLP na d�wigniê aktywn¹ podczas 30-minutowej sesji
instrumentalnego samopodawania etanolu dla warto�ci FR-1 i FR-3
S � liczba sesji. Warto�ci wyra¿one jako �rednie ± b³¹d standardowy (n = 7),
* p<0,01, test Newmana-Keulsa
Mean value ± SEM of number of active lever presses by WHP and WLP rats during 30 min. operant
self-administration of ethanol at the FR-1 and the FR-3 ratio
S-number of sessions (n = 7), * p<0.01, Newman-Keuls test
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DYSKUSJA

Badanie instrumentalne samopodawania alkoholu przeprowadzono na zwierzê-
tach obu linii, które uprzednio nie mia³y kontaktu z alkoholem (zwierzêta �naiw-
ne�). Stosowanie zwierz¹t �naiwnych� wyklucza wp³yw uprzedniego podawania
alkoholu na rezultaty przeprowadzonych do�wiadczeñ. Wyniki naszych badañ wy-
kaza³y podobn¹ zdolno�æ szczurów linii WHP i WLP do nabywania i utrzymywania
na podobnym poziomie reakcji instrumentalnej, czyli liczby naci�niêæ d�wigni przy
warto�ciach wzmocnienia FR-1 i FR-2, a wiêc przy relatywnie niskim kryterium
wymaganej pracy dla uzyskania wzmocnienia. Przy wy¿szej warto�ci wspó³czyn-
nika wzmocnienia (FR-3, wzmacniana co trzecia reakcja) pojawia³y siê zasadnicze
ró¿nice miêdzy lini¹ WHP i WLP. Szczury WHP, w przeciwieñstwie do szczurów
WLP, wykonywa³y statystycznie znamiennie wiêksz¹ liczbê naci�niêæ na d�wigniê
w celu pozyskania alkoholu. Szczury linii WLP nie by³y natomiast zdolne do
zwiêkszania nak³adu pracy w tej sytuacji do�wiadczalnej. Wzmacniaj¹ce w³a�ci-
wo�ci alkoholu s¹ zatem wiêksze u zwierz¹t linii WHP, ni¿ u zwierz¹t linii WLP.
Szczury WHP s¹ wiêc silniej motywowane do pozyskania alkoholu w warunkach
utrudnionego dostêpu do poide³ka (wzmacniana co trzecia reakcja instrumentalna).
Wed³ug kryteriów ustalonych przez Cicero (9) wykonanie okre�lonej pracy przez
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Rys. 2.
Dobowe spo¿ycie etanolu (wyra¿one w g/kg/24 h czystego etanolu) przez szczury WHP i WLP
w warunkach wolnego wyboru miêdzy 10-procentowym roztworem etanolu a wod¹
Warto�ci wyra¿one jako �rednie ± b³¹d standardowy (n = 7), * p<0,01, test Newmana-Keulsa
Mean value ± SEM of ethanol intake (g/kg/24 h) by WHP and WLP rats in the free-choice condition
between 10% ethanol solution and water
(n = 7), * p<0.01, Newman-Keuls test
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zwierzêta w celu pozyskania alkoholu do picia jest jednym z zasadniczych warun-
ków uznania okre�lonego modelu zwierzêcego za model uzale¿nienia zbli¿ony
(oczywi�cie, przy wszystkich zastrze¿eniach) do alkoholizmu u cz³owieka. Na pod-
stawie uzyskanych wyników badañ mo¿na wnioskowaæ, ¿e szczury WHP spe³niaj¹
w znacznym stopniu to zasadnicze kryterium zwierzêcego modelu alkoholizmu.

Wyniki badañ II eksperymentu, przeprowadzonego po zakoñczeniu instru-
mentalnego samopodawania alkoholu, wykaza³y, ¿e ilo�æ spontanicznie wypitego
10-procentowego roztworu alkoholu w statystycznie znamienny sposób ró¿ni³a
obie linie szczurów. Szczury WHP pi³y powy¿ej 5,0 g/kg/24 h czystego alkoholu,
natomiast szczury WLP � poni¿ej 2,0 g/kg/24 h. Spo¿ywanie w warunkach wolnego
wyboru przez szczury WHP alkoholu powy¿ej 5 g/kg/24 h spe³nia kolejne kryte-
rium zwierzêcego modelu alkoholizmu.

Preferencje dotycz¹ce etanolu i jego spo¿ycie przez szczury wyselekcjonowa-
nych linii, preferuj¹cych i niepreferuj¹cych etanolu, bada siê na ogó³ poprzez za-
pewnienie ci¹g³ego dostêpu do 10-procentowego roztworu alkoholu. Jednak¿e
konsumpcja mniejszych lub znacznie wiêkszych stê¿eñ etanolu przy ograniczo-
nym dostêpie do alkoholu jest s³abo poznana. Ostatnie badania Martinetti (10)
wykaza³y, ¿e dostêp przez 1 godzinê w ci¹gu doby do 4-procentowego roztworu
etanolu ujawnia ró¿nicê w konsumpcji i preferencji etanolu miêdzy szczurami linii
P (preferuj¹cymi), NP (niepreferuj¹cymi) i SD (Spraque-Dawley). Co wiêcej, ró¿-
nica miêdzy szczurami P i NP jest ju¿ widoczna przy stê¿eniu etanolu 1,8%. Re-
zultaty tych badañ wskazuj¹, ¿e ró¿nice miêdzy szczurami P i NP istniej¹ przy
stê¿eniach znacznie ni¿szych ni¿ te, które stosowano w sytuacji ci¹g³ego dostêpu
do alkoholu. Przytoczone wyniki mog¹ byæ wskazówk¹ dla przysz³ych badañ
szczurów linii WHP i WLP.

Wyniki naszych badañ s¹ w du¿ej mierze zgodne z rezultatami instrumentalnego
samopodawania etanolu przez szczury innych linii preferuj¹cych alkohol, jak linie
sP (sardinian Preferring), P (Preferring), HAD (High Alcohol Drinking) oraz nie-
preferuj¹cych alkoholu, takich jak linie sNP (sardinian Nonpreferring), LAD (Low
Alkohol Drinking) i NP (Nonpreferring) (8, 11, 12). Wyst¹pi³a jednak pewna ró¿-
nica. Wykazali�my bowiem, ¿e szczury WLP nabywaj¹ i utrzymuj¹ instrumental-
ne samopodawanie, podobnie jak szczury WHP, przy wspó³czynniku wzmocnienia
FR-1 (a wiêc przy niewielkich wymaganiach co do nak³adu pracy). Ta zdolno�æ
wydaje siê byæ zró¿nicowana, przynajmniej do pewnego stopnia, w innych znanych
liniach niepreferuj¹cych alkoholu. Odnosi siê to w szczególno�ci do linii (sNP),
która nie jest w stanie nauczyæ siê instrumentalnego samopodawania etanolu i utrzy-
maæ tê umiejêtno�æ, nawet przy niskim wspó³czynniku wzmocnienia FR-1 (8).

Przy dalszym przegl¹dzie rezultatów badañ w danym zakresie okaza³o siê, ¿e
u szczurów linii preferuj¹cej alkohol AA (alcohol accepting) instrumentalne samo-
podawanie etanolu jest znacznie mniejsze, ni¿ u szczurów linii niepreferuj¹cej NP
(NonPreferring). Autorzy uwa¿aj¹, ¿e reakcja instrumentalnego samopodawania
etanolu jest determinowana przez inne geny ni¿ te, które by³yby odpowiedzialne
za wyselekcjowane linie zwierz¹t preferuj¹cych alkohol lub niepreferuj¹cych (13).



320

Wanda Dyr, Paulina Rok-Bujko, Wojciech Kostowski

Na podkre�lenie zas³uguje fakt, ¿e w przeciwieñstwie do badañ innych auto-
rów (8), w naszych badaniach instrumentaln¹ reakcjê samopodawania alkoholu
przeprowadzono na szczurach �naiwnych� (które nie mia³y uprzednio kontaktu
z alkoholem).
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