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WSTEP

W badaniach nad procesami uzaleznienia od alkoholu, laboratoryjne modele zwierzgce sa pomocnym
narzedziem badawczym. Szczegoélne znaczenie maja genetycznie linie szczurdw wyselekcjonowane w
kierunku pozadanego fenotypu. W wyniku selektywnej hodowli i doboru zwierzat uzyskano dotychczas
kilka linii szczuréw wywodzacych si¢ najczesciej ze szczepu Wistar, pijacych w warunkach wolnego
wyboru nadmierne ilosci alkoholu. Jednocze$nie wyhodowano linie zwierzat selekcjonowanych w
kierunku zmniejszonego picia 1 zmniejszonej preferencji alkoholu. Do najbardziej znanych linii
wyselekcjonowanych w tych kierunkach naleza: linia AA/ANA (ALKO alcohol/nonalcohol) (5,9), P/NP
(Alcohol Preferring-Nonpreferring) (12, 13, 14), HAD/LAD (High/Low-Alcohol Drinking) (13), sP/sNP
(sardinian Alcohol-Preferring/-Nonpreferring) (6). Picie alkoholu przez zwierzeta linii wysoko
preferujacych przewyzsza 5g/kg/24godz, co stanowi ogolnie przyjete kryterium kwalifikacji do tych linii.

Trwajace od kilku lat prace w naszym laboratorium doprowadzily do uzyskania 23-24 pokolenia linii
(WHP — Warsaw High Preferring) szczurdéw pijacych spontanicznie duze ilosci alkoholu (=5g/kg/24godz.)
w warunkach wolnego wyboru (,,w tescie 2 butelek”), migdzy woda a 10% roztworem etanolu.
Rownolegla, ,,partnerska” linia do WHP sa szczury niepreferujace lub bardzo stabo preferujace alkohol-
WLP (Warsaw Low Preferring). Zwierzgta linii WLP pija spontanicznie niewielkie ilosci alkoholu
(£2g/kg/24g0dz.) jesli poddane sa podobnej procedurze jak linia WHP (1-4). Badania przedstawione w tej
pracy obejmowaly pokolenia F,,,, Zwierzeta linii WLP pity Srednio okoto 0,5 g/kg/24godz. etanolu w

warunkach wolnego wyboru migdzy 10% roztworem alkoholu a woda. Z danych z pi$miennictwa wynika,
ze w okreslonych warunkach zwierzgta linii mato preferujace zaczynaja spozywaé wigksze ilosci
alkoholu.

Istotny wptyw na picie alkoholu wywiera smak, poniewaz sygnaly smakowe reprezentuja istotny
element pokarmowy (7), a sama percepcja smaku petni takze funkcje ochronne dla organizmu. Smak
alkoholu moze odgrywaé¢ wazna role¢ w podjeciu decyzji odnosnie do spozywania i mozliwosci
doprowadzenia do uzaleznienia. Badajac reaktywno$¢ smakowa na alkohol u szczurow, analizuje sig
szczegotowo reakcje na jego podanie bezposrednio do jamy ustnej. Generalnie, reakcje na podanie
alkoholu sa kategoryzowane jako pokarmowe (ruchy jezyka i warg, ktore ulatwiaja przyjecie pokarmu)
lub awersyjne (r6znorodne ruchy warg, jezyka i ciata, ktore pozwalaja zwierzgciu odrzuci¢ i usunaé
substancje (7, 8). Mozna zaobserwowaé, ze w miarg stopniowego zwigkszania stgzenia roztworu etanolu



np. od 5% do 40% liczba ruchéw charakterystycznych dla spozywania pokarmu zwigksza sig, co moze
oznaczacé, ze zwierzeta zaczynaja akceptowac coraz wigksze stezenia alkoholu.

W niniejszym badaniu postanowiono zatem sprawdzi¢, czy ekspozycja szczurow linii WLP na
stopniowo wzrastajace stgzenie (2-10%) roztworu alkoholu (a nie tak jak dotychczas prezentowane od
razu stezenie 10% vs woda) moze zmieni¢ profil ich picia. Podobnej procedurze badawczej poddano
zwierzgta linii WHP oraz nieselekcjonowane szczury Wistar.

METODY

Do badania uzyto szczury linii WHP i WLP, ktére w celu dokonania selekcji przez pierwszy tydzien
pity tylko 10% roztwér alkoholu. Alkohol byl podawany w dwoch specjalnie skonstruowanych
skalowanych poidetkach przymocowanych do $ciany klatki.

W drugim i trzecim tygodniu szczurom podawano w jednym poidetku wode a w drugim 10% roztwor
etanolu, aby w ten sposdb umozliwi¢ im swobodny wybor picia. W czwartym tygodniu mierzono w ml
ilo§¢ wypijanego 10% roztworu etanolu. Ilos¢ spozytego w ml 10% roztworu etanolu zostala przeliczona
na g/kg/24godz. czystego etanolu. Szczury z linii WHP pijace wigcej niz 5g/kg/24godz. i szczury z linii
WLP pijace mniej niz 2g/kg/24godz. etanolu zostaty zakwalifikowane do badan.

Grupg kontrolna stanowily nieselekcjonowane szczury Wistar.

Kazda badana grupa skladata si¢ z 8-10 zwierzat, ktére przebywaly w pojedynczych klatkach, w
standardowych warunkach laboratoryjnych (temperatura 22°C) majac nieograniczony dostgp do
granulowanego pokarmu.

Poniewaz celem badania byto okreslenie pojawiajacych si¢ zmian przy ekspozycji szczurdéw linii WLP
na stopniowo wzrastajace stgzenie (2-10%) roztworu alkoholu (a nie tak jak dotychczas prezentowane od
razu st¢zenie 10% vs woda), zwierzgtom przez szereg tygodni podawano zwigkszajace si¢ st¢zenia
alkoholu. Podobnej procedurze badawczej poddano zwierzgta linii WHP oraz nieselekcjonowane szczury
Wistar.

Stad tez w pierwszym tygodniu testu szczurom wszystkich badanych grup podawano 2% roztwor
etanolu 1 wodg, a w nastgpnych tygodniach zwigkszano co tydzien stezenie roztworu etanolu o 1% tak, ze
w koncowej fazie badania (tj. w 9 tygodniu) stgzenie etanolu wynosito 10%. Obliczano $rednie spozycie
etanolu i pokarmu (g/kg/24godz.) przy dostgpie do poszczegodlnych stgzen roztwordow etanolu.

W drugiej czeSci doswiadczenia, w oddzielnych grupach szczuréw linii WHP, WLP i
nieselekcjonowane Wistar testowano przez 9 tygodni ciagla ekspozycje na 10% roztwor etanolu i wodg.
Podobnie jak w pierwszej serii badan, obliczano $rednie spozycie etanolu i pokarmu (g/kg/24godz.) w
kazdym tygodniu trwania eksperymentu.

Do obliczenia roznicy statystycznej zastosowano analiz¢ ANOVA jednoczynnikowa i test post-hoc
Newman-Keuls.

WYNIKI

W warunkach dostgpu wytacznie do 10% roztworu alkoholu i wody, wszystkie zwierzeta linii WLP
wykazuja profil picia charakteryzujacy si¢ bardzo matym spozyciem alkoholu (0-2 g/kg/24godz. czystego
etanolu). Przy zastosowaniu procedury dostgpu do stopniowo wzrastajacych stezen alkoholu (o 1% w
ciagu tygodnia poczynajac od 2% a konczac na 10% roztworze alkoholu), pojedyncze szczury z linii WLP
wykazywaly znaczne zwigkszenie picia alkoholu (od 2-4 1 wigcej g/kg/24godz. etanolu). Dotyczyto to nie
wigcej niz 25% zwierzat WLP (tabela 1).

W przeciwienstwie do linii WLP, w pozostalych grupach zwierzat procedura stopniowego dostepu do
wzrastajacych stezen alkoholu przyniosta odmienne rezultaty. W grupie szczuréw nieselekcjonowanych
Wistar wykazano, ze poczawszy od 5 tygodnia doswiadczenia ponad 50% szczuréw w badanej grupie pito
wigcej niz 4 g/kg/24godz. etanolu (tabela 2), a w grupie szczuréw WHP liczba ta byla jeszcze wigksza i
wabhata si¢ w granicach 75-100% (tabela 3).



TABELA 1
Procent szczurow WLP pijacych okreslone iloSci etanolu w g/kg/24godz.
przy dostepnosci wzrastajacych stezen alkoholu.

Rozwor etanolu

EtOH g/kg/24godz. 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10%
0-2 100 100 75 75 62,5 75 62,5 87,5 75
2-4 0 0 25 12,5 25 25 25 12,5 25
>4 0 0 0 12,5 12,5 0 12.5 0 0
TABELA 2

Procent szczuréw nieselekcjonowanych WISTAR pijacych okreslone iloSci etanolu

w g/kg/24godz. przy dostgpnosci wzrastajacych stezen alkoholu.

Roztwor etanolu
EtOH g/kg/24godz. 2% | 3% | 4% | 5% | 6% | 7% | 8% | 9% | 10%
0-2 60 40 10 30 10 20 20 30 50
2-4 40 60 70 30 20 20 30 20 40
>4 0 0 20 40 70 60 50 50 10
TABELA 3
Procent szczur6w WHP pijacych okreslone ilosci etanolu
w g/kg/24godz. przy dostepnosci wzrastajacych stezen alkoholu.
Roztwor etanolu
EtOH g/kg/24godz. 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10%
0-2 100 62,5 0 0 0 0 0 0 0
2-4 0 37,5 100 37,5 25 0 0 0 12,5
>4 0 0 0 62,5 75 100 100 100 87,5

Ponadto stwierdzono, ze generalnie przy dostg¢pnosci poszczegdlnych, wzrastajacych stezen alkoholu
$rednie spozycie etanolu przez nieselekcjonowane szczury Wistar bylo, zwlaszcza w dalszych tygodniach
testu, ponad dwukrotnie wigksze w poroéwnaniu do zwierzat linii WLP. Przy dostgpie do roztworow
alkoholu o stezeniach od 2-10% jego spozycie przez szczury z linii WLP bylo male i nie przekraczato
2g/kg/24godz., natomiast szczury z grupy WHP w miar¢ zwigkszajacych sig stgzen roztworow alkoholu
spozywaly go w coraz wigkszych ilo$ciach osiagajac Sg/kg/24godz. i wigcej (ryc. 1).

Srednie spozycie pokarmu przez szczury WLP i WHP w ciagu doby nie roznito si¢ migdzy soba przy
piciu roznych stezen alkoholu, ale szczury nieselekcjonowane Wistar spozywaty znacznie wigcej pokarmu
niz szczury WLP i WHP, jak rowniez wielko$¢ jego spozycia byla zalezna od okreslonego st¢zenia
roztworu alkoholu i zmniejszala si¢ w miarg trwania eksperymentu (ryc. 2).

W  kolejnym eksperymencie, w ktorym wszystkie trzy grupy szczurow (WLP, WHP i
nieselekcjonowane Wistar) otrzymywaty 10% roztwor alkoholu i wode do spontanicznego picia przez 9
tygodni, wykazano réwniez charakterystyczne roznice migdzy poszczegdlnymi grupami. Analiza
statystyczna wykazala, ze szczury z grupy WHP poczynajac od pierwszego tygodnia picia 10% roztworu
alkoholu spozywaja alkohol w ilo$ciach przekraczajacych 5g/kg/24godz. i wielko$¢ ta utrzymywata sig
przez caly okres badania (9 tygodni).

Zwierzeta z grupy WLP, wykazywaly natomiast utrwalony typ matej preferencji, nie przekraczajac
dobowego spozycia etanolu powyzej 2g/kg/24godz.. Z kolei, szczury nieselekcjonowane spozywatly
alkohol w ilo$ciach ,,po$rednich” tj. mniejszych niz grupa WHP, aczkolwiek w powoli wzrastajacych



Ryc.1 Picie wzrastajacych stezen alkoholu przez szczury
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Ryc. 1. Srednie wartosci picia etanolu=SEM w g/kg/24godz. przez szczury WHP, WLP i nieselekcjonowane Wistar w procedurze
wzrastajqcych stezen roztworow etanolu.

* p<0.05 vs WLP; # p<0.05 vs Wistar.

Ryc.2 Spozycie pokarmu przez szczury
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Ryc. 2. Srednie wartosci spozycia pokarmutSEM w g/kg/24godz. przez szczury WHP, WLP i nieselekcjonowane Wistar w
procedurze wzrastajqcych stezen roztworow etanolu.

* p<0.05 vs Wistar; *# p<0.05 vs Wistar i WLP.



Ryc. 3 Picie alkoholu przez szczury
WHP, WLP, WISTAR
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Ryc. 3. Srednie wartosci picia etanoluxSEM w g/kg/24godz. przez szczury WHP, WLP i nieselekcjonowane Wistar przy stalej
dostepnosci 10% roztworu etanolu.

*p<0.05 vs WLP.

ilosciach w kolejnych tygodniach eksperymentu (ryc. 3). Spozycie pokarmu, podobnie jak w poprzednim
doswiadczeniu, byto wigksze u zwierzat nieselekcjonowanych niz w grupach WHP i WLP (ryc. 4).

Ryc.4 Spozycie pokarmu przez szczury
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Ryc. 4. Srednie wartoéci spozycia pokarmu+SEM w g/kg/24godz. przez szczury WHP, WLP i nieselekcjonowane Wistar przy
statej dostgpnosci 10% roztworu etanolu.
* p<0.05 vs Wistar.



DYSKUSJA

Wyniki naszych badan wskazuja, ze szczury linii WHP i WLP r6znia si¢ istotnie pod wzglgdem
wielkosci spozycia alkoholu i ze roznica ta utrzymuje si¢ w zasadzie niezaleznie od zastosowanej
procedury inicjowania picia w warunkach wolnego wyboru miedzy woda a roztworem alkoholu. W wersji
»Sztywnej”, w ktorej od samego poczatku zwierzgta miaty do wyboru 10% roztwor alkoholu i wodg,
szczury WHP juz w pierwszym tygodniu zaczynaty spozywac duze ilosci alkoholu (4 g/kg/24/h i wigeej) i
spozycie to utrzymywato si¢ w zasadzie niezmienione przez caty czas trwania doswiadczenia (9 tygodni).
Zwierzeta linii WLP, poddane tej procedurze w pierwszych tygodniach, nie pity niemal w ogoéle alkoholu,
a w nastegpnych $rednia ilo$¢ pitego alkoholu wahata si¢ w granicach 0-2 g/kg/24godz.. Wykazywaty
zatem bardzo male wartosci spozycia alkoholu nie tylko wobec linii WHP, lecz takze w poréwnaniu z
nieselekcjonowanymi szczurami Wistar. Szczury Wistar poddane tej procedurze spozywaly znacznie
mniej alkoholu niz szczury WHP, lecz wyraznie przekraczaly wielko$ci picia u zwierzat linii WLP.

W warunkach dostgpu do stopniowo zwigkszajacych si¢ st¢zen alkoholu, szczury WLP rowniez pity
najmniej alkoholu, jakkolwiek poczawszy od 3 tygodnia ilo§¢ ta zwigkszala si¢ i w tygodniach 4-7
(stezenia alkoholu 5-8%) ponad 1/3 zwierzat spozywata alkohol w ilosci 2-4 g/kg/24godz. Zwraca przy
tym uwagg fakt, ze wielkos$ci picia alkoholu >4 g/kg/24godz. nie przekraczalo wigcej niz 1/8 zwierzat
(12,5%) 1 nie dotyczylo to stezen najwigkszych (9-10%) dostepnych w 8 i 9 tygodniu badania. Nasuwa to
przypuszczenie, ze awersyjne odczucie smaku alkoholu moze odgrywac istotna rolg¢ w réznicowaniu si¢
obu fenotypéw WLP i WHP (problem ten bgdzie oméwiony dalej). Rowniez i ta procedura wyraznie
roéznicowata zwierzgta WLP nie tylko od linii WHP, ktére poczawszy od 4 tygodnia pity najwigksze (> 4
g/kg/24 godz.) ilosci alkoholu (uzyskanie takiej warto$ci wczesniej ograniczala objetos¢ ptynu, ktore
musiatyby wypi¢), lecz takze od nieselekcjonowanych zwierzat Wistar. Zwraca uwagg, ze przy
zastosowaniu tej procedury grupa ta osiagata znaczne wielkos$ci picia i poczawszy od 2. tygodnia ponad
50% szczurdéw spozywato ponad 2g/kg/24godz. i az 50-70% dochodzito do wartosci 4 g/kg/24/godz. i
wigkszych, czyli spetniato kryteria szczurow ,,wysokopreferujacych”. Jednak i w tej grupie, awersyjnosc¢
stezenia 10% okazata si¢ najwigksza.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze fenotypy nadmiernego spozycia alkoholu (linia WHP) i spozycia
najmniejszego (linia WLP) sa dobrze utrwalone w pokoleniach F,, ,,. Ekspozycja na roztwor alkoholu o
znacznym st¢zeniu (10%) rdznicuje oba fenotypy w sposOb najbardziej wyrazny. Efekt procedury
rozpoczynajacej si¢ od stezen matych (2%) i stopniowo zwigkszanych, jakkolwiek nasilit spozycie
alkoholu w grupie WLP, okazal si¢ jednak dla tej grupy znacznie mniejszy niz dla zwierzat
nieselekcjonowanych. Unikanie alkoholu przez szczury WLP moze wynika¢ z wielu przyczyn. Jedna z
nich moze by¢ silniejsza awersja smaku alkoholu i stabszy rozwdj tolerancji na nia. Przemawiaja za tym
omoéwione powyzej rezultaty obu zastosowanych procedur badawczych, w ktorych ujawnita sig
awersyjno$¢ na wigksze stezenia alkoholu. Zastosowanie procedury stopniowanego zwigkszania st¢zenia
alkoholu doprowadzito do pewnego przetamania awersji i rozwoju tolerancji, za czym przemawia
zwigkszenie picia, jednak efekt tej procedury byl, jak wspomniano wyzej, stabszy niz u zwierzat
nieselekcjonowanych. Z badan prowadzonych poprzednio w naszym laboratorium (10) wynika, Ze male
stezenia alkoholu (2-4%) moga wykazywac¢ podobienstwo do smaku stodkiego (a wiec smakowo bardzo
atrakcyjnego) poniewaz wielkos$¢ picia roztwordow sacharozy okazala si¢ by¢ dodatnio skorelowana z
badanym, w nastgpnej kolejnosci, piciem mato stezonych (lecz nie silniejszych) roztworéw alkoholu.

Nasze wczesniejsze badania na liniach WHP i WLP (pokolenie F,, ;) wykazaly, ze szczury WHP

preferuja silniejsze roztwory o smaku stodkim (sacharoza, sacharyna) i lepiej toleruja nawet bardzo
stezone roztwory stodkie (30% roztwor sacharozy), ktore sa awersyjne dla szczurow WLP (3).

Nasze wyniki, wskazujace na réznice w pokarmowej atrakcyjnosci roztwordéw alkoholu dla szczuréw
obu selekcjonowanych linii, sq zgodne z badaniami prowadzonymi na znanych liniach Alco alcohol (AA,
linia preferujaca alkohol) i Alco nonalcohol (ANA, linia mato preferujaca alkohol) (8). Wykazano w nich,
ze szczury AA reaguja silniej niz szczury ANA odruchowymi czynno$ciami pokarmowymi warg i jezyka



na rozne (nawet wysokie, 10-40%) stgzenia roztworow alkoholu. Byly zatem bardziej oporne na
awersyjne wiasciwosci smakowe alkoholu i to w sposob selektywny, bowiem nie dotyczylo to
awersyjno$ci np. na gorzki smak chininy.

Selekcja fenotypow nadmiernego i malego spozycia alkoholu moze zatem w znacznym stopniu
wynika¢ z utrwalania odmiennej reaktywnosci na jego awersyjne cechy smakowe. Czy maja one
znaczenie dla rozwoju uzaleznienia — trudno okresli¢ jednoznacznie, a wiele wynikow raczej przeczy
takiemu powiazaniu. Na przyklad wykazano, ze nawet dtugotrwaly uprzedni kontakt z alkoholem nie
przyspiesza procesu instrumentalnego samopodawania alkoholu u szczuréow (12).

Mechanizmy neuroprzekaznikowe lezace u podstaw nadmiernego i matego spozycia alkoholu sa
przedmiotem wielu badan, pozostaja jednak wciaz stabo poznane. U znanych linii, np. amerykanskiej
preferujacej alkohol linii P (preferring) stwierdzono zmniejszenie st¢zenia serotoniny i jej metabolitu,
kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w moézgu (15), co wskazuje na ostabienie
neuroprzekaznictwa serotoninergicznego. Z cecha ta do$¢ powszechnie wiaze si¢ preferencja alkoholu
(15). Nasze poprzednie badania, prowadzone na pokoleniach F, |, wykazaly rowniez podobne cechy linii
WHP (4), lecz nie wykryto ich w dalszych pokoleniach F,g ,,

dopaminy w niektérych obszarach mozgu. Problem ten pozostaje zatem nadal otwarty i wymaga dalszej
analizy.

ktore z kolei ujawnity obnizenie poziomu

PODSUMOWANIE
Wyniki doswiadczenia wskazuja na utrwalony fenotyp matego picia alkoholu przez szczury linii WLP
w pokoleniu F,;,, Unikanie alkoholu moze by¢ zwiazane z jego wigksza awersyjnoScia (by¢ moze

smakowa). Z kolei linia WHP wykazuje utrwalona ceche¢ nadmiernego picia. Obie linie rdznig si¢
znamiennie od nieselekcjonowanych szczurow Wistar, u ktorych picie alkoholu (w obu stosowanych
procedurach) ksztattuje si¢ w granicach wielkos$ci posrednich migdzy liniami WHP i WLP.

STRESZCZENIE

Sposroéd laboratoryjnych modeli uzaleznien od substancji psychoaktywnych, wazne znaczenie maja
genetycznie wyselekcjonowane linie szczuréw o utrwalonym fenotypie duzej preferencji alkoholu
etylowego. W naszym laboratorium jest prowadzona od kilku lat selekcja szczurow Wistar, ktorej
wynikiem jest wyhodowanie dwoch linii — WHP (Warsaw High Preferring) i WLP (Warsaw Low
Preferring), pijacych w warunkach wolnego wyboru z woda — odpowiednio nadmierne i niewielkie ilo$ci
alkoholu etylowego. Obecnie dysponujemy 23-24 pokoleniem zwierzat obu linii. W celu dokonania
selekcji, szczury przez jeden tydzien miaty do dyspozycji wytacznie 10% alkohol, nastgpnie przez 3
tygodnie roztwodr alkoholu do wyboru z woda (test 2 butelek). Podczas tego badania okreslano wielko$¢
dobrowolnego picia, przy czym za kryterium duzej preferencji do picia alkoholu uznawano spozycie
przynajmniej 5.0 g/kg/24godz. (w przeliczeniu na czysty alkohol). Zwierzgta spozywajace mniej niz
2g/kg/24godz. spelialy kryterium matej preferencji do alkoholu. W przedstawionych obecnie badaniach
porownywano picie alkoholu przez szczury linii WHP 1 linii WLP w dwoch sytuacjach
eksperymentalnych. W modelu pierwszym, zwierzgta od samego poczatku mialy do wyboru 10% roztwor
etanolu 1 wode przez kolejnych 9 tygodni. W modelu drugim, zwierzg¢ta miaty dostep do stopniowo
wzrastajacych (o 1% tygodniowo) stgzen etanolu zaczynajac od roztworu 2% w pierwszym tygodniu
doswiadczenia i konczac na roztworze 10% w 9 tygodniu. Wyniki badania wykazatly, ze pomimo
zastosowania procedury tagodnego stopniowania dostgpnych stezen alkoholu, szczury linii nisko
preferujacej (WLP) utrzymywaty niski poziom spozycia alkoholu na niemal podobnym poziomie, jak
podczas stosowania procedury pierwszej (czyli ,,sztywnego” dostgpu do 10% roztworu etanolu). Szczury
linii WLP spozywaly bardzo mate ilosci alkoholu nie tylko w poréwnaniu z linia WHP, lecz takze z grupa
kontrolna szczuréw nieselekcjonowanych Wistar. Wynika z tego, ze fenotyp matego i intensywnego picia
etanolu u obu linii jest utrwalony i utrzymuje si¢ na stalym poziomie, niezaleznie od stosowanej



procedury doswiadczalnej. Mata preferencja alkoholu u zwierzat WLP wynika¢ moze z wigkszej
awersyjno$ci smakowej alkoholu.

Stowa kluczowe: preferencja alkoholu, linia WHP, linia WLP szczury, etanol.
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