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PROBLEMY METODYCZNE BADAN
DOSWIADCZALNYCH NAD
UZALEZNIENIEM ALKOHOLOWYM:
SELEKCJONOWANE LINIE ZWIERZAT
PREFERUJACYCH ALKOHOL

Alkohol jest druga, po kofeinie, psychoaktywna substancja najszerzej zazywana
przez cztowieka w celach towarzyskich i wywolania zmiany nastroju. Socjalne i
kliniczne konsekwencje nadmiernego spozywania alkoholu sa znane od bardzo dawna.
Udziat czynnikow biologicznych, psychosocjalnych i kulturowych w rozwoju alko-
holizmu jest niezaprzeczalny. Znajomo$é natury biologicznej tych czynnikéw pozo-
staje jednak weiagz mato wyjasniona, a gléowny mechanizm uzaleznienia od alkoholu
polega na utracie kontroli nad piciem, poszukiwaniem dostgpu do alkoholu i przymusem
picia (craving). Chroniczne naduzywanie alkoholu etylowego czgsto prowadzi do defi-
cytu neuronalnego w mézdzku, czgsei wzgorza, korze mozgowej i w hipokampice (2).

Jednym z najbardziej istotirych celéw w badaniach naukowych nad problemem alko-
holowym jest poszukiwanie skutecznych lekéw zmniejszajacych picie alkoholu. Przy
ocenie stopnia skutecznodci takich lekéw niezbedne jest stosowanie w testach przedkii-
nicznych zwierzecych modeli wykazujacych genetycznie uwarunkowana sklonnosé do
nadmiernego spozywania alkoholu. Stworzenie takich modeli jest niszwykle trudne, po-
niewaz zwierzgta z zasady unikaja alkoholu z racji jego dzialan awersyjnych w tym
smaku i zapachu. Poprzez diugotrwata hodowlana selekcje szezuréw w Europie 1 w Sta-
nach Zjednoczonych, otrzymano wyselekcjonowane linie zwierzat z utrwalonym, zwigk-
szonym piciem alkohol, ktére w warunkach swobodnego wybom migdzy roztworami
alkoholu etylowego na ogot 8-10 % i wody wypijaja duze ilosci alkoholu — 5,0 g/kg/
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24h i wigcej. Do najbardziej znanych linii szczurow ,,wysokopreferujacych” nalezg
— AA (Alko, Alkohol) z Finlandii, SP (Sardinian-Preferring) z Wloch, P (alkohol-
preferring) i HAD (High Alcohol Drinking) ze Stanéw Zjedniczonych. Szczury tych
wyselekcjonowanych linii spelniaja zasadnicze kryteria zwierzgcego modeln wypi-
Jajac np.wigcej niz 5 g/kg absolutnego alkoholu w ciagu doby. Przeciwwaga dla linii
wysokopreferujacych alkohol s linie wyselekcjonowane genetyczne, ktore rowniez
w warunkach wolnego wyboru pija duze ilosci wody, a spozycie alkoholu wynosi
mniej niz 1 g/kg/24. Do takich linii nalezg odpowiedniki wymienionych linii ANA
(Alko Non-Alkohol), SnP (Sardinian-non Preferring), LAD (Low-Alcohol Drinking).

Mutacja dehydrogenazy aldehydowej (ALDH} bardzo ostabia utlenienie aldehy-
du octowego (gltownego metabolitu etanolu) do kwasu octowego co jest przyczyng
pojawiania si¢ licznych objawdw awersyjnych jak: zaczerwienienia twarzy, nudno-
$ci, zaburzen rytmu serca u wigkszosei osob po spozyciu alkoholu. Mutacja tego
enzymu odgrywa istotna rolg w ograniczaniu picia alkoholu przez niektére popula-
cje ludzkie, nie wydaje si¢ jednak mieé znaczenia u zwierzat. Badania na zwierzg-
tach demonstruja, Ze alkohol w dawce pojedynczej zwigksza poziom cyklazy adeny-
lowej w mozgu, ale wielokrotne dawki zmniejszaja jej stgzenie. Podobny spadek
aktywnoéci cyklazy adenylowej stwierdzono w limfocytach i piytkach krwi u ludzi
uzaleznionych od alkoholu. Istnieja dowody na to, Ze monoaminooksydaza B (MAO
B} wykazuje mala aktywno$¢ u 0sob uzaleznionych, a ich krewni z wysoka sklonno-
scig do alkoholizmu, réwniez moga mieé obnizony poziom MAO B (5).

Wsréd 5-ciu linii myszy tj. C57BL/6T; BALB/cl], DBA/2J, A/Hel, 129/] stwier-
dzono genetycznie zdeterminowane roznice w ostrej wrazliwosci na temperaturg
ciata po podaniu jednorazowej dawki etanolu (1}. Podobnie badania genetycznych
linii szczurdw wykazaty, Ze szczury tzw. P (preferujace alkohol) i NP (niepreferuja-
ce alkohol) maja wrodzone rdznice w regnlowaniu aktywnosci lokomotorycznej po-
przez uklad receptoréw nikotynowych osrodkowego uktadu nerwowego (11). Wro-
dzona odmienna wrazliwo$¢ szezuréw na etanol wprowadzila podziat tych gene-
tycznych linii na typ HAS — high alcohol sensitive (bardzo duza wrazliwos¢ na alko-
hol i LAS — low alcohol sensitive (niska wrazliwo$¢ na alkohol) (6).

Badania nad wyselekcjonowanymi grupami szczuréw preferujacymi alkohol, ktore
nigdy nie byty poddane dzialaniu etanolu, wykazalty obnizony poziom serotoniny (5-
HT) i jej gléwnego metabolitu kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w ko-
rze mozgu, prazkowiu, jadrze péllezacym przegrody, hipokampie i podwzgorzu.
Powyzsze wyniki byly poréwnywane z wynikami badan przeprowadzonych na szczu-
rach nieprefernjacymi alkohol (NP) (14). Podobny poziom 5-HT znaleziono u szczu-
row HAD w pordéwnaniu do LAD. Nasunelo to przypuszczenie, Ze regulacja prze-
kaznictwa 5-HT moze byc¢ potencjalng terapeutyczna mozliwoscia leczenia choroby
alkoholowej. Zidentyfikowanie okreslonych podtypow receptora serotoninergiczne-
£0 zwiazanego z tym mechanizmem stuzyloby lepszemu zrozumieniu mechanizmu
zaleznosci alkoholowej i jej leczenia.

W warunkach reakeji instrumentalnej (zwierzgta wykonuja wyuczona czynno$é
np. nacisnigcie dzwigni w celu uzyskania mozliwosci spozycia porcji alkoholu) u
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szczurow linii P stwierdzono zwigkszony poziom dopaminy (DA) w jadrze potleza-
cym przegrody w pordwnaniu z nie selekcjonowanymi szczurami Wistar. Badania te
moga $wiadezyé, ze system dopaminergiczny obszaru VTA szczuréw linii P moze
byé szczegblnie wrazliwy na dziatanie alkoholu, co moze przejawiaé si¢ wzmozong
reakcja nagradzajaca (15, 17).

Techniki wigzania receptorowego wykazaly, ze gesto$é receptordéw dopaminer-
gicznych D2 byla obnizona w jadrze pdtlezacym przegrody u szczuréw linii SP w
pordéwnaniu ze szezurami SnP lub nie selekcjonowanymi Wistar. Technika iloscio-
wej autoradiografii wykazano zmniejszong ggstosc receptorow D2 w wielu struktu-
rach mézgu szezurdw P w pordéwnaniu ze szczurami NP (13). U szczurow Wistar
‘stwierdza sie rowniez obnizong ggstodé receptoréw D2 w 24 godziny po odstawie-
nia alkoholu spozywanego diugotrwale przez zwierzgta. Poniewaz receptory D2 moga
byé autoreceptorami, stad zmniejszenie ich ilo§ci moze mie¢ znaczenie mechanizmu
kompensacyjnego na diugotrwate zwigkszanie poziomu dopaminy na skutek dziala-
nia alkoholu (7).

W badaniach poréwnawczych ze szczurami wyselekcjonowanymi linii NP i LAD,
szezury linii P maja obniZzony poziom DA i jej metabolitow w jadrze poéllezacym
przegrody (14, 17). MozZna przyja¢, ze obunizony poziom DA w jadrze pollezacym
nasila w wyniku niedoczynnosci systemu nagrody picie alkoholu. Z tego wzgledu
wzrost poziomu DA moze zmniejszaé picie alkoholu, jak to ma miejsce po zastoso-
waniu agonistow receptora D2 — bromokryptyny oraz amfetaminy (14, 26).

Wzmacniajace dziatanie alkoholu wydaje sig by¢ wynikiem aktywacji mezolim-
bicznego ukiadu dopaminergicznego. Jak wspomiano, w brzusznej nakrywce mostu
(ventral tegmental areca — VTA) etano! zwieksza stezenie dopaminy. Dziatanie ago-
nistow i antagonistow dopaminy na picie alkoholi nie jest jednak jednoznaczne. Z
danych literaturowych wynika, Ze rezultaty badan sa rozne. I tak, antagonici recep-
tora DA zmniejszaja picie alkoholu lub tez nie maja wplywu, a takze nasilenie ak-
tywnos$ci uktadu réwniez moze zmniejszaé spozywanie alkoholn lub tez pozostaje
bez efektéw (20). Wiadomo jest, ze uktad DA jest heterogenny i zawiera wiele ty-
pdw receptoréw dopaminergicznych. Na przykiad D1 1 D2 roznia si¢ w zakresie funkcji
i farmakologii np. stymulacja receptoréw D1 aktywuje cyklazg adenylows, podczas gdy
receptory D2 nie sa zwiazane ,,pozytywnie” z tym przekaznikiem (12, 19, 23).

Bezposrednie podanie do jadra pétlezacego przegrody antagonisty receptora D2
sulpirydu powoduje dawkozalezne zwigkszanie picia alkoholu. Réwniez dozylne
»samopodanie” (self-administration) kokainy przez szczury jest nasilane przez anta-
gonistow receptora D2 jak i antagonistéw receptora D1 (3, 4)

W serii wykonanych niedawno badan oceniano wplyw agonisty D2 — quinpirolu
(0,02-2,0 mg/kg) i antagonisty D2 — spiperonu (3-30ug/kg) na picie alkoholu u szczu-
row linii HAD. Agonista powodowatl dawko-zalezne zmniejszenie picia w ciagu 4-
godzinnego okresu obserwacji, natomiast spiperon nie miat wplywua w poczatkowe;j
fazie, lecz w czwartej godzinie badania (10 ug/kg) wykazalo tendencjg redukujaca
picie. W innych eksperymentach, agonista D1 SKF 38393 i antagonista D1 SCH-
23390, dawko-zaleznie zmniejszaly picie alkoholu podczas 30 do 60 min badania
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(8). Wiadomo jest, Ze oba typy receptoréw wspoldziataja w czynnosciach behawioral-
nych i aktywacja receptordw D1 jest niezbgdna do funkcjonalnego efekiu receptorow D2
(19, 25). W podsumowaniu mozna stwierdzié, ze wplyw czynnikoéw dopaminergicznych
typu D1 i D2 na picie alkoholu u szczuréw HAD potwierdza hipotezg, Ze system DA
wspoluczestniczy w regulacji wzmacniajgcego dziatania etanoln w OUN.

Szczury linii P wykonuja reakcje instrumentalne (ang. operant response) aby po-
zyskaé etanol, co wskazuje na pozytywnie wzmacniajace (nagradzajace) wlasciwo-
$ci alkoholu (18, 21). Takiego zachowania nie wykazujg szczury linii niepreferuja-
cej alkohol (NP). Prawdopodobnie w wyniku tego dzialania alkoholu szczury wyko-
nuja reakcje samo-podania (ang. self-administration) dozoladkowo Iub tez bezpo-
srednio de struktur moézgu — (ventral tegmental area — VTA) (10, 24), co moze wy-
kluczyé hipoteze, ze szczury pija alkohol gtéwnie ze wzglgdu na jego wlasciwodci
smakowe. Szczury lini P 1 NP réznia sie w wielu behawioralnych reakcjach na eta-
nol. Na przyklad szczury linii P rozwijaja szybciej 1 dluzej trwajaca tolerancje, niz
szczury NP, na ostabienie aktywnosci ruchowej wywolanej etanolem (9,16).

Jedna z mozliwych motywacji promujacej picie alkoholu jest osiggniecie eufory-
zujacego i nagradzajacego efektu. Jednak inne czynniki moga réwniez przyczyniaé
sig do nadmiernego spozywania alkoholu, np. jega wladciwosci anksjolityczne. W
badaniach wyselekcjonowanych linii stwierdza sie wyzszy stopien zachowan lgko-
wych u szczurdw linii P w poréwnaniu do szczuréw linii NP i te reakeje lekowe sa
blokowane przez etanol (22).

Domoézgowe ,,samopodanie” alkoholu potwierdza przypuszczenie, Ze struktura
przez ktorg alkohol moze wywolywac swoje dziatanie nagradzajace jest VTA (15).
Obwodowe podanie zwiazkdw farmakologicznych, zwigkszajacych aktywno$¢ ukiadu
5-HT jak np. fluoksetyny (inhibitora wchtaniania zwrotnego serotoniny) lub fenflu-
raminy (nasilajacej wydzielanie 5-HT), w sposdb statystycznie znamienny zmniej-
sza preferencjg alkoholu. Podobne efekty wywiera¢ moga inne substancje np. agoni-
$cireceptora DA (14). Dane te oraz liczne tu nie cytowane sugeruja, ze zaburzenie w
ukladach neurotransmisyjnych moze by¢ zasadniczym czynnikiem biologicznym przy-
czyniajacym si¢ do wysokiego spozycia i preferenc)i alkoholu.

Podsumowanie

Spontaniczng zdolno$¢ picia alkoholu w warunkach wolnego wyboru migdzy 10%
roztworem etanolu a woda, wykazuja wyselekcjonowane linie szczuréw. Zwierzeta
wypijaja w ciagu doby 5,0 g/kg i wigcej czystego alkoholu. Najbardziej znane linie
- zwierzat to AA (Alko, Alkohol) z Finlandii, SP (Sardinian — Preferring) z Wioch i P
(Preferring) ze Stanéw Zjednoczonych, ktére stuza do oceny stopnia skutecznoci
lekow zmniejszaj qcych picie alkoholu jak i do badania neurobiologicznych czynni-
kéw promujacych picie alkoholu.

Badania wykazaly, ze SZCZUIY Z genetycznym uwamnkowamem do preferencji
alkoholowej maja obniZony poziom serotoniny (5-HT) w wielu strukturach mézgu
(prazkowiu, hippokampie, podwzgorzu, jadrze potlezacym przegrody) jak i dopami-
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ny (DA) w jadrze pollezacym przegrody. Zwigkszajac poziom tych neurotransmite-
réw mozna zmniejszy¢ ilos¢ spozywanego alkoholu, co ma zastosowanie w praktyce
klinicznej, stosujac inhibitory wchtaniania zwrotnege (np. fluoksetyne). Pod dziala-
niem alkoholu wzrasta ilo$¢ dopaminy w jadrze potlezacym przegrody, czego wyra-
zem moze byé zmniejszona gestoéé receptorow dopaminergicznych D2, jako me-
chanizm neuroadaptacyny na diugofalowe zwigkszanie poziomu dopaminy.

Szczury linii P wykonuja reakcje samopodania alkoholu dozotadkowo lub tez
bezposrednio do struktur mozgowych, co wyklucza hipotezg, Ze szczury pija alkohol
glownie ze wzgledu na jego wiasciwosci smakowe.

Wanda Dyr, Wojciech Kostowski
Methodological problems in the experimental investigation of alcohol
dependence: selected lines of ethanol-preferring animals

Summary

The ability of spontaneous alcohol drinking under conditions of free choice be-
tween 10% ethanol solution and water is shown by selected lines of rats. Such ani-
mals drink 5,0 g/kg or more of pure ethanol during 24 hours, Among the most widely
known lines of rats there are; AA (Alko, Alkohol) from Finland, SP (Sardinian -
Preferring) from Italy, and P (Preferring) from the United States. The animals are
used for the assessment of efficacy of drugs decreasing alcohol intake, as well as in
research on neurobiological factors promoting alcohol drinking.

Various studies have shown that in rats with genetically determined alcohol prefe-
rence, serotonin (5-HT) levels are decreased in many cerebral structures (striatum,
hippocampus, subthalamus and nucleus accumbens septi). Moreover, in the latter
structure dopamine (DA) level is also decreased. By increasing levels of these neu-
rotransmitters the amount of consumed alcohol may be reduced, by means of reupta-
ke inhibitors (e.g. fluoxetyne) administration - which is applied in clinical practice.
Due to the effect of alcohol the amount of dopamine in the nucleus accumbens septi
increases, which may be reflected in a reduced density of D2 dopaminergic recep-
tors. The phenomenon constitutes a mechanism of neuroadaptation to long-term in-
crement in dopamine level. Rats of line P preform the intragastric and directly intra-
cerebral self-administration response. This finding allows to reject the hypothesis
that alcohol is consumed by rats mainly because of its aitractive taste.

Key words: ethanol / genetic determinants / alcohol-preferring lines of rats
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