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WSTEP

Istotnymi przyczynami rozwoju alkoholizmu u Indzi sa liczne czynniki psychoso-
cjalne i biologiczne. Znaczenie tych czynnikéw ciggle pozostaje stabo wyjasnione
ale wszystkie one prowadza do powstania zaburzenia w sferze motywacyjnej, jakim
Jjest poszukiwanie alkoholu i przymus picia (craving). Jak do tej pory nie zidentyfiko-
wano pojedynczego, najwazniejszego czynnika jako poczatkowej i zasadniczej przy-
czyny rozwoju zaleznosci alkoholowej. Alkohol etylowy jest jednym i najstarszym
ze znanych Srodkéw modyfikujacych nastrdj u ludzi.

Badania nad alkoholizmem sq trudne, takZe z tego powodu, Ze wystgpuja etyczne
ograniczenia w prowadzeniu dogwiadczedi na ludziach, Stad tez wprowadza sig licz-
ne zwierzgce modele uzaleznienia od lekéw i alkoholu. Modele te odgrywaja w nim
wazng role w badaniach mechanizmu dziatania alkoholu i mechanizmu uzaleznienia
oraz dziatania lek6w hamujacych ten proces. Wyselekcjonowane linie zwierzat w
kierunku preferencji alkoholu zostaty zaakceptowane i sa szeroko uzywane jako model
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eksperymentalnego uzaleznienia od alkoholu (Lii wsp. 1994). Pionierskie prace Eriks-
sona (1968) z genetycznie uwarunkowana linia szczuréw zwang AA (Alcohol Ac-
cepting) (1968) i prace Lumenga 1 wsp. (1977) z linia szczuréw zwana P (High Pre-
ferring) pociagnely za sobg rozwdj badan nad innymi liniami zwierzat. I tak we
Wiloszech wyhodowano szczury linii SP (Sardinian-Preferring) o duzej gene-
tycznie uwarunkowanej preferencji roztworéw alkoholu (Fadda i wsp. 1989).
Samoistne picie etanolu i preferencja roztworu alkoholu sa podstawowymi ce-
chami zwierzgcego modelu alkoholizmu. W warunkach wolnego wyboru miedzy
woda a alkoholem (np. two bottle test) np. szczury SP oraz inne linie szczuréw
wykazuja wigksza preferencjg do roztworu etanolu niz do wody i pija wielokrot-
nie wigeej niz 4-5 g/kg czystego etanolu w ciagu doby. (Colombo i wsp. 1995).
Szezury linii (P) wykazuja cechy silnej preferencji alkoholu pijac spontanicznie
od 10-30% roztworu alkoholu i spetniajgc inne kryteria uzaleZnienia, takie jak,
nabywanie metabolicznej i neuronalnej tolerancji, rozwoj zaleznogci fizycznej,
wykonywanie reakcji instrumentalnej w celu pozyskania dawki alkoholu. Szczury
tej linii konsumuja ponad 9,0 g/kg alkoholu dziennie, co prowadzi do pojawie-
nia sig¢ wysokiego poziomu alkoholu we krwi w zakresie od 92 do 415 mg%
(Waller MB 1 wsp. 1984)

Anksjolityczny efekt dzialania etanolu jest waznym czynnikiem indukujacym pi-
cie alkoholu. Jedna z technik badawczych pozwalajacych na oceng dzialania prze-
ciwlgkowego jest test tzw. Elevated Plus-Maze (podniesiony labirynt krzyzowy) po-
zwalajacy na badanie reakeji lgkowej przed nowym otwartym otoczeniem. Badano
ilos¢ spontanicznie pitego alkoholu przez szczury z duzym i niskim poziomem lgku.
Wykazano, ze szczury bardziej ,,lgkowe” maja znaczaco wyzsza preferencjg i zwigk-
szone picie alkoholu niz zwierzeta z matym nasileniem leku. Wykazano réwniez, ze
parenteralne podanie etanolu (0,5-1,5 g/kg) powoduje dawko-zalezny efekt anksjoli-
tyczny u szczurdw w dodwiadcezalnych modelach Igku (np. w tescie tzw. , labiryntu
krzyzowe”). Uwaza sig, Ze nasilone picie alkoholu przez szczury ,,lgkowe” jest reak-
¢ja kompensujaca nadmierny lgk 1 Ze alkohol dziata w tym wypadku jak Srodek prze-
ciwlekowy. (Spanagel i wsp. 1995).

Wykazano, ze selektywne linie szczuréw preferujacych alkohol maja powazne
zmiany w wielu ukladach neuroprzekaznikowych mozgu. Na przyklad, badania szczu-
row wykazujacych genetycznie uwarunkowany wzrost do spontanicznego picia al-
koholu oraz zwigkszona preferencjg alkoholu (linia P) wykazaty, obniZzony poziom
serotoniny (5-HT) i jej metabolitu kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA) w
wielu strukturach mézgu (korze mozgowej, prazkowiu, jadrze pétlezacym mozgu,
hippokampie i w podwzgdrzu) w poréwnaniu do zwierzat stabo preferujacych alko-
hol Iub nie preferujacych alkoholu (NP.) Szczury linii (P} wykazywaly obniZony po-
ziom dopaminy (DA) i jej metabolitbw DOPAC, HVA w strukturach limbicznych,
gtownie w jadrze pollezacym przegrody (Gongwer 1 wsp.).

W Zakladzie Farmakologii Instytutu Psychiatrii i Neurologii od wielu lat trwa-
ja prace nad wyselekcjonowaniem linii szczurdéw, ktore w warunkach wolnego wy-
boru alkoholu i wody, preferuja roztwory alkoholu i spontanicznie wypijaja znaczng
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jego ilos¢ (przekraczajaca 5g/kg/24h w przeliczeniu na alkohol absolutny). Linie
taka ndalo si¢ nam uzyskaé przez kojarzenie zwierzat pokolenia F, genetycznic hete-
rogennego wybierajac w ramach miotu zwierzeta wysoko-pijace i nisko-pijace i krzy-
zujac pod katem docelowego fenotypu, tak aby dana para nie miata wsp6laych przod-
kow do drugiego pokolenia wstecz (Bisaga i wsp. 1993).

Obecnie dysponujemy linig zwierzat wysoko preferujacych alkohol (F ,iF )
i nazwang przez nas WHP (Warsaw High Preferring) oraz linia niepreferujaca
(F,;iF ) nazwang WLP (Warsaw Low Preferring) (Dyr i wsp. 1997).

W przedstawione] pracy okresliliémy niektdre cechy neurochemiczne pokolenia
11 (F,) obu linii szczuréw (WHP i WLP) a mianowicie — poziom neuroprzekazni-
kéw i ich metabolitdéw w mozgu. Badanie to miato na celu sprawdzenie, czy u linii
wysoko preferujgcej alkohol wystepuja podobne zmiany jak u znanej linii amerykan-
skiej (Murphy 1 wsp. 1987). Ponadto sprawdziliémy czy wystepuja réznice w stgze-
niu alkoholu we krwi u obu linii zwierzat (WHP i WLP) po podaniu jednorazowej
dawki alkoholu Sg/kg i.p. oraz okresliliSmy czas trwania snu po podaniu jednorazo-
wej dawki 2g/kg 1.p. Badania te mialy na celu okre$lenie ewentualnych rézinic w
biodostgpnosci alkoholu oraz reaktywnosci na alkohol obu badanych linii.

METODYKA BADAN

Do badania uzyto zwierzeta 11 generacji linii szczuréw WHP pijacych 5 g/kg/24h
i wigeej czystego alkoholu oraz linii WLP (pijacych mniej niz 2g/kg/24h). Zastoso-
wano metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC dla okre$lenia steze-
nia nastgpujacych monoamin i ich metabolitow; dopaminy (DA), DOPAC i HVA,
noradrenaliny (NA) oraz serotoniny (SHT) i kwasu 5-hydroksyindolooctowego
(SHIAA).

Wymienione neuroprzekazniki okreélano w nastgpujacych strukturach mézgowych;
przegroda (septum), prazkowie (striatum — obejmujace jadro ogoniaste i skorupeg),
hippokamp i w korze mozgowej.

Stgzenie alkoholu we krwi bylo badane, przy zastosowaniu testu DIALAB, po 10,
30, 120, 240 min. po dootrzewnowym podaniu 2 g/kg alkoholu.

W obu grupach zwierzat badano czas trwania snu po podaniu dootrzewnowo daw-
ki alkoholu 5,0 g/kg. Czas snu okreslano badajac utrzymywanie si¢ szczurow w po-
zycji lezacej na grzbiecie. Mierzono czas od utraty odruchu wstawania do jego po-
wrotu, Wszystkie badania wykonywane byly po uptywie 10-14 dni po ostatnim okre-
$leniu wielkosci picia w tescie wyboru pomiedzy 10% roztworem alkoholu a woda.

WYNIKI

Stezenie DA i jej metabolitéw (DOPAC, HVA), oraz NA i 5HT bylo znamiennie
obniZone w obrebie prazkowia, natomiast zwigkszone w obrebie przegrody u szczu-
roéw linii WHP w poréwnaniu ze szczurami linii WLP. Dokladne wyniki przedsta-
wiono w tabeli 1.
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TABELA 1
Srednie stezenie w ng/g + SEM moncamin i ich metabolitéw w réznych strukturach mézgu
szczurdw linii WHP i WLP
Neuro Septumn Striatum Hippocamp. Cortex
trans. WHP WLP WHP WLP WHP WLP WHP WLP
DA 1738,9 954,15 1707,8 4320,0 509,3 472,5 156,8 195,0
+130,0 +226,4* +133,0 +403,8* +25,5 +39,5 +15,9 +23,0
198,02 93,8 186,6 381,0 29,1 16,9
DOPAC | w230 | s215* | 487 | 4532% 0 0 40 | 433
165,6 93,5 1674 411,8 ' 53,46 35,63
HVA +132 | +230¢ | 126 | 4573+ 0 0 27 | 435
INA 595,0 246,3 70,05 197,95 27,8 266,2 216,3 218,7
+89.3 +45,0* +4.15 +16,0* +15,5 +8,1* +11,6 +27,7
- 76,91 451 47 43,22 115,0 142,2 103,96 98,5
#11,2 | 16,07 £1,2 £2.5% £26,1 49,2 +11,4 £6.0
SHIAA 73,6 30,5 17,18 31,04 109,0 146,07 | 984 77,0
+13,0 £10,3 40,47 43,0 +15,3 +4,17 £3,6 +5.2

* p<0,001 vs WHP odpowiednich danych

Stwierdzono takze roznice w czasie trwania snu miedzy szczurami obu linii. Czas
snu szczuréw WLP byl niemal dwa razy dluzszy niz szczurow linii WHP po podaniu
dootrzewnowym dawki alkoholu 5g/kg. Wyniki przedstawiono na ryc. 1.

Odmiennie ksztaltowat si¢, u obu linii szczuréw, poziom alkoholu we krwi po
podaniu dawki 2,0 g/kg. U szczuréw WHP byt on znacznie obnizony i ksztaltowat sig
w granicach 20-50 mg%, natomiast u szezurow WLP, w tych samych przedzia-
fach czasowych (10-240 min), poziom alkoholu we krwi ntrzymywat sig w gra-
nicach 50-130 mg% (Ryc. 2). Dobowe spozycie alkoholu u zwierzat linii WHP
miescito sie w granicach 5,0-10,0 g/kg/24h i 0,0-1,5 g/kp/24h u szczurow WLP.

OMOWIENIE WYNIKOW

Rezultaty badan wskazuja na wyraZne réznice pomigdzy dwoma liniami szczuréw
WHP 1 WLP pod wzgledem reakcji na alkohol jak i biodostgpnosei alkoholu (czyli
pozioméw we krwi po podaniu okreslonej dawki). Wystapily takze réznice w pozio-
mach pléwnych substancji neuroprzekaznikowych w moézgu. Na uwage zastuguja
duze réznice w czasie trwania snu po dawce etanolu (5g/kg) w obu liniach, przy
czym u linii WHP czas ten by} znamiennie krotszy niz u zwierzat WLP. Zwraca uwa-
ge rdznica w stezeniu alkoholu we krwi po podaniu dootrzewnowym. StgZenie jego
we krwi, po podaniu dawki 2 g/kg bylo nizsze u szezurow WHP niz WLP co wskazu-
je na roznice w biodostepnosci alkoholu. Moga one wynikac z roznic w metaboli-
zmie lub/i wchtanianiu z przewodu. Problem ten wymaga dalszych badan, w szcze-
golnosci oznaczania poziomu aldehydu octowego. U zwierzat linii pijacych duze
ilodci alkoholu (P oraz HAD) obserwowano mniejsze poziomy DA w prazkowiu w
poréwnaniu ze zwierzetami nie preferujacymi alkoholu (NP, LAD). Podobny wnio-
sck wynika z obserwacji zmian w poziomach 5HT, SHIAA (Murphy i wsp. 1983,
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Ryc. 1. Srednie wartosei czasu trwania snu szezurdw linii WHP (Warsaw High Preferring) | WLP (War-
saw Low Preferring) po dootrzewnowym podaniu 5 gikg etanolu. * p <0,05 WLP vs. WHP.
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Rycina 2. Srednie stgzenie etanolu we krwi po 10, 30, 60, 120, 240 min po dootrzewnowym podaniu
etanolu w dawee 2 glkg szezurom linii WHP | WLP, * p<0,05 WLP vs, WHP,
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1988). Przyczyny obnizenia poziomu 5HT i DA u zwierzat preferujacych etanol moga
by¢ rézne, np. obnizenie tempa syntezy neuroprzekaznikow (za czym przemawia tez
spadek poziomu metabolitéw) lub zaburzenie metabolizmu czy wchlaniania zwrot-
nego (uptake).

Obszar przedniego prazkowia otrzymuje projekcje dopaminergiczna gléwnie z istoty
czarnej, ale przednio-poérodkowa cze$c¢ prazkowia jest unerwiana takze przez neuro-
ny DA docierajace z brzusznej nakrywki mostu (ventral tegmental area, VTA) (Gon-
gwer 1 wsp. 1989). Stad tez, zmniejszony poziom DA 1 jej metabolitow u szczurow
preferujacych atkohol moze by¢ wynikiem obnizonej aktywnosei uktadu dopaminer-
gicznego tak istoty czarnej jak i VTA. Nalezy dodaé, Ze neurony dopaminergiczne
uktadu mezolimbicznego bioracego poczatek w VTA sq zwiazane z ,,nagradzajacym”
efektem alkoholu (Gongwer i wsp. 1989).

Zmiany w czasie trwania snu u obu linii zwierzat moga wymkac nie tylko z réznic
w poziomach we krwi. Przykladem moga by¢ badania potomstwa zwierzat uprzednio
intensywnie alkoholizowanych. Ci¢Zzarnym szczurom podawano dootrzewnowo, w
odstgpach kilkugodzinnych, dwie dawki alkoholu kazda 2,9 g/kg. Nastepnie u po-
tomstwa (F,) okreSlano czas snu po podaniu 3,5 g/kg i.p. Potomstwo alkoholizowa-
nych matek wykazywalo krétszy czas snu niz zwierzeta grupy kontrolnej (potom-
stwo matek nicalkoholizowanych) (Fulginiti i wsp. 1989). Rezultaty te wskazuja, ze
ostra intoksykacja etanolem w czasie cigzy wywoluje dlugo trwajace zmiany w OUN
nastepnej generacji prowadzace do oslabienia nasennego dziatania etanolu.

WNIOSKI

1. U szczurdw WHP stwierdzono nizsze stezenie SHT 1 DA oraz ich metabolitow
w prazkowiu w poréwnaniu do szczur6w WLP,

2. Czas trwania snu po podaniu 5,0 g/kg etanolu jest znacznie dluzszy u szczuréw
linii WLP niz u szczuréw WHP.

3. Stezenie alkoholu we krwi, po dootrzewnowym podaniu 2,0 g/kg, jest znacznie
wyzszy u szczurow WLP niz WHP.

4. Rezultaty badan moga wskazywac na powazne réznice w blodostqpnosm u obu
linii zwierzat. Stanowi to najbardziej prawdopodobne wyjagnienie réznic w czasie
trwania snu po podaniu duzej dawki alkoholu.

Streszczenie

W Zakladzie Farmakologii Instytutu Psychiatrii i Neurologii od wielu lat trwaja
prace badawcze nad pozyskaniem zwierzgcege modelu uzaleznienia od alkoholu.
Modele takie odgrywaja wazna role w badaniach mechanizmu dziatania alkoholu i
mechanizmu uzaleznienia oraz dziatania lekéw hamujacych ten proces. Wyselekcjo-
nowane linie zwierzat w kierunku preferencji alkoholu zostaly zaakceptowane i sg
szeroko uzywane jako model eksperymentalnego uzaleznienia od alkoholu (Li i wsp.
1994). W Zakladzie otrzymano wyselekcjonowane linie szczurdw pijacych sponta-
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nicznie alkohol, Uzyskano dwie linie zwierzat, jedna nosi nazwg Warsaw High Pre-
ferring (WHP) i druga Warsaw LOW Preferring (WLP), w ktérych szezury wykazuja
wysoka preferencjg do alkoholu powyzej 5g/kg/24h (WHP) i niska ponizej 1-2g/kg/
24h (WLP).

Zwierzgta obu linii byly badane behawioralnie i biochemicznie na poziom alkoho-
tu we krwi i stgZenie neuroprzekaznikéw w poszczegolnych strukturach moézgu. W
11 pokoleniu szczuré6w WHP i WLP éredni czas trwania snu wynosit 100 min dla
(WHP) i 184 min dla (WLP) po podaniu dootrzewnowym (L.P.) 5,0 g/kg etanolu.

Stezenie alkoholu we krwi po podaniu LP. 2g/kg etanolu bylo wyZsze u szczuréw
linii WLP niz WHP. Badania biochemiczne wykazaly znaczne roZnice migdzy obu
grupami w st¢Zeniu serotoniny i jej metabolitu kwasn 5-hydroksyindolooctowego,
dopaminy i jej metabolitu DOPAC w prazkowiu.

Generalnie, rezultaty badan wskazuja na znaczne rdznice w biodostgpnosci alko-
holu i znaczne rdznice w stezeniach neuroprzekaznikéw w moézgu szczuréw linii
wysokopreferujacej (WHP) i niskopreferujacej (WLP) alkohol.

Wanda Dyr, Anna Witanowska, Jolanta Dzierzkowska, Krystyna Iwinska, Pawetl
Krzascik, Wojciech Kostowski
Biochemical and behavioral analysis of a new line of rats selectively bred for
high ethanol consumption

Summary

Studies on the development of an animal model of alcohol dependence have been
conducted at the Pharmacology Department of the Institute of Psychiatry and Neuro-
logy for many years now. Such models are important in the research on the mecha-
nism underlying alcohol action, the mechanism of dependence formation, as well as
on drugs inhibiting this process. Selective breeding of animals for alcohol preference
has been accepted and is widely used as a model of experimental alcohol dependence
formation (Li et al. 1994). Selective breeding of Wistar rats for voluntary ethanol
(EtOH) consumption yielded two lines: the Warsaw High Preferring (WHP) and
Warsaw Low Preferring (WLP) rats. The former (WHP) are characterized by a high
ethanol consumption (over 5g/kg/24h), while the latter (WLP) - by a low one (below
1-2g/kg/24h).

Both these rat lines were submitted to a behavioral examination as well as to bio-
chemical analysis of blood ethanol and neurotransmitters concentration in particular
cerebral structures. In the [1th generation of rats the mean duration of sleep induced
by 5,0 g/kg of intraperitoneally administered ethanol (i.p. EtOH) was 100 minutes in
WHP and 184 minutes in WLP rats.

Blood ethanol concentration after i.p. administration of 2g/kg EtOH was signifi-
cantly higher in the WLP line than that in WHP rats. Biochemical analyses have
shown significant differences between the two lines in the brain concentration of
striatal serotonin (5-HT) and its metabolite, 5-HIAA, as well as striatal dopamine
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(DA} and its metabolite, DOPAC. Generally, obtained results indicate marked
differences between the WHP (high ethanol preferring) and WLP (low ethanol
preferring) rats as regards EtOH bioavailability and brain concentration of neu-
rotransmitters.

Key words: ethanol / alcohol-preferring rats / blood ethanol / monoamines
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