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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 — Wstep. Jednym z waznych kryteriow uzaleznienia od alkoholu jest zdolno$¢ wykona-
nia okreslonej pracy w celu pozyskania alkoholu. Mierzona jest najczgséciej reakcja instrumentalna,
taka jak naciskanie dzwigni uruchamiajacej 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 sg
liniami zwierzat fenotypowo wyselekcjonowanymi w naszym laboratorium w kierunku odpowiednio
duzej 1 matej preferencji alkoholu i jego spozycia. Szczury WHP i WLP badano w standardowych
klatkach przystosowanych do wykonania reakcji instrumentalnej. Klatki byty wyposazone w 2 dzwig-
nie, z ktérych jedna uruchamiata na 5 sekund poidetko z alkoholem.

Artykut jest skrocong wersja tekstu, ktory w 2006 r. ukazal sig¢ jez. angielskim (w obecnym
wydaniu dyskusja jest wzbogacona dzigki 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 byla poparta grantem statutowym t. 46/2004-5 Instytutu Psychiatrii i Neurologii w War-
szawie.
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Wyniki. W ciagu 30-minutowej sesji eksperymentalnej szczury obu linii naciskaty dzwigni¢ podobna
liczbg razy, przy warto$ciach wspotczynnika wzmocnienia FR-1 (wymagane jedno nacisnigcie dzwi-
gni dla pojawienia si¢ podajnika z alkoholem). Z kolei, szczury linii WHP statystycznie wigksza
liczbg razy naciskaty dzwignig przy warto$ciach FR-3 (trzy nacis$nigcia dzwigni dla uzyskania porcji
alkoholu), w porownaniu do szczurdw linii WLP, ktorych reakcja utrzymuje si¢ na niskim poziomie.
Rezultaty badan moga wskazywac, ze etanol ma wigksze wlasciwosci wzmacniajace dla szczurow
linii WHP niz dla szczurdéw linii WLP. Szczury WHP wykazuja znacznie wigksza motywacje do
wykonania okre$lonej pracy w celu pozyskania alkoholu. Spetniaja wige jedno z wazniejszych kry-
teriow zwierzgcego modelu alkoholizmu.

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

WSTEP

Uzaleznienie od alkoholu charakteryzuje si¢ utrata kontroli nad zachowaniami
apetytywnymi, co przejawia si¢ intensywnym poszukiwaniem i spozywaniem alko-
holu. W poréwnaniu do os6b umiarkowanie pijacych, osoby dotknigte alkoholizmem
spozywaja etanol w znacznie czg¢stszych epizodach i w wigkszej ilosci podczas kaz-
dego z nich. Nadmierne picie przez dluzszy czas prowadzi do rozwoju tolerancji
i uzaleznienia psychicznego. Oprocz wptywu otoczenia i uwarunkowan socjalnych
wazna rolg w rozwoju uzaleznienia odgrywaja predyspozycje genetyczne (1).

Linie szczurow WHP (Warsaw High Preferring) i WLP (Warsaw Low Prefer-
ring) sa liniami fenotypowo wyselekcjonowanymi w naszym laboratorium w kie-
runku duzej i matej preferencji alkoholu (2, 3).

Szczury linii WHP spetniaja wiele waznych kryteriow okreSlajacych zwierzecy
model alkoholizmu. Przy dostepie do pokarmu i wody ad libitum, szczury WHP
spontanicznie pija duze ilosci 10-procentowego roztworu alkoholu, co w przeli-
czeniu na czysty etanol przekracza 5 g/kg/24 h. W wyniku spontanicznego picia
uzyskuja znaczne st¢zenie alkoholu we krwi (do 40—45 mg%) oraz cechy uzalez-
nienia fizycznego, przejawiajacego si¢ objawami zespotu abstynencyjnego (3, 4).

Linia pod wzgledem fenotypu przeciwstawna do linii WHP jest linia szczuréw
WLP, ktore w takich samych warunkach wolnego wyboru pija bardzo mate ilosci
10-procentowego roztworu alkoholu (w przeliczeniu na czysty etanol — ponizej
1 g/kg/24 g). Obie linie odmiennie reaguja na alkohol, np. niewielkie jego dawki
(0,5 g/kg i.p.) dzialaja pobudzajaco na aktywnos$¢ ruchowa u szczurow linii WHP,
czego nie obserwuje si¢ u linii WLP (3).

Za szczegblnie wazne kryterium uzaleznienia uwaza si¢ gotowo$¢ do okreslo-
nego wysitku (np. reakcji instrumentalnej) w celu zdobycia alkoholu badz innej
substancji uzalezniajacej. Wykonanie okreslonej pracy jest miara wlasciwosci
wzmacniajacych 1 nagradzajacych alkoholu, jak rowniez jednym z zasadniczych
kryteriow zwierzecego model alkoholizmu (5, 6, 7, 8, 9).

W badaniach na szczurach testuje si¢ najczgsciej reakcje instrumentalna, pole-
gajaca na naciskaniu dzwigni, ktéra uruchamia mechanizm prezentujacy na okres-
lony czas poidetko z niewielka porcja alkoholu (6, 8).
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Celem badan przedstawionych w tej pracy byta dalsza charakterystyka cech
fenotypowych linii WHP i WLP pod wzglgdem reaktywno$ci na wzmacniajace
dziatanie alkoholu w modelu instrumentalnego samopodawania (operant self-
administration).

METODA
Zwierzeta

Do badania uzyto 4-miesigcznych szczurow samcow linii WHP 1 WLP (poko-
lenia F 32—-33) o wadze 250—280 g na poczatku do$wiadczenia. Zwierzgta byty
przetrzymywane po 4—5 w standardowych klatkach, w temperaturze otoczenia
22°C i w cyklu dobowym 12 h:12 h ($wiatto wlaczano o godz. 07:00). Standardowa
pasza granulowana i woda byly dostgpne ad libitum.

Badania wykonano zgodnie z obowiazujacymi zasadami badan na zwierzgtach,
za zgoda komisji etycznej (Nr 11 — 30.03.2004).

Doswiadczenie I. Instrumentalne samopodawanie etanolu

Reakcje instrumentalne wzmacniane alkoholem badano w standardowych klat-
kach (Coulbourn Instrument, Alletown, PA, USA), wyposazonych w 2 dzwignie
i automatyczny podajnik ptynow (liquid dipper).

Nacisnigcie na dzwignig ,,aktywna” uruchamiato podajnik ptynu, podczas gdy
nacis$nigcie na dzwigni¢ ,,nieaktywna” bylo rejestrowane, lecz nie uruchamiato
podajnika, a wigc nie prowadzitlo do wzmocnienia reakcji. Poczatek sesji byt sy-
gnalizowany przez wilaczenie Swiatla, ktorego zrodto byto zlokalizowane na gorze
w poblizu wejscia do klatki. Podczas sesji doswiadczalnej system podajacy ptyn
w ciagu 5 sek. zawieratl etanol w ilosci 0,1 ml 10-procentowego roztworu.

W celu wyuczenia reakcji instrumentalnej stosowano procedur¢ wycofywania
cukru (sucrose fading) (7), zgodnie z ktdra przez pierwsze 4 dni treningu szczurom
WHP i WLP podawano wodg tylko przez 2 godziny w ciagu doby. Codziennie
przeprowadzano sesj¢ eksperymentalng trwajaca 30 minut, podczas ktdrej jedno
naci$nigcie dzwigni, okreslane jako FR-1 (fixed ratio), uruchamiato podajnik ptynu
zawierajacy 10-procentowy roztwor cukru. Piatego dnia do 10-procentowego roz-
tworu cukru dodawano 2-procentowy etanol i przez nastgpne 14 dni st¢zenie etanolu
stopniowo wzrastato do 10-procentowego, z rownoczesnym zmniejszaniem st¢zenia
roztworu cukru od 10 do 0%. Po zakonczeniu fazy treningu, rozpoczynat si¢ wias-
ciwy cykl doswiadczalny, w czasie ktorego przez kolejne 10 sesji szczury obu linii
musialy wykona¢ jedno naci$nigcie dzwigni. Po zakonczeniu fazy FR-1, stopien
trudnosci pozyskania alkoholu zwigkszat si¢ do wartosci FR-2 i FR-3, w ktérych
wzmacniane podaniem alkoholu bylo odpowiednio: co drugie lub co trzecie nacis-
nigcie dzwigni. Podobnie jak w fazie wzmocnienia FR-1, dla warto$ci wzmocnienia
FR-2 i FR-3 przeprowadzono 1 sesj¢ trwajaca 30 minut w ciagu kolejnych 10 dni.
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Doswiadczenie I1. Spontaniczne picie etanolu

Po zakonczeniu instrumentalnego samopodawania, szczury byly przetrzymy-
wane pojedynczo w drucianych klatkach. Przez pierwszy tydzien zwierzgta miaty
dostep tylko do 10-procentowego roztworu etanolu w dwoch skalowanych poidet-
kach przymocowanych do klatki. Podczas drugiego, trzeciego i czwartego tygo-
dnia jedno poidetko zawierato wodg, a drugie 10-procentowy roztwor etanolu (test
»dwubutelkowy™). W czwartym tygodniu mierzono ilo§¢ wypitego 10-procen-
towego roztworu etanolu i wody w ciagu doby. Zarejestrowane w ml spozycie
etanolu byto przeliczane na warto$¢ wyrazona w g/kg/24 h czystego etanolu.

Statystyka

Reakcja instrumentalna byta analizowana przy uzyciu tréjczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) dla warto$ci powtorzonych oraz testem post-hoc Newmana-
Keulsa. Analizowano trzy czynniki doswiadczalne: pierwszy czynnik to zaprogramo-
wane wzmocnienie, drugi to rodzaj linii i trzeci to poszczegodlne sesje doswiadczalne.

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

WYNIKI

Wyniki naszych do§wiadczen wskazuja, ze szczury WHP i WLP wykonuja
podobna liczbe naci$ni¢é dzwigni przy wzmocnieniu kazdej reakcji (FR-1). Gdy
wspotczynnik wzmocnienia wzrastal do FR-2 i FR-3, reakcja instrumentalna
szczurdéw linii WLP zmniejszala si¢ w kazdej kolejnej sesji. W przeciwienstwie
do szczuréw WLP, liczba nacisnie¢ dzwigni przez szczury WHP utrzymywata si¢
na podobnym poziomie dla wartosci FR-1 i FR-2, natomiast statystycznie zna-
miennie zwigkszala si¢ przy wartosciach FR-3 (rys. 1).

Analiza wariancji trojczynnikowa dla powtarzanych pomiaréw nie wykazata zna-
miennej roznicy statystycznej dla zaprogramowanego wzmocnienia (F, 5= ,48;
p<0,09), ale wykazata znamienne r6znice w odniesieniu do badanych linii szczu-
16w (F, 5,=16,00; p<0,0002) i poszczegblnych sesji (czasu trwania do$wiad-
czenia) (F9j450= 4,65; p<0,001).

Analiza wykazata znamienna statycznie interakcje¢ migdzy zaprogramowanym
wzmocnieniem a badanymi liniami (Fz,50 =9,54; p<0,001), a takze interakcjg mig-
dzy czasem trwania do$wiadczenia a zaprogramowanym wzmocnieniem (F
=1,63; p<0,05).

Nacisnigcie na dzwigni¢ nieaktywna bylto bez znaczenia.

Jak oczekiwano, w warunkach wolnego wyboru miedzy 10-procentowym roz-
tworem alkoholu i woda, szczury linii WHP pity powyzej 6,0 g/kg/24 h czystego
etanolu, podczas gdy $rednie spozycie alkoholu przez szczury WLP wynosito
mniej niz 1,0 g/kg/24 h (rys. 2). Dwuczynnikowa analiza wariancji dla powtorzo-

18,450

316



Instrumentalne samopodawanie alkoholu przez szczury linii WHP i WLP

240
FR1
g
£ ., 200
29
il
U&-i
Eogmo-
=z 3
g5
o o
g% 120 |
5 2
gy
RS
i3 Wi
S g
S B
Lz
Q L
2 40
0 .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 S
240 : :
” % FR3
;$ 200 |
=2 2
)
Q)J}—'
.§D§160- %
z 5
LS
Q
23
£0°
g3 w0
S g
[ =1
S \
.§Z 40 | %WLP
—
0

Rys. 1.

Liczba naci$nig¢ przez szczury WHP i WLP na dzwigni¢ aktywna podczas 30-minutowej sesji
instrumentalnego samopodawania etanolu dla warto$ci FR-1 1 FR-3

S — liczba sesji. Warto$ci wyrazone jako $rednie + btad 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

nych pomiaréw wykazala znamienng réznice migdzy grupami (F; ,=5.4;
p=0,02), podczas gdy test (post-hoc) Newmana-Keulsa wykazal znamienna r6z-
nic¢ w piciu alkoholu na poziomie p<0,001 migdzy szczurami WHP i WLP.

317



Wanda Dyr, Paulina Rok-Bujko, Wojciech Kostowski

10

| i

Picie etanolu g/kg/24 h
Ethanol intake g/kg/24 h
W

Lr I3 WLP
0 1=

1 2 3 4 Dni
Days

Rys. 2.

Dobowe spozycie etanolu (wyrazone w g/kg/24 h czystego etanolu) przez szczury WHP i WLP
w warunkach wolnego wyboru migdzy 10-procentowym roztworem etanolu a woda

Warto$ci wyrazone jako $rednie + btad 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

DYSKUSJA

Badanie instrumentalne samopodawania alkoholu przeprowadzono na zwierzg-
tach obu linii, ktore uprzednio nie miaty kontaktu z alkoholem (zwierzgta ,,naiw-
ne”). Stosowanie zwierzat ,,naiwnych” wyklucza wptyw uprzedniego podawania
alkoholu na rezultaty przeprowadzonych doswiadczen. Wyniki naszych badan wy-
kazaty podobna zdolnos¢ szczurow linii WHP i WLP do nabywania i utrzymywania
na podobnym poziomie reakcji instrumentalnej, czyli liczby nacis$nig¢ dzwigni przy
warto$ciach wzmocnienia FR-1 i FR-2, a wigc przy relatywnie niskim kryterium
wymaganej pracy dla uzyskania wzmocnienia. Przy wyzszej wartosci wspotczyn-
nika wzmocnienia (FR-3, wzmacniana co trzecia reakcja) pojawialy si¢ zasadnicze
roznice migdzy linia WHP 1 WLP. Szczury WHP, w przeciwienstwie do szczurow
WLP, wykonywaly statystycznie znamiennie wigksza liczbg nacisni¢¢ na dzwignie
w celu pozyskania alkoholu. Szczury linii WLP nie byly natomiast zdolne do
zwigkszania naktadu pracy w tej sytuacji doswiadczalnej. Wzmacniajace wiasci-
wosci alkoholu sg zatem wigksze u zwierzat liniit WHP, niz u zwierzat linii WLP.
Szczury WHP sa wigc silniej motywowane do pozyskania alkoholu w warunkach
utrudnionego dostgpu do poidetka (wzmacniana co trzecia reakcja instrumentalna).
Wedhug kryteriow ustalonych przez Cicero (9) wykonanie okreslonej pracy przez
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zwierzgta w celu pozyskania alkoholu do picia jest jednym z zasadniczych warun-
kéw uznania okreslonego modelu zwierzgcego za model uzaleznienia zblizony
(oczywiscie, przy wszystkich zastrzezeniach) do alkoholizmu u cztowieka. Na pod-
stawie uzyskanych wynikéw badan mozna wnioskowac, ze szczury WHP spetniaja
W znacznym stopniu to zasadnicze kryterium zwierzecego modelu alkoholizmu.

Wyniki badan II eksperymentu, przeprowadzonego po zakonczeniu instru-
mentalnego samopodawania alkoholu, wykazaly, ze ilos¢ spontanicznie wypitego
10-procentowego roztworu alkoholu w statystycznie znamienny sposob réznita
obie linie szczuréw. Szczury WHP pily powyzej 5,0 g/kg/24 h czystego alkoholu,
natomiast szczury WLP — ponizej 2,0 g/kg/24 h. Spozywanie w warunkach wolnego
wyboru przez szczury WHP alkoholu powyzej 5 g/kg/24 h spetnia kolejne kryte-
rium zwierzgcego modelu alkoholizmu.

Preferencje dotyczace etanolu i jego spozycie przez szczury wyselekcjonowa-
nych linii, preferujacych i niepreferujacych etanolu, bada si¢ na ogé6t poprzez za-
pewnienie ciagltego dostepu do 10-procentowego roztworu alkoholu. Jednakze
konsumpcja mniejszych lub znacznie wigkszych stgzen etanolu przy ograniczo-
nym dostgpie do alkoholu jest stabo poznana. Ostatnie badania Martinetti (10)
wykazaly, ze dostgp przez 1 godzing w ciagu doby do 4-procentowego roztworu
etanolu ujawnia réznice w konsumpcji i preferencji etanolu migdzy szczurami linii
P (preferujacymi), NP (niepreferujacymi) i SD (Spraque-Dawley). Co wigcej, 16z-
nica migdzy szczurami P i NP jest juz widoczna przy stezeniu etanolu 1,8%. Re-
zultaty tych badan wskazuja, ze réznice migdzy szczurami P i NP istnieja przy
stezeniach znacznie nizszych niz te, ktore stosowano w sytuacji ciagltego dostepu
do alkoholu. Przytoczone wyniki moga by¢ wskazéwka dla przysztych badan
szczurow linii WHP 1 WLP.

Wyniki naszych badan sa w duzej mierze zgodne z rezultatami instrumentalnego
samopodawania etanolu przez szczury innych linii preferujacych alkohol, jak linie
sP (sardinian Preferring), P (Preferring), HAD (High Alcohol Drinking) oraz nie-
preferujacych alkoholu, takich jak linie sSNP (sardinian Nonpreferring), LAD (Low
Alkohol Drinking) i NP (Nonpreferring) (8, 11, 12). Wystapila jednak pewna réz-
nica. WykazaliSmy bowiem, ze szczury WLP nabywaja i utrzymuja instrumental-
ne samopodawanie, podobnie jak szczury WHP, przy wspotczynniku wzmocnienia
FR-1 (a wigc przy niewielkich wymaganiach co do naktadu pracy). Ta zdolnos¢
wydaje si¢ by¢ zréznicowana, przynajmniej do pewnego stopnia, w innych znanych
liniach niepreferujacych alkoholu. Odnosi si¢ to w szczegdlnosci do linii (sNP),
ktéra nie jest w stanie nauczy¢ si¢ instrumentalnego samopodawania etanolu i utrzy-
mac¢ t¢ umiejgtnosé, nawet przy niskim wspotczynniku wzmocnienia FR-1 (8).

Przy dalszym przegladzie rezultatow badan w danym zakresie okazato sig, ze
u szczurow linii preferujacej alkohol AA (alcohol accepting) instrumentalne samo-
podawanie etanolu jest znacznie mniejsze, niz u szczuréw linii niepreferujacej NP
(NonPreferring). Autorzy uwazaja, ze reakcja instrumentalnego samopodawania
etanolu jest determinowana przez inne geny niz te, ktore bylyby odpowiedzialne
za wyselekcjowane linie zwierzat preferujacych alkohol lub niepreferujacych (13).
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Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w przeciwienstwie do badan innych auto-

row (8), w naszych badaniach instrumentalna reakcj¢ samopodawania alkoholu
przeprowadzono na szczurach ,,naiwnych” (ktére nie mialy uprzednio kontaktu
z alkoholem).
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