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OZET

NIKOTIN TERCIiH EDEN SICAN SOYLARINDA NiKOTIN
UYGULAMASININ ANKSIYETE TESTLERINE

ETKILERI

BAYOGLU, Merve
Sinirbilim Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans Tez yoneticisi: Prof. Dr. Liitfiye KANIT
Haziran,2021,50 sayfa

Genetik yatkinlik, nikotin bagimliligindaki bireysel cesitlilige anlamli sekilde
katki saglar. Secici tohumlama yontemi kullanilarak iiretilen sican soylari, madde
bagimliligina olan yatkinligi gostermek acisindan basarili bir yontemdir. Ancak
madde bagimliligina yatkinligi basarili sekilde ortaya koyan segici tohumlama
yontemi uygulanmis herhangi bir nikotin tercih eden si¢an soyu bulunmamaktadir.
Biz de bu ¢alismamizda yiiksek nikotin tercih eden si¢an soylar1 ile kontrollerinin
anksiyete benzeri davraniglari arasindaki farklilasmayi1 degerlendirdik. Calismanin
basinda nikotine maruz kalmamis halde bulunan tiim sicanlar sirayla agik alan,
yiikseltilmig art1 labirent ve bilye gdmme testlerine alindi. Daha sonra ikinci asamada
tiim sicanlar 8 hafta boyunca oral yolla zorlu nikotine maruz birakildi. Kronik oral
nikotin aliminin son 2 haftasinda anksiyete testleri tekrarlandi. Bazal kosullarda ve
kronik nikotin maruziyeti esnasinda nikotin tercih eden sicanlarda kontrollerine gore,
yiikseltilmis art1 labirent testinde acik kollarin tercih edilmesi, acik kollarda gegirilen
zaman ve kapali kola ilk girilen zaman (latans) parametreleri daha yiiksekken acik
kollardan kacinma endeksinin daha diisiik oldugu goriildii. A¢ik alan testinde nikotin
tercih eden sicanlarin daha az digkiladigi ve daha ¢ok merkez alanda (agik alanda)
zaman gecirdigi goriliirken; bilye gomme testinde daha az bilye gomdiigi
gorilmiistiir. Bu sonuglar neticesinde bazal kosullarda ve kronik nikotin maruziyeti
esnasinda nikotin tercih eden sigan soylarinin daha diisiik anksiyete benzeri davranis

sergiledigi gosterilmistir. Biz tiim bu sonuclar1 nikotin tercih eden soylarda yenilik



arayan davraniglarda azalma olarak yorumladik. Bu nedenle secici tohumlama
yontemiyle nikotin tercih eden siganlarin nikotin bagimliligini ¢alismak agisindan

cok kullanisli ve faydali bir hayvan modeli oldugu sonucuna vardik.

Anahtar kelimeler: anksiyete, secici tohumlama, nikotin, davranis, bagimlilik

Vi



ABSTRACT

EFFECTS OF NICOTINE ADMINISTRATION ON
ANXIETY TESTS IN NICOTINE-PREFERRING RAT
LINES

Genetic vulnerability contributes significantly to the individual variability
observed in nicotine dependence. Selective breeding for sensitivity to a particular
effect of abused drugs has produced rodent lines useful for studying genetic
vulnerability to drug addiction. However, there are no studies that use rodent lines
selectively bred for oral nicotine preference. We examined the differences in
anxiety-like behavior between a high nicotine-preferring rat line and their controls.
At the beginning of the study, all rats, naive to any drug, were exposed sequentially
to open field, elevated plus maze and marble burying paradigms. In the second step,
all rats received nicotine in drinking water for 8 weeks. Anxiety tests were repeated
on the last two weeks of chronic nicotine treatment. Elevated plus maze testings
under basal conditions and during chronic nicotine treatment showed that the open
arm preference, time spent in the open arms, and latency to enter the closed arms
were higher, whereas open arm avoidance index was lower in the nicotine-preferring
rats compared to the controls. Nicotine-preferring rats excreted less fecal pellets and
spent more time in the central zones of open field arena; they buried less marbles in
the marble burying test. These findings indicate a lower level of anxiety-like
behavior in nicotine-preferring rat line under basal conditions and during chronic
nicotine treatment. We interpreted the overall results as increased novelty-seeking
behavior in nicotine-preferring rat line. Therefore, we conclude that the selectively
bred nicotine-preferring rat line could be a very useful animal model to study

nicotine dependence.

Key words: Anxiety, selective breeding, nicotine,behavior, addiction
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1. GIRIS

Nikotin bagimliliginda ve nikotin kullaniminda bireysel degiskenlikler
acisindan genetik faktorler 6nemli rol oynamaktadir (36). Sigaraya baslama, giinliik
icilen sigar sayisi, sabah uyandiktan sonra ilk igilen sigara zamani, basarisiz sigara
birakma denemeleri ve nikotin yoksunlugu gibi sigara kullanma davranislariyla ilgili
karakteristik davranislarda kaliimin etkili oldugunu gosteren pek ¢ok yaym
bulunmaktadir (22,67). Secici tohumlama ydntemiyle kemirgen soyu olusturmak
bagimlilik davranislarinin dogasimi gosteren cok dnemli bir aragtir. Istenen fenotipte
secici tohumlanan hayvan modellemeleri bagimliligin genetik etkilerini giin yiiziine
¢ikarmada 6nemli rol oynamaktadir. Segici tohumlama yontemiyle yiiksek ve diisiik
alkol tiikketmeyi tercih eden modeller literatiirde bulunmaktadir (13). Bazi
calismalarda intravendz kokain ve morfinin kendi kendine uygulandigi segici
tohumlanan hayvanlar oldu (71,26). Bazi diger c¢alismalarda ise kokain ve
metamfetamin uygulanan kemirgen soylarinda farklilasan lokomotor yanitlar
tizerinde durulmustur (33,40). Ancak bugiine kadar ¢ok smirli bir grup ¢alismada
nikotinin etkisini gosterecek seg¢ici tohumlanmis soylar oldugu gorilmistiir
(60,39,42).

2006 yilindan bugiine kadar Ege Universitesi Hayvan Laboratuvari’nda
yiikksek nikotin tercih eden sican soylari {iretilmistir ve {iretilmeye devam
edilmektedir. Tekli kafeslenen siganlarin nikotin tercihleri, suya serbest erigimli
olacak sekilde bir tarafi nikotinli su diger tarafi sadece su olan iki sise ile
belirlenmistir (52,45). Yaptigimiz literatiir arastirmasi sonucunda oral nikotin tercih
eden bagka bir kemirgen soyu calismasi bulunmamaktadir. Nikotin tiiketim
ortalamasi ise disilerde 3,98 mg\kg erkeklerde 4,13 mg\kg’dir (45). Nikotin tercih
eden siganlarda 8 jenerasyondan sonra nikotin alimi arttirmustir (Nesil ve ark. 2005).
Yiiksek nikotin alimi i¢in kalitimla aktarilabilirlik, dokuz nesil se¢ici tohumlamadan
sonra siganlarda 0.1 idi. Nesil ve ark. (2015) gosterdi ki nikotin tercih eden sigan
soylarinda 16 ve 40 saat sonra nikotin yoksunlugunda lokomotor aktivite ve kagma
girisimleri azalirken, yoksunlugun somatik isaretleri olan titreme, c¢ene titremesi,

ayak ve genital bdlge temizligi gibi davranislarda bir artis olmustur. Oztiirk ve ark.



(47) ise bu sigcan soylar igin, iki siseli segim ve kendi kendine uygulanan alkol
uygulamas: diizeneginde kontrollerine gore daha fazla alkol tiikketmeyi tercih ettigini
gostermistir. Tim bu bilgiler 1s18inda, 6nceki bulgular gostermektedir ki segici
tohumlanan nikotin tercihli sigan soylari, nikotin bagimliligini ¢alismay1 destekleyen
kiymetli bir hayvan modellemesidir. Cesitli karakter ve negatif duygularla iliskili
kisilik 6zellikleri ile nikotin bagimlilig1 arasinda iliski vardir (56,37). Sigara igmekte
olan kisilerle yapilan bir baska ¢alismada negatif duygulanim ve sigara igme diirtlisti
arasinda pozitif korelasyon oldugu saptanmistir (30). Sosyal fobi ya da post
travmatik stres bozuklugu gibi anksiyete bozuklugu tanisi almig bireylerde nikotin
bagimliligina yatkinlik agisindan yiiksek risk grubu iginde oldugu saptanmistir
(54,61). Sigara igme ve anksiyete arasindaki iliski ¢ift yonliidiir. Insanlar iizerinde
yapilan caligsmalar, sigara igmenin panik atak ve panik bozukluk goriilme riskini
arttirdigimi gostermektedir (32). Nikotinin stres ve anksiyete yanitini diizenledigi,
tetikledigi iyi bilinen etkilerinden biridir (13,44). Nikotinin anksiyete iizerindeki
etkisini dozu ve uygulama sekli belirler. Kronik nikotin maruziyetinde anksiyolitik
etkisinin varhigimi gosteren pek cok hayvan calismasi literatiirde mevcuttur (51).
Nikotin bagimliligina duyarliligi arttiran bir baska davranis ise yenilik arama
davranigidir (27). Yenilik arama davranigi, farkli ve yogun deneyimlere karsi istek
duyma, yeni durumlara agik olma olarak tanimlanir. Yenilik arama davranisi
gosteren bireyler yeniligi denemek adina biitiin riskleri goze alabilirler ve hatta olasi
olumsuz sonuglar1 da goz ardi ederek daha az kaygi gosterirler. Insanlar {izerinde
yapilan caligmalarda yenilik arama davranisi, nikotin kullanimindan 6nce bunu
ongorebilmeye yardimci olur (32). Buna paralel olarak hayvanlar iizerindeki yenilik
arama davranist kendi kendine uygulanan nikotin uygulamalarinda da 6ngdrmekte
yardimei olur (33,63). Hayvanlarla yapilan Arti Labirent ve Agik Alan deneylerinde
anksiyete davranisi, yenilik arama davraniginin bir gostergesi olarak yorumlanmistir

(70).

Bu ¢alisma Nikotin Tercih Eden (NtE) sican soylari ve kontrolleri arasindaki
anksiyete benzeri davramiglar arasi farklilasmayi saptamak igin tasarlanmustir.
Anksiyete benzeri davraniglart 6lgmek igin naif siganlar iizerinde Agik alan (OF),
Yiikseltilmis art1 labirent (EPM), Bilye gdmme (MB) ve Porsolt zorlu yiizme (PST)
testleri kullanilmistir. Bu testleri arasinda EPM ve OF yenilik arama davranislarim

6lgmede kullanilmistir (70). Calismanin ikici asamasinda, sekiz hafta boyunca tiim



hayvanlarin sivi kaynagi olarak sadece nikotinli suya erisimlerine miisaade edildi.
Kronik nikotin maruziyetinin devam ettigi sekiz haftanin son iki haftasinda tiim
siganlara anksiyete testleri tekrar uygulandi. Yaptigimiz arastirma sonucunda
bilindigi kadariyla yiiksek nikotin tercih eden sican soylariyla kaygi benzeri
davraniglar1 ¢aligan baska bir ¢aligma yoktur. Nikotin tercih eden bu si¢an soylarinda,

nikotin tercihinin anksiyete benzeri davranislart degistirebilecegi varsayilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Bagimhhk

Tip literatiiriinde bagimlilik zehirleyici etkisi bulunan kimyasal maddelerin asiri
kullanim1 olarak bilinmektedir. Kisinin zarar verici sonuglarina ragmen bir maddeyi

kullanmaya devam etmesi olarak da tanimlanabilir (15).

Bagimhiligin birden fazla ele alinmasi gereken yonleri bulunmaktadir. Kisiyi
psikolojik, kiiltiirel, sosyal ve fizyolojik agidan fazlasiyla etkileyen bu durum ilk
basta biyolojik birtakim mekanizmalarin tetiklenmesiyle meydana gelir. Bagimlh
bireyin yasadig1 haz striatumdaki dopamini artirmaktan ¢ok orbifrontal korteksteki
aktivasyonu artirict etki yapmaktadir ve bu durum beyin ddiillendirme sistemindeki

bir hastalik olarak karsimiza ¢ikar ve bagimlilik gelisir (57).

Nikotin bagimliligi siklikla (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorder) DSM-V kullanilarak degerlendirilir. Nikotin bagimliligi psikolojik,

fizyolojik, biligsel ve davranissal yonleriyle incelenmesi gereken bir sendromdur (8).
Bagimlilik yapan maddeleri yedi baslik altinda toplayabiliriz (55). Bunlar:
1. Narkotik analjezikler: Opiyat tiirevleri (afyon, morfin, kodein, eroin vb.)

2. Stimiilanlar: Amfetamin, kokain gibi uyarict maddeler. Nikotin de stimiilan bir

ajandir.

3. Depresanlar: Benzodiazepin ve barbitiirat grubu ilaclar ve alkol gibi depresan

ajanlar santral sinir sistemini deprese ederek etki gosterirler.

4. Halliisinojenler: Bu gruptaki ilaglar alg:1 sistemlerinde degisimlere neden olurlar.

Bunlara LSD, PCP (Fensiklidin), Meskalin 6rnek verilebilir.

5. Cannabis: Bu grupta Cannabis sativa (hint keneviri) bitkisinden elde edilen ilaglar

bulunmaktadir. Marijuhana (ganja), hashas, hashas yagi, bong vb.



6. Ugucu solventler: Tiner, uhu ve ¢esitli petrol tiirevleri

7. Diger bagimlilik yapan maddeler: Cesitli kas gevseticiler, agr1 kesiciler, anti
histaminikler, antiemetikler, antidepresan ve antipsikotikler bagimlilik yapici etkiye

sahiptirler ve kotiiye kullanimlar1 olasidir.

2.2.Anksiyete

Anksiyete/kaygi bozuklugu; tim insanlarin yasadigi ve ‘“nedeni bilinmeyen
korku hali” olarak tarif edilen bir duygulanim seklidir, kisi igin tehlike i¢eren, bilinen
ya da bilinmeyen bir durum karsisinda yasanan endise, korku ve birlikte eslik eden
bedensel belirtileri ile kendini gostermektedir. DSM-V tanimina gore anksiyete
fiziksel belirtileri (6rnegin carpinti, terleme, titreme, agiz kurulugu, nefes darligi,
bogulma hissi; goglis agrisi, karin rahatsizligi, gercek disilik hissi, parestezi, vb.)
olan ani baslangigli ataklar ile kendini gostermektedir. Panik ataklar birdenbire
ortaya ¢ikabilir; ancak birgok hasta panik atak olabileceginden korktuklari

durumlardan ka¢inmaya baglar.

Anksiyete bozukluklari en yaygin goriilen psikiyatrik bozukluklardir. Bu
bozukluklarin son yillarda daha sik olup olmadigina dair yeterince kanit olmamakla

birlikte tan1 alma agisindan kadimnlarin erkeklere oranla 1,5 kat daha fazla oldugu
bilinmektedir (16).

2.2.1. Anksiyete Bozukluklar1 Tani Kriterleri

DSM-V’in yaptig1 siniflamaya gore panik bozukluk, agorafobi, yayin anksiyete
bozuklugu, sosyal anksiyete bozuklugu, 6zgiil fobi, ayrilma anksiyetesi ve segici

mutizm olmak tizere gesitli anksiyete tiirleri tanimlanmaktadir.



2.2.2. Panik Bozukluk Tiirleri

e Agorafobi, Panik atak meydana geldiginde kagmanin zor ve utang verici
olabilecegi yerlerden korkma (kalabaliklar, toplu tasima araglari, kapali
alanlar)

e Yaygin anksiyete bozuklugu, Somatik anksiyete semptomlar (titreme, ¢arpinti,
bas donmesi, bulanti, kas gerginligi vb.) ve konsantrasyon, sinirlilik, uykusuzluk ve
stirekli endise gibi semptomlar goriiliir. (Kendisi veya bir akrabasinin) kaza yapmak
veya hasta olmak.

e Sosyal anksiyete bozuklugu, ilgi odagi olunan ve elestirilebilir durumlardan
korkma- 6rnegin, topluluk 6niinde konusma, yetkili makamlari ziyaret etme, isteki
amirlerle veya kars1 cinsten kisilerle konusmalar.

o Ozgiil fobi, Genellikle hayvanlarla (kediler, &riimcekler veya bocekler) veya diger
dogal olaylarla (kan, yiikseklik, derin su) ilgili tekil, sinirli durumlar.

e Ayrilma anksiyetesi, Bireyin bagl oldugu kisilerden ayrilmaya iliskin uygunsuz ve
asir1 korku ya da kaygi.

e Secici mutizm, Birey baska durumlarda konusmasina ragmen, konusma
beklentisinin oldugu sosyal durumlarda (6rnegin okul) tutarl bir sekilde

konusamama (16).

2.2.3. Tedavisi

Tedavisinde siklikla antidepresan ilaglar (SSRI ve SSNI, kalsiyum modiilatorleri,
azapiron ve RIMA yolaklarini kullanan ilaglar), psikoterapi ve psikoterapi-ilag

kombinasyonu kullanilmaktadir (5).

Cesitli calisma sonuglart da gostermektedir ki ilag etkinligi yliksek olsa da ilag ve

psikoterapi kombinasyonu en etkili tedavi yontemidir (6).



2.3.Anksiyete Hayvan Modelleri

1900’li yillarin basindan bugiine kadar hayvanlar iizerinde yapilan caligmalarla
anksiyete davranislart incelenmistir. Bu testler yapilirken, insandaki anksiyetenin
hayvanlardakiyle ayn1 olusum mekanizmasima sahip oldugu diisiincesi temel

alinmaktadir.

Deney hayvanlarindan edinilen anksiyete bilgileri iki yolla olur. Birincisi
kosulsuz durum yani hayvana asir1 agr1 ve rahatsizlik vermeyen ve durum karsisinda
gosterdigi tepkileri degerlendiren, ikincisi ise kosullu yani hayvani strese sokan,
agrili uyarana kars1 (elektrik sokuna maruz kalma) cevabin degerlendirildigi diger

yoldur (14).

2.4.Soy Hayvanlari

Cesitli modellemeler yapilarak bir 6zelligi belirgin sekilde gézlemlenebilen
hayvan soylar1 olusturulmaktadir. Soy hayvanlarim1 olusturmak icin yapilan gesitli
caligmalar incelendiginde temellerinin ayni seye dayandigi goriiliir. Edinilmesi
istenen 6zellik/davranis icin hayvanlar o duruma maruz birakilir. Maruz birakmayla
pekistirilen durum cesitli yollarla test edilir. Nesilden nesile genetik kodla aktarilan
cesitli 0zellikleri temsil eden bu nesiller insan davraniglar1 ve gelecegi acisinda ¢ok

biiylik 6nem tagimaktadir.

Se¢ici soy iiretme/ tohumlama, ilaca bagli tercihlerin ve lokomotor tepkilerin
genetik temelini arastirmak icin bir dizi ¢alismada kullanilmistir. Alkoliin kendi
kendine oral uygulanmasina yonelik degisen tercihi gorebilmek igin segici
tohumlama yoluyla bes farkli sigan modeli gelistirilmistir. Bunlardan biri Grahame
ve arkadaglariin yapmis oldugu alkol kaynakli oral tercih, buna bagli olarak
gozlemlenen lokomotor aktivitedeki degisiklikler ve yoksunluk davraniglart igin
secim ile gelistirilen birka¢ fare soyu calismasidir (20). Alkol tercihi igin iiretilen
soylara ek olarak kokain, Smolen ve arkadaslarmin 1994°te yaptigi nikotin ve



metamfetamin (60) enjeksiyonlarindan sonra lokomotor aktivitede farklilik gosteren
sigan hatlar1 gelistirmek igin segici SOy iiretme yontemi kullanilmistir (Palmer ve
digerleri, 2005) (26).

2.4.1. Alkol Soy Hayvanlar

Yapilan g¢aligmalar alkol tercih eden fare ve siganlarda alkol kullanim bozuklugu
ve depresyon arasinda da ortak genetik yatkinlik oldugunu gostermistir. Her iki
durumun ne Ol¢iide etki ettigi tam olarak anlagilamamistir. Karmasik etkilesimler
nedeniyle genetik ve biyolojik etki faktorlerini deneysel olarak analiz etmek i¢in

hayvan modellerini kullanmak yararlidir (11).

2.4.2. Nikotin Soy Hayvanlari

Sigara kullanim1 ile stres arasindaki iliski uzun zamandir tartisma konusu
olmustur. Bilimsel sonuglar sigara bagimliligin stresi arttirdigin1 gdstermesine

ragmen, sigara i¢enler sigaranin streslerini azalttigin1 sdylemektedir.

Tiitlin {rtinlerinin kullanimimin yaygmlhiginin arkasinda yatan en 6nemli neden,
bu iriinlerin i¢inde yliksek derecede bagimlilik yapici etkileri ile bilinen nikotinin
bulunmasidir. Nikotin, dopamin adli norétransmitterin salgilanmasina neden olur.
Dopamin igiciye haz verir, konsantrasyonunu artirir, enerji diizeyini yiikseltir. Bu
norotransmiterlerin salinmas1 mutluluk hissine neden olur. Giiniimiizde sigara i¢imi
onlenebilir 6liim nedenleri arasinda birinci siradadir ve buna ragmen Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) verilerine gére diinyada her yil yaklasik 5 milyon kisi sigara-iliskili
hastaliklardan kaybedilmektedir.

Sigara dumanindaki temel bagimlilik yapici ajan nikotin beyinde psikostimiilan
etkilidir, 6diil duygusunu uyarir, stresi ve anksiyeteyi azaltir. Buna karsilik nikotin
yoksunlugu sirasinda stres yaniti tetiklenir. Uzun siire nikotin kullaniminda beyin
normal fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢in nikotine ihtiya¢ duyar ve bdylece
Kisi bu etkileri yasayabilmek i¢in daha fazla sigara tiikketmeye baglar. Anksiyete artist
ve anhedoni ile karakterize negatif afektif bir durum ortaya ¢ikar. Her iki agamanin

da nikotin bagimliliginin gelisiminde 6nemli oldugu ileri siiriillmektedir.



Sigaraya baglama, bagimli hale gelme ve sigaray1 birakabilme agisindan herediter
Ozelliklerin 6nemli oldugu pek ¢ok yayinda ileri siiriilmektedir (44). Bu galismada
kullanilan sicanlar laboratuvarlarimizda, segici tohumlama yontemi kullanarak
iiretilmistir. Istemli oral nikotin alimindaki farklara dayanarak secilen ve iiretilen bu
hayvan soyunun literatiirde baska bir 6rnegi bulunmamaktadir (44,45). Nikotin tercih
eden sican soy olusumunda 20. nesile ulasilmistir ve bu siganlar naif kontrollere gore

nikotini %80 oraninda fazla tercih etmektedirler.

Kronik nikotin maruziyeti disi ve erkek siganlarda etki ederken cesitli farkliliklar
gosterebilmektedir. Ayni1 zamanda anksiyolitik ve anksiyojenik etkileri de nikotinin
verilme sekline, dozuna ve siiresine gore degiskenlik gosterebilmektedir. Cinsiyetlere
gore bakildiginda disi sicanlar nikotinin anksiyolitik etkilerine karsi yapilan teste

gore daha hassas ya da daha az hassas olabilmektedirler (10).

Kanit ve arkadaslar1 (1999) cinsiyet ve ovarian hormonlarin spontan lokomotor
aktivite lizerindeki etkisini arastirilmislar ve disi si¢anlarin erkeklere oranla daha
yiiksek lokomotor aktivite degerleri gosterirken akut nikotinin disilerde lokomotor
aktiviteyi daha fazla baskiladigini bulmuslardir. Yaptiklar: 21 giinliik kronik nikotin
enjeksiyonu sonrasinda ise, lokomotor aktivite her iki cinsiyette de artarken, disilerde
artts daha fazla olmustur. Yapilan bu arastirma ile disi hormonlarinin
mezokortikolimbik dopamin sistemi ile etkilesime girerek lokomotor aktiviteyi

etkiledigini gostermektedir (34).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Bu tez calismasinda yapilan deneylerde Ege Universitesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde Fizyoloji Anabilim Dali tarafindan
yiriitillen “Nikotin Tercih Eden Sican Soyu” (NtE) projesine ait secici tohumlama
yontemiyle yetistirilen Sprague Dawley cinsi 48 disi ve erkek siganlar kullanilmistir.
Bu proje kapsaminda 22 nesildir Ege Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda, nikotin tercih etme miktarlarina bakilarak c¢iftlestirilmistir.
Ciftlestirmelerden elde edilen soylar, standart kosullar1 altinda (20-22C; 12-12 saat
gece-giindiiz siklusunda 1siklar 07:00°da ac¢ilir), ad-libitum/serbest beslenme
rejiminde, ayni kosullar altinda biiyiitiilmiistiir. Bu tez calismasi deney protokolleri
Ege Universitesi Kurumsal Hayvan Etik Kurulu (30.01.2019 tarihli ve 2019-001 nolu
etik onay) tarafindan onaylanmistir ve deney hayvanlarina uygulanan tiim islemler

Avrupa Birligi Konseyi Direktifleri (2010/63 / EU) ile uyumludur.

3.2.Secici Tohumlama Yontemi

Secici tohumlama yontemi, insanlar tarafindan istenen ozelliklere sahip
yeni organizmalar gelistirmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Yetistiriciler, liretmek
istedikleri fenotipik 6zelliklere sahip iki ebeveyn secer ve istenen ozelliklere sahip
yavrular elde eder. Bu ¢alismada da nikotin tercihleri ¢ift suluk (Sekil.1) (nikotine
oral yolla serbest erisimli, bir sisesi su, bir sisesi nikotinli su) yontemiyle belirlenen
siganlar arasindan nikotin tercihi en fazla olan siganlar kendi aralarinda eslestirilmis,
boylece nikotin tercih eden nesiller olusturulmustur. Normal kosullarda ¢ift suluk

yontemiyle si¢anlarin %30 u nikotinli su tiikketmeyi tercih etmektedir.
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Sekil 1. Kafesleme

3.3.Deney Deseni

Tez ¢alismasinda 22. nesile ait nikotin tercih eden 3-4 aylik (250-350 g) siganlar
kullanilmistir. Nikotin tercih eden disiler ve erkekler kendi aralarinda kafeslenirken
(Sekil 1.) kontrol grubu disiler ve erkekler kendi aralarinda kafeslenmistir. Tez
calismasinda 4 grup bulunmaktadir. NTE disi, NTE erkek, kontrol disi ve kontrol
erkektir. Her grupta 12 sican bulunmaktadir ve deneylerde toplam 48 sican

kullanilmistir.

3.4. Deney Protokolleri

3.4.1. Ele Insana Ahstirma Prosediirii (Handling)

Handling kelimesi elde tutma, ele, insana alistirma anlamina gelmektedir.
Handlingin amacit deney hayvaninin arastirmaciya aligmasi, arastirmacinin
dokunmasindan kaynaklanan stres yanitlarinin daha az tetiklenmesini saglamaktir.

Hem ortam hem de arastirmacidan kaynaklanan yeniligin verdigi anksiyeteyi
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minimuma indirmek, stres faktoriinii olabildigince elimine etmek yani handling bu
acidan ¢ok dnemli bir prosediirdiir.

Deneylere baglanmadan 6nce stres faktoriinii minimuma indirmek i¢in 6nce bir
hafta ortama alismalar1 i¢in beklenmis ve daha sonra da deney ve kontrol

gruplarindaki tiim siganlara bir hafta boyunca handling yapilmistir.

Haftalara Gore Yapilan Galisma Plani

Ortama
Alisma
123456789 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
L 4 A 4 k 4
A Iile Anksiyete Dinlenme Zc_)rlu_OraI Anksiyete Testleri
Istirma Tostleri | Nikotin
Sekil 2. Calisma Plani

3.4.2. Handlingin uygulamasi

Handling uygulamasinda disi ve erkek siganlar ayri ayri ve iigerli kafeslendi.
Tiim deney gruplarindan 3 deney hayvani alinarak toplamda 12 hayvana uygulama
yapil yapilarak baslandi. Her giin her gruptan 3 hayvan eklendi. Handlingin ilk giinti
hayvanlarin stresini azaltmak i¢in ele alistirma siireleri uzun (4-5 dakika) tutuldu.
Zamanla ele alistirma siiresi kisaltildi (15-20 saniye). Bu uygulamaya bir hafta
boyunca devam edildi. Bu siire igerisinde handlingin yeterli olup olmadigini1 gosteren
isaretler (idrar yapma sikligi, gaita sikligi, saklanma c¢abasi, kagma ¢abasi, kalp
ritminde) gézlemlenerek uygulama yapildi. Bu tepkilerde istenilen diizeye gelmeyen

sicanlara ek uygulamalar yapildi.

3.4.3. Davrams Testleri
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Tiim deneyler iki asamali olarak planlanmistir. Kontrol disi, kontrol erkek, NtE
disi ve NtE erkek gruplari olusturulup Once bazal sartlardaki anksiyete diizeyleri
arastirilmistir. Ayn1 deney hayvanlarina kronik oral yolla zorunlu nikotin verilmis ve
1 aylik nikotin uygulamasindan sonra nikotin etkisinde anksiyete seviyelerindeki
degisim incelenmistir. Oral nikotin alimi devam ederken ayni deney hayvanlarina
nikotin etkisinde anksiyete testleri uygulanmis ve iki asamadaki edinilen verilerin
karsilastirilmas1 yapilmistir. Boylece deney hayvanlarinin kendilerinin kontrolii
olmas1 saglanmastir.

Davranig deneylerinin baslangic ve bitis saatlerinin standart olmasina dikkat
edilmistir (sabah 09:00- 16:00). Tiim deneylerden 6nce 1 saat boyunca deney odasina
aligsmalar1 saglanmistir. Handling haftasindan sonra Ac¢ik Alan, Porsolt Zorlu Yiizme,
Yiikseltilmis Art1 Labirent ve Bilye Gomme testleri uygulanmistir. Testler dncelik
sonralik etkisini ortadan kaldiracak sekilde esitlenerek gergeklestirilmis ve
skorlanmistir. Tiim deney skorlamalar1 deneylere ve hayvanlara kor olan gozlemciler

tarafindan yapilmistir.

eZorlu oral nikotin

eQOrtama
1. Asama adaptasyon 2. Asama uygulamasi (8
e o hafta)
Nikotin naif ¢Ele alistirma Nikotin alan
sicanlarda eAnksiyete sicanlarda *Uygulama devam
davranis : davranis ederken
: testleri . .
deneyleri deneyleri anksiyete

eDinlenme testlerinin tekrari

Sekil 3. Deney Prosediirii
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3.5. Davramis Testi Protokolleri

3.5.1 Kronik oral nikotin uygulamasi

Kronik oral nikotin uygulamasina bazal anksiyete testlerinin bitiminden 1 ay
sonra baslanmistir. Uygulamada maruz birakilan nikotin miktar1 kademeli sekilde
arttirlmustir. {1k hafta 25 mikrogram/ml nikotin (serbest baz) ve %0,2 sakkarin deney
hayvanlarinin igme sularina eklenmistir. Nikotinin ac1 tadimi maskelemek igin
kullanilan sakkarin ikinci hafta ayni kalmis, nikotin dozu 50 mikrogram/ml’ye
cikartilmustir. Ugiincii hafta 6diil yapici etkileri nedeniyle sakkarin %0,1’e diisiiriiliip
dordiincii hafta igme suyuna sadece 50 mikrogram nikotin eklenmistir. Toplamda 9
hafta siiren uygulama esnasinda nikotin alan hayvanlarin kafeslerinde nikotinsiz su

secenegi konulmamustir.

3.5.2. Acik Alan Testi

Deney hayvanlarinda siklikla kullanilan ve uygulanacak protokollerden once
veya sonraki duygu durumunu saptayabilmek ic¢in tercih edilen testlerden biridir.
Agcik alan testinde anksiyeteye sebep olan faktorlerin basinda ortamin yeni olmasi ve
acik alanda giivende hissedememeleri gelir, ¢iinkii acik ve genis ortam kemirgenlerde
sikint1 yaratan bir durumdur.

Boyutlar1 60x60x40 cm ebatlarinda olan deney diizenegi 16 es kareye
boliinmiistiir. 5 dakikalik prosediirde merkezdeki 4 kareye birakilan deney
hayvaninin bu siire i¢inde orta alanda gecirdigi zaman, ¢evre alan gecirdigi zaman,
orta alandaki gecis sayisi, ¢evre alandaki gecis sayisi, total aldig1 yol parametreleri
HVS tracking sistem ile analiz edilmistir. Her deney hayvanina 5 dakika siireyle
deney aparatim1 kesfetmeleri ve ortama aligmalar1 i¢in zaman taninmistir. Burada
anksiyete belirtisi olarak orta alana giris sayisi ve orta alanda gecirdigi siire
kullanilirken, agik alanda alinan total yol verisi lokomotor aktivite gostergesi

kullanilmastir.
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3.5.3. Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi (Elevated Plus Maze Test)

Yiikseltilmis Art1 Labirent Testi siklikla anksiyete davranigini belirlemek igin
kullanilan bir testtir. Kemirgenlerde dogal anksiyete olusturmak igin en ¢ok
kullanilan anksiyete testidir. iki kolu acik iki kolu kapali olan diizenek yerden 50 —
70 cm yiikseklikte kullanilmaktadir. Calismada kullanilan boyutlart 50x50x40x10
olan aparatin merkezi 10x10 cm kare ile birlesmektedir. Deneyde 1siklandirmanin 90
lux olmasina dikkat edilmistir. Uygulama siiresi 5 dakikadir. Deney esnasinda
merkeze birakilan deney hayvaninin acik kola girme zamani, giris sayisi, acik kolda
gecirdigi siire, kapali kola giris sayist ve kapali kolda gegirilen siire verileri
kaydedilmistir. Bir koldan digerine girdigini skorlamak i¢in 4 pencenin de kollara
girmesi gerekmektedir. EPM deneyinde kapali kola ilk girig siiresi latans verisi
olarak degerlendirilmistir ve anksiyete seviyesi hakkinda bilgi verdigi

distiniilmektedir.

Sekil 4: EPM Testi

3.5.4. Bilye Gomme Testi

Obje gobmme testi, obsesif kompulsif benzeri (OKB) davranig, kaygi benzeri
davranis ve yenilik fobisi(neo-phobia) i¢in kullanighh bir modeldir. Obje gomme,

literatiirde otizm, motivasyon veya genel anksiyete bozuklugu i¢in de bir 6lgiit olarak
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goriilmektedir.  Sicanlar kafeslerinde bu tip nesneleri iggilidiisel olarak saklama
davranisi sergilerler, ¢ok sayida bu tip nesne olmasi onlarda anksiyete yaratir ve
sliratle gomme davranis1 gostermeye ¢alisirlar (24).

Calismamizda uygulanan test protokoliinde 40x40x40 Oolgiilerinde polietilen
kafesin taban1 5 cm yiiksekliginde misir kogani kaplanmistir. Misir kogani ile
kaplanmis taban lizerine diizenli sira ve esit araliklarla 16 adet (4x4) renkli cam bilye
(15 mm c¢apinda) yerlestirilmistir. Sican bilyelerin ve talag yataginin diizenini
bozmayacak sekilde kafesin bir kdsesinden deney diizeneginin i¢ine birakilmis ve
kafesin kapagi kapatilmigtir. Deney siiresi boyunca deney kafesi icerisinde olan
hayvanlara yem ve su verilmemistir. Deney siiresi bitikten sonra sigan talas ve
bilyelerin goriiniimiinii bozmadan kafesten ¢ikarilmistir. 30 dakika i¢inde bilyelerin
2/3 ‘i gomiildilyse gomiilmiis sayilmistir. Bilyelerin degerlendirilmesini ¢alismaya
kor bir arastirmaci yapmustir. Her hayvan i¢in yeni musir koganlart kullanilirken
deney bitiminden sonra bosaltilan kafes ve kullanilan 16 adet bilye %70 etanol ile

temizlenmis kurulanmis ve biitiin prosediir bastan uygulanmaigstir.

Sekil 5: Bilye Gomme Testi
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3.6. Hayvanlar ve Kafesleme

Bu calismada erkek ve disi olarak kontrol (naif) ve Nt Sprague Dawley cinsi
siganlar kullanilmistir. 3 -4 aylhik siganlar (yaklasik 250-350 g) Ege Universitesi
Hayvan Uretim Laboratuvarindan alimstir. Yiiksek nikotin tercihli Nt soylar1, 2006
senesinden beri Ege Universitesinde yetistirilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan Nt
siganlar 22’nci nesil siganlardir. Tiim siganlar her grupta 12 sigan olacak sekilde 4
gruba ayrilmistir: Kontrol Erkek (KE), Kontrol Disi (KD), Nikotin Tercih Eden
Erkek (NtE), Nikotin Tercih Eden Disi (NtE). Siganlar cinsiyetlerine gore 2’serli
kafeslendiler (ayn1 olacak sekilde). 12 saat aydinlik 12 saat karanlik (gece/glindiiz,
1siklar 07.00da agildi) siklusunda ve 20-22 C de bakimlar1 saglandi. Tiim si¢anlar
yem ve sulara serbest erisimli olarak kafeslendi. Tiim deneysel prosediirler icin Ege
Universitesi Hayvan Etik Kurulu’ndan onay alindi (2019-001). Hayvanlar ilgili AB
yonetmeligindeki (2010/63/EU) hayvan bakim ve deney kosullarina uygun sekilde
kullanildi.

Tiim hayvanlar davranis testleri uygulanmadan iki hafta 6nce yerlerine tasindi
ve arastirmacilara aligmalart icin handling uygulamas: yapildi. Davranis testlerinin
her biri iki kere uyguland:. Ik asamada kronik nikotin maruziyeti baglamadan once
tiim gruplara davranis testleri uygulanarak bazal sartlardaki veriler elde edildi. Ikinci
asamada ise tiim siganlara sadece nikotinli su bulunan siselerle 8 haftalik nikotin
maruziyeti uygulandi. Davranis testleri kronik nikotin uygulamasit devam ederken
yedi ve sekizinci haftalarda tekrar uygulandi. Davranis deneyleri devam ederken
nikotin uygulamasina da devam edildi. Uygulanan davranis testleri ise Acik alan,
Yiikseltilmis art1 labirent, Bilye gomme gibi anksiyete benzeri davranislart 6lgen
testlerdir. Her sican icin ilk giin OF, ikinci giin MB, sekizinci giin EPM ve
dokuzuncu giin ZYT uygulandi. OF ve EPM sabah saat 09.00 ve 12.00 saatleri
arasinda uygulanirken, MB ve 6gleden sonra saat 13.00 ve 15.00 saatleri arasinda
uygulandi. NtE siganlarin lokomotor aktiviteleriyle ilgili soru isaretlerini gidermek
adina ayr bir grup NtE ve kontrol siganlarla fotosel aktivite kafeslerinde lokomotor
aktivite Ol¢limleri yapildi. (n=8/9) Lokomotor aktivite sabah saat 09.00 ve 12.00

saatleri arasinda test edildi.
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3.7. Prosediir

3.7.1. Nikotin Uygulamasi

Davranis testlerini takiben tiim ¢alisma gruplarina 8 hafta siireyle oral yollu
zorlu nikotin uygulamasi yapildi. Tiim sicanlar giinliik 24 saat boyunca i¢gme sularia
nikotine (nikotin ditartarat dihidrat, Acros Organics, USA) maruz birakildi. Nikotinli
su tiim gruplar igin erisilebilir tek s1v1 kaynagi oldu (zorlu oral nikotin). Ilk hafta i¢in
baslangi¢ dozu 25 pg/ml (serbest baz) olarak uygulandi. Ikinci hafta tiim gruplar igin
50 pg/ml doza ¢ikarildi ve 7 hafta boyunca bu doz uygulandi. Nikotinli soliisyona,
nikotinin aci tadin1 baskilamak igin ilk 2 hafta boyunca sakkarin (Sigma-Aldrich,
USA) eklendi. ik 10 giin %0.2, sonraki 4 giin %0.1 oraninda sakkarin eklenerek 2
hafta tamamlandi. 2 haftanin sonunda sakkarinin ddiillendirici etkisini elimine etmek
icin nikotinli soliisyona sakkarin ilave etme uygulamasina son verildi (36). Nikotin
ve sakkarin iceren soliisyonun pH degeri 7.4 olarak 6lciildii. Icilen soliisyonlar
haftada 2 kere dlgiilerek yenilendi. Bireysel kafeslemenin/ izolasyonun kaygi benzeri
davraniglart arttirdigini gosteren calismalar vardir 17. Bu yilizden nikotin uygulamasi
boyunca her kafese 2 sican konulmustur. NtE grupta kronik nikotin uygulamasi

sirasinda bir hayvan 6lmiistiir.

Igme suyu yoluyla nikotin verilmesi, ilag iletimi acisindan daha uzun bir
salinima yol agmaktadir. Ayrica bu durum kemirgenlerin aktif zamanlarinda (gece)
daha fazla nikotin tiiketmelerine izin vermektedir (49). Bu nedenle sigara igmekle
benzemektedir. Nikotin dozajlama yapilan bir ¢alismada Huang ve ark (29) 50 pg/ml
dozuyla verilen zorlu oral nikotinin, kan kotinin diizeyini ¢ok yiiksek miktarda sigara
tilkketen bireylerdeki kadar arttirdigini bulmustur. Biitiin bunlara ek olarak son
zamanlarda Wistar cinsi siganlarla yaptigimiz baska bir ¢caligmada (yaymlanmamis
verilerdir) ayni dozda kullandigimiz nikotin miktarinin, yiiksek miktarda sigara
tilkketen bireylerin kan kotinin seviyesinin iist aralifi olan 1009.932 + 66.5 ng/ml

diizeyine getirdigi goriildii.

3.8. Anksiyete Testleri
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3.8.1. Yiikseltilmis Arti1 Labirent Testi

Yiikseltilmis art1 labirent testi anksiyete ve yenilik arama davranisini dlgen bir
testtir (69,70). Bu test kemirgenlerin yiiksek ve acgik alanlardan dogal olarak
kaginmalar1 ve yeni mekanlar1 kesfetme diirtiileri arasindaki catismaya dayanur.
Yiikseltilmis art1 labirent testi daha 6nceden bahsedildigi gibi uygulanmstir (31).
Deney aparati ahsaptan yapilmistir ve iki agik iki kapali kolu mevcuttur. Her iki kolu
50 x 100 cm uzunlugunda ve kapali olan kollarinin duvar yiiksekligi 40 cm’dir.
Kollar1 merkezinde 10 x 10 cm olacak sekilde birlestirilmistir. Labirent yerden 70 cm
yiiksektedir. Her bir sigan i¢in deney, yiizleri agik kola bakacak sekilde ve
merkezdeki 10 x 10 cm olan kareden baslamigtir. Tiim si¢anlar i¢in her bir deney
video kaydina alinmis ve cinsiyet ve gruplara kor bir ¢alismaci tarafindan 5 dakikalik
skorlama tablosuna islenmistir. Skorlama yapilirken sicanlarin agik ya da kapali kol
fark etmeksizin 4 ayagiyla birlikte girmesine dikkat edilmistir. Her hayvandan sonra

deney diizenegi %70 alkolle temizlenmis ve kurumasi i¢in beklenmistir.

Kapal1 kola giris sayis1 ve toplam kollara giris sayilar1 lokomotor aktivite endeksi
olarak kullanilmistir. Kapali kola ilk girilen zaman, acgik kol tercihi (agik kola giris
sayist/ toplam kollara giris sayist x 100), acik kolda geg¢irilen siire ve agik koldan
kagcinma indeksi [100-(% agik kol siiresi + % acik kola giris sayis1) / 2] verileri
anksiyete benzeri davranmislarin Olglimiinde kullanilmistir (41). Bazal ve nikotin
uygulamasinin yapildig1 kosullarda toplamda 3 sican labirentten diigmiis ve 7 sigan
ise acik ya da kapali herhangi bir kola giris yapmamistir. EPM analizinde bu veriler

uc deger sayildigi i¢in istatistikten hari¢ tutulmustur.

3.8.2. Acik Alan Testi

Acik alan deneyi kemirgenlerin acik ve parlak sekilde aydinlatilmis
alanlardan hoslanmayip kaginmalarina karsilik kesfetme diirtiileri arasindaki
catigmaya dayanmaktadir. OF deney diizenegi 80 x 80 x 40 cm boyutlarinda kare
seklinde bir alandir. Taban1 16 adet kii¢iik es karelerden olusmaktadir (59). Merkez
bolge/ acik alan olarak ifade edilen en ortada 4 kiigiik kare (40 x 40) bulunmaktadir.
Cevresindeki kareler 1ise kapali alan olarak degerlendirilmektedir. Odanin

aydinlatilmasinin 100 lux olmasina dikkat edilmistir. Her bir sigan i¢in deney
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baslangict merkez bolgeden baglatilmistir. Sicanlarin deney diizenegini kesfetmeleri
icin 5 dakika taninmistir. Her sigandan sonra deney diizenegi %70 alkolle
temizlenmis ve kurumasi i¢in beklenmistir. Sicanlarin hareketleri diizenegin
yukarisina yerlestirilen VCR kamera ile kaydedilmistir. Kamera kayitlart HVS (HVS
Goriintiileme, EN) sistemiyle ayrintili incelenmistir. Katedilen toplam mesafe HVS
ile degerlendirilmistir. Toplam ¢izgi gecisleri, acik alanda gecirilen siire, toplam
diskilama sayis1 gibi veriler ¢alismaya kor bir gbzlemci tarafindan skorlanmustir.
Acik Alan Testinde genel lokomotor aktivite toplam alinan yol ve toplam ¢izgi gecis
sayist verilerinin kullanilmasiyla degerlendirildi. Agik alanda gecirilen zaman ve

digkilama sayis1 anksiyete belirtisi olarak degerlendirilmistir (53).

3.8.3. Bilye Gomme Testi

Bilye gomme kemirgenlerde neofobik (yenilik kaygisi) davranigi simgeler.
Bu test yenilik anksiyetesine dayandirilarak kullanilmaktadir. Test uygulamasi daha
once tarif edilmistir (55). Kisaca polietilen kafeslerin (40 x 40x 40 cm) tabanlar1 5
cm’ lik misir koganlart ile doldurulmustur. 15 mm ¢apindaki 16 adet cam bilye esit
araliklarla (4 x 4) misir koganlarinin iistiine dizilmistir. Tlim sicanlar diizenege ayni
yerden konulmug ve davraniglar1 30 dakika borunca kamera kaydina alinmistir.
Gomiilen bilye sayisi, bilyenin 2/3’i misir koganinin i¢inde ise gomiildii sayilarak
cinsiyet ve gruplara kor bir gézlemci tarafindan belirlenmistir. Her sigandan sonra
misir  kocanlar1 dokiilmiis, kafesler ve bilyeler %70 etanolle silinmis ve

kullanilmamis yeni misir koganlari ile ayn1 sekilde doldurulmustur.

3.8.4. Fotosel Aktivite Kabinleri ile Lokomotor Aktivite Testi

Lokomotor aktivite fotoselli aktivite kabinleri (40 x 40 x 30 cm) ile
degerlendirilmistir. Kabinlerin duvarlar1 seffaf pleksiglastan yapilmistir ve taban tel
orgliyle kaplanmistir. Kizilotesi 1siklar koselerden 5 cm uzakta ve zeminden 3 cm
yukaridadir. Isik kesintileri Commat/ Biopac yazilimi ile kaydedilmistir. Yazilim 60
dakikalik kayitlar1 5 dakikalik araliklarla kaydetmistir. Kafes gegisleri (bir 1sikta
diger 1518a gecis sayist), tekrarli hareketler (ayn1 15181n tekrarl kesintileri) kayit altina
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alimmistir. Ayrica siganlarin hareketleri, kafeslerin iistiinde bulunan kamera ile

kaydedilmis ve 60 dakikalik toplam alinan yol tracking cihaziyla takip edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel hesaplamalar SPSS v20 yazilim paketi kullanilarak
yapilmistir. EPM, OF ve MB testlerinden elde edilen davranis parametreleri
(diskilama sayilar1 harig) three-way ANOVA ile, uygulamalar (bazal kosul ve nikotin
uygulamasi) denek i¢i desen-within subject- ile, soylar (kontrol ve Nt soylari),
cinsiyet (disi, erkek) ise denekler arasi (2 x 2 x 2 faktoriyel desen)- between subject-
ile analiz edilmistir. Tiim bunlara ek olarak bazal ve nikotin uygulamasi kosullarinda
kayit altina alinan veriler, soy (kontrol ve NtE), cinsiyet (disi, erkek) tek yonli
ANOVA kullanilarak ayr1 ayr1 analiz edildi. Nikotinin diizenleyici etkilerinden en iyi
bilineni olan gastrointestinal hareketlilige dayanarak (3), yalnizca bazal durumda
edinilen digkilama verileri tek degiskenli ANOVA (soy ve cinsiyet denekler arasi, 2
x 2 faktoriyel desen) kullanilarak analiz edildi. Ayrica lokomotor aktivite testiyle
alinan davranigsal veriler tek degiskenli ANOVA (soy ve cinsiyet denekler arasi, 2 x
2 faktoriyel desen) kullanilarak analiz edildi. Her bir bagimsiz degisken igin basit
temel etki (SME) belirlenerek, aralarinda istatistiksel anlamlilik bulunan bagimsiz
degiskenler tizerinde galisildi. Etkilesim olmadan anlamli bir ana etki bulundugunda,
grup farkliliklarimi géstermek igin tek yonlii ANOVA'lar ve ardindan post-hoc
Duncan testleri yapildi. P degerleri 0.05’ten kiigiikse istatistiksel olarak anlamli
olduguna karar verildi. OF testi igin agik alanda gegirilen siire verisinde Grubbs testi

(p < 0.05) kullanilarak bir u¢ deger bulundu ve veri setinden ¢ikarildi (48).
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4.1.1. Yiikseltilmis Arti1 Labirent Testinde Anksiyete Benzeri Davranislar ve

Lokomotor Aktivite
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Sekil 6. A¢ik Kola ilk Giris Siiresi (Latans)

3 Kontrol
Nt

C, Kontrol disilerle karsilastirildiginda, NtE disiler daha yiiksek latansa sahiptir,

kapali kola daha gec girmistir bazal sartlarda ve nikotin uygulamasi sirasinda.

Tim EPM verileri three-way ANOVA ile analiz edildi. Analiz edilirken

uygulama (bazal ve nikotin uygulamasi) denek i¢i, soy ve cinsiyet denekler arasi

faktor olarak kullanildi. Tablo 1’ de belirtildigi gibi bu test kapali kola giris latansi,

acik kol tercihi, A¢ik kol Endeksi ve agik kolda gegirilen zaman agisindan soylar

arasindaki ana etkiyi/ farklilasmay1 géstermektedir.
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Acik Kolda Gegirilen Sire
(saniye)

Sekil 7. Bazal Kosullarda ve Nikotin ile Uyarilmis A¢ik Kolda Gegirilen Siire (Sn)
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D, Nikotin uygulamasi sirasinda kontrol disilere oranla NtE disiler agik kollarda daha

uzun zaman gegirmistir.

Kontrol ve NtE gruplar karsilastirildiginda, NtE grubu kontrol grubuna gore

acik kolu daha cok tercih etmis ve agik kolda daha ¢ok zaman gegirmistir. Ayrica

NtE grubunun kontrol grubuna gore A¢ik Koldan Sakimma Indeksi daha diisiik ve

kapali kola girme latanslar1 daha uzundur, kapal1 kola daha ge¢ girmistir.

Acik Kol Tercihi
(Acik Kola Girisin Yiizdesi)
B
o

®
T

=)
<

N
<

(=]

]*

A L

W
QO

MMM

1 Kontrol
— —~ Nt

I

N
N

MMM

/

Disi Erkek

BAZAL

Disi Erkek

NiKOTIN

Sekil 8. Bazal ve Nikotin ile Uyarilmis A¢ik Kol Tercihi
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Acik kol tercihi hem bazal kosullarda hem de nikotin uygulamasinda disi NtE
siganlarda kontrol disilere gore daha yiiksektir. NtE erkek siganlarin ise sadece

nikotin uygulamasi sirasinda kontrollerine kiyasla agik kol tercihi daha yiiksek

bulunmustur.
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Sekil 9. Bazal Sartlarda ve Nikotin ile Uyarilmig Kapali Kola Giris Sayis1

Bazal kosullarda NtE disiler kontrol disilere gore kapali kola daha az siklikta
girmislerdir. Nikotin uygulamasi yapildiginda ise erkek ve disi NtE si¢anlar kontrol
sicanlara gore kapali kola daha az giris yapmustir. Nikotin uygulamasi sadece erkek

kontrol siganlarinda kapali kol girislerini artirmigtir.

ANOVA sonuglarma gore nikotin uygulamasimin agik kol tercihi, acik kolda
gecirilen siire ve A¢ik Kol Endeksi iizerindeki ana etkisi goriilmiistiir. Kronik nikotin
maruziyeti agik kol tercihinde ve acik kolda gecirilen zamanda azalmaya neden

olmustur.

Tiim ¢ubuklar, grup basma ortalama + SEM, n = 11-12 hayvam temsil eder, agik
renk ¢ubuklar kontrolleri temsil eder ve gri ¢ubuklar NtE siganlar1 temsil eder.
Sirayla kontrolden veya bazal durum farklar1 *p<0.05,3, #p<0.01, &p<0.001
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Sekil 10. A¢ik Kol Sakima indeksi

Hem bazal sartlarda hem nikotin uygulamasinda NtE disi siganlarin
kontrollerine oranla Agik koldan kacinma endeksi daha disiiktiir. NtE erkek
sicanlarin kontrol sicanlara gbére Acik koldan kacinma endeksi sadece nikotin
uygulamasi sirasinda daha diistiktiir. Nikotin uygulamasi Agik koldan kacinma

endeksini sadece disi siganlarda arttirmistir.

Buna karsilik Acgik Kol Sakinma Indeksinde her iki grupta da bir artis s6z
konusudur. Cinsiyet agisindan bakildiginda ise faktorler aras1 herhangi bir anlamlilik
saptanmamustir. Tek degiskenli ANOVA analizine gore soylarin EPM verilerinde
latans [F (1,40) =5.490 p=0.024; F (1,37) =9,413 p=0.004], a¢ik kol tercihi [F (1,40)
=8.900 p=0.005; F (1,37) =24.017 p<0.001] ve A¢ik Kol Endeksi [F (1,40) =7,088
p=0.011; F (1,37) =15,013 p<0.001] tiizerindeki ana etkisi goriilmektedir. Tek
degiskenli ANOVA analizine gore bazal sartlardaki soy etkisi anlamli degilken buna
karsilik nikotin uygulamasiyla soy etkisinde anlamlilik mevcuttur [F (1,37) =9.345

p=0.004]. Bazal kosullarda cinsiyetler aras1 farklilasma sadece ag¢ik kol tercihinde
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goriilmektedir [F (1,40) =4.608 p=0.038]. Bazal sartlarda Ag¢ik Kol tercihi disi
siganlarda erkek siganlara oranla daha fazladir. Bu sonuca paralel olarak Mixed
ANOVA’da analiz edilen parametrelerin higbirinde cinsiyet ve soy arasinda bir
etkilesim yoktur. Tek Yonliit ANOVA analizine gore agik kol tercihi [F (7,77) =
6.019 p<0.001], latans [F (7,77) = 3.037 p=0.007], OAIl (AKE) [F(7,77)= 4.986
p<0.001] ve agik kolda gegirilen zaman [F (7,77) =3.128 p=0.006] verileri gruplar
arasinda anlamli farklilasma oldugunu gostermektedir. Post-hoc ve Duncan

testlerinin sonugclari ilgili grafiklerin altinda verilmistir.

Ug yonlii ANOVA analizine gore kapali kola giris sayis1 ve toplam kol gecis
sayist benzer sonuclari vermektedir (Tablo 1). Ancak sadece kapali kol girisi
analizleri bildirilmektedir. Kapali kola giris lizerinde soy etkisinin oldugu yapilan
analizlerle goriilmektedir (Tablo 1) ve bu etki cinsiyetten bagimsizdir. Buna ek
olarak uygulama ile soy arasinda [F (1,37) = 5.13 p=0.028] ve uygulama, soy ve
cinsiyet [F (1,37) = 4.820 p=0.034] arasinda kapal1 kola giris agisindan anlamli bir
etkilesim vardir. Takip eden testlere gore kapali kola giris sayisi iizerinde soylarin;
erkek siganlar igin [F (1,37) = 23.01 p<0.001] nikotin uygulamasinda, disi siganlar
icinse hem bazal [F (1,37) = 8.337 p=0.006] hem de nikotin uygulamasi esnasinda [F
(1,37) = 11.641 p=0.002] anlamli bir etkisi oldugu bulunmustur. Bazal kosullar
esnasinda NtE Disi siganlar KD si¢anlara gore daha az kapali kola giris yapmustir
(Sekil 9). Nikotin uygulandiginda ise her iki NtE disi ve erkek gruplar K disi ve
erkek gruba gore kapali kola daha az giris yapmustir (Sekil 9 ). Tiim bunlara ek
olarak kronik nikotin uygulamasinda sadece KE sicanlarin [F (1,37) = 5.991
p=0.019] kapal1 kola girisleri agisindan anlamlilik bulunmustur, diger biitiin gruplar
icin boyle bir anlamlilik s6z konusu degildir. Yani kronik nikotin maruziyeti sadece

KE siganlarinin kapali kola giris sayilarinda bir azalmaya neden olmustur.
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Parametreler

Soyun Ana Etkisi

Uygulamanin Ana Etkisi

Latans

F (1,37) =15.810 p<0.001

F (1,37) =1.823 p=0.185

Agcik kol tercihi

F (1,37) =20.616 p<0.001

F (1,37) =6.222 p=0.017

Acik kol kaginma endeksi

F (1,37)=14.437 p=0.001

F (1,37) =14.937 p<0.001

Agik kolda gegirilen zaman

F (1,37) =7.318 p=0.01

F (1,37) =15.983 p<0.001

Toplam kollara giris sayisi

F (1,37) =20.344 p<0.001

F (1,37) =0.969 p= 0.331

Kapal1 kollara giris sayis1

F (1,37) =25.407 p<0.001

F (1,37) =0.553 p=0.462

Tablo 1. EPM Istatistiksel Analizi

Tablo 1: EPM testi istatistiksel analizleri. Uygulama, soy ve cinsiyetin ana

etkisi tic yonli ANOVA ile degerlendirilmistir. Uygulama (bazal ve nikotin) denek

ici, Soy (Kontrol ve NtE) ve Cinsiyet (erkek, disi) ise denekler arasi faktdrde yer

almistir (2 x 2 x 2 faktdriyel desen). Istatistiksel olarak anlamli etkiye sahip sonuglar

bold fontla yazilmigtir. EPM testi i¢in yapilan analizler sonucunda cinsiyetin

herhangi bir parametre lizerinde anlamli bir etkisine rastlanmamustir.

4.1.2. Acik Alan Testinde Anksiyete Benzeri Davranis ve Lokomotor Aktivite
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Sekil 11. Bazal Sartlarda ve Nikotinle Uyarilmis Orta Alan Siireleri

Bazal ve nikotin uygulamasi sirasinda erkek NtE sicanlar kontrol erkek

sicanlara oranla merkez bolgede daha fazla zaman gegirmistir.

Merkez (agik/orta) alanda gegirilen siire verisi ii¢ yonlii karma ANOVA
kullanilarak analiz edilmistir (denek i¢i faktor: Uygulama, denekler arasi faktorler:
Soy ve Cinsiyet). Tablo 2’de soy etkisi verilmistir. Kontrol ve NtE gruplar

karsilagtirildiginda; NtE siganlar orta alanda daha fazla zaman gegirmislerdir.

Cinsiyet ya da uygulama agisindan anlamli bir etki goriilmemis ve faktorler
arasi etkilesim saptanmamistir. Tek degiskenli ANOVA analizi soylarin agik alanda
gecirilen zamana etkisini hem bazal kosullarda [(F (1,43) =10.320 p=0.002)] hem de
nikotin uygulamasi esnasinda [F (1,43) =6.255 p=0.016] ayrica gostermistir.

Cinsiyetin herhangi bir etkisi saptanmamustir. Ancak soy ve cinsiyetin bazal
kosullarda [F (1,43) =5.348 p=0.01] anlamli bir etkilesimi oldugu gosterilmistir.
Acik alanda gecirilen siire Tek yonlii (oneway) ANOVA kullanilarak analiz
edildiginde gruplar arasinda anlamli bir farklilagma oldugu ortaya ¢ikmustir [F (7,86)
= 2.665 p=0.015]. Post-hoc ve Duncan test sonuglar1 Sekil 11 ‘de agiklanmustir.

29



Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki digkilama adedi ile anksiyete diizeyi
arasinda pozitif korelasyon vardir (46). Bazal kosullarda edinilen verilerin tek
degiskenli ANOVA (gruplar arasi1 faktor: soy ve cinsiyet) analizi soyun ana etkisini
gostermektedir (Tablo 2). Cinsiyetin herhangi bir etkisi saptanmamis ve soy ve
cinsiyet arasinda herhangi bir etkilesim bulunmamstir. Tek yonlii(oneway) ANOVA
[F (3,44) = 4.687, p=0.006] sonras1 yapilan Post-hoc ve Duncan testleri sonucunda
NtE disi ve NtE erkek sicanlar kontrollere oranla daha az diskilamislardir.
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Sekil 12. Bazal ve Nikotinle Uyarilmis Total Yol

Disi ve erkek NtE sicanlar bazal kosullarda ve nikotin uygulamasi sirasinda
kontrol sicanlarina gére daha az mesafe katetmistir. Kronik nikotin uygulamasi her

iki kontrol ve NtE grubunda toplam alinan yolu azaltmstir.
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Sekil 13. Bazal Sartlarda ve Nikotinle Uyarilmis Cizgi Gegis Sayisi

D, Disi ve erkek NtE sicanlar1 kontrol sicanlarina gére her iki bazal ve nikotin

uygulamasi durumlarinda daha az ¢izgi gecis sayisina sahiptir.

Acik alan testide alinan toplam yol ve toplam ¢izgi ge¢is sayist li¢ yonli
karma ANOVA ile analiz edildiginde soy ve nikotin uygulamasinin anlamli bir etkisi
oldugu goriilmiistiir (Tablo 2). Cinsiyetin anlamli bir etkisi ya da herhangi bir
faktorle etkilesimi saptanmamistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, NtE
sicanlar daha az mesafe katetmis ve NtE siganlarda daha az ¢izgi gegis sayisi
gbzlenmistir. Ayrica kronik nikotin uygulamasi tim gruplarda toplam mesafe ve
topla ¢izgi gecis sayilarinda azalmaya neden olmustur. Alinan toplam yol [F (7,87) =
25.050 p<0.001] ve toplam ¢izgi gegis sayisi [F (7,87) = 18.096 p<0.001] igin
yapilan Tek yonli (oneway) ANOVA gruplar arasi anlaml farklilasma oldugunu

gostermektedir. Post-hoc ve Duncan test sonuglari Sekil 12 ‘de agiklanmustir.

Kronik nikotin uygulamasi sadece kontrol disi grubunda toplam c¢izgi gecisi

sayisii azaltmistir. Tiim ¢ubuklar, grup basina ortalama + SEM, n = 11-12 hayvani
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temsil eder, agik ¢ubuklar kontrolleri temsil eder ve gri ¢ubuklar NtE siganlarini

temsil eder. Sirasiyla kontrol veya bazal durum farklari: * p <0.05.

Parametreler

Soyun Ana Etkisi

Uygulamanin Ana Etkisi

Merkez alanda gegirilen zaman

F (1,42) = 11,740 p=0.001

F (1,42) = 2.372 p=0.131

Diskilama sayist

F (1,44) = 12.897 p=0.001

Alinan toplam yol

F (1,43) = 112.041 p<0.001

F (1,43) = 46.762 p<0.001

Toplam ¢izgi gecis sayisi

F (1,43) = 90.074 p<0.001

F (1,43) = 13.086 p=0.001

Tablo 2. Acik Alan Testi Istatistiksel Analizi

Tablo 2: Agik Alan Testi istatistiksel analizi. Soy, Cinsiyet ve Uygulamanin merkez

alanda gegirilen zaman, diskilama sayisi, toplam yol ve toplam c¢izgi gecis sayist

lizerindeki ana etkisi Ug yonlii karma ANOVA ile degerlendirilmistir. Uygulama

(bazal, nikotin) denek i¢i faktor, soy (kontrol, NtE) ve cinsiyet (erkek, disi) ise

denekler aras1 faktordiir (2 x2 x 2 faktoriyel desen). Soy ve cinsiyetin digk: sayisina

etkisi tek degiskenli ANOVA (2 x 2 faktoriyel desen) ile analiz edilmistir.

Istatistiksel anlamlilik bulunan sonuglar koyu renkle gdsterilmistir. Istatistiksel

analizler sonucunda A¢ik Alan Testinde cinsiyetin herhangi bir faktorle herhangi bir

etkisi saptanmamustir.
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4.1.3. Bilye Gomme Testinde Anksiyete Benzeri Davramslar

- *
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Disi Erkek Disi Erkek
BAZAL NiKOTIN

Sekil 14. Bazal ve Nikotinle Uyarilmis Gomiilen Bilye Sayis1

Kontrol erkek sicanlar NtE gruba ve kontrol disilere gore bazal kosullarda
daha fazla bilye gdmmiistiir. Kronik nikotin uygulamasi ise yalnizca erkek kontrol
sicanlarinda gémiilen bilye sayisinda azalmaya neden olmustur. Tiim gubuklar, grup
basina ortalama = SEM, n = 11-12 hayvani temsil eder, agik ¢ubuklar kontrolleri
temsil eder ve gri ¢ubuklar NtE siganlarini temsil eder. Kontrol disisinden, kontrol

erkek veya bazal durumdan fark: * p <0.05.

Uc yonlii karma ANOVA analizi, gémiilen biye sayisi iizerinde nikotin
uygulamasinin [F (1,43) = 10.747 p=0.002], soyun [F (1,43) = 7.808 p=0.008] ve
cinsiyetin [F (1,43) = 6.425 p=0.015] ana etkisini gostermistir. Bagimsiz degiskenler
arasinda herhangi bir etkilesim bulunmamaktadir. Kontrollere kiyasla NtE sicanlarda
gomiilen bilye sayist daha azdi ve tiim gruplar icin disi sicanlar erkek siganlara
oranla daha az sayida bilye gdmmiistiir. Nikotin uygulamasindan sonra her iki grupta
da gomiilen bilye sayist azalmistir. Tek degiskenli ANOVA analizi yapildiginda,
bazal sartlarda soy [F (1,4) =6.622 p=0.014] ve cinsiyetin (F (1,44) =7.639 p=0.008]

anlaml bir etkisi goriilmiistiir. Bazal ve nikotin uygulamasi kosullarinda faktorler
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aras1 etkilesime rastlanmamigtir. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ise gruplar
aras1 farklart [F (7,87) = 4.113 p=0.001] gostermistir. Post-hoc ve Duncan test

sonuclar1 Sekil 14’ te agiklanmustir.

4.1.4. Bazal Kosulda Nikotin Tercih Eden Sicanlarin Fotosel Aktivite
Kafeslerinde Lokomotor Aktivitesi

Alinan anksiyete test sonuglarinin ardindan, bazal kosullarda alinan NtE
sicanlarin lokomotor aktivite verileri endise uyandirdi. Bu nedenle NtE ve kontrol
sicanlart ayr1 fotosel aktivite kafesleri kullanilarak bazal lokomotor aktiviteleri
Olciildi. Tek degiskenli ANOVA analizi cinsiyetin alinan toplam yol [F (1, 31) =
6.369 p=0.017] ve kafes gegcisleri [F (1,31) = 6.306 p=0.017] iizerindeki anlamh
etkisini gostermektedir. Ancak soy ve cinsiyet arasinda anlamli bir iliski oldugu
saptanmistir [toplam alinan yol: F (1,31) =7.042 p=0.012; kafes gecis sayist: F (1,31)
= 5.710 p=0.023. Basit ana etki sonucuna gore toplam alinan yol [F (1,31) = 4.538
p=0.041] ve kafes gecis sayis1 [F (1,31) =6.386 p=0.017] NtE grupta kontrollere
oranla daha fazladir. NtE ve Kontrol gruplari arasinda anlamli farklilasma
olmamustir. Ote yandan, tekrarlanan hareketlerin sayismnin tek degiskenli ANOVA
analizi, ¢izgi veya cinsiyetin ana etkisinin olmadigimi ve bagimsiz degiskenler

arasinda higbir etkilesimin bulunmadigini gosterdi.
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5. TARTISMA

Su anki mevcut calisma ile NtE soy grubu ve kontrol grubu {izerinde
anksiyete ile iligkili davranis ve yenilik kaynakli stres arasindaki farklilik
arastirilmistir. Bu amacla fark: ortaya ¢ikarmak i¢in EPM, OF, MB testleri iki farkli
zamanda uygulanmistir. Davranigsal parametreleri 6nce bazal kosullar altinda
Olciiliirken ikinci 6l¢iimler oral yollu kronik nikotin maruziyeti devam ederken
almmigtir. Karma ve tek degiskenli ANOVA analizleri, NtE siganlarin anlamli
sekilde daha diisiik anksiyete davranisi sergiledigi ve yeniliklere karsi tepkilerinde

daha az hassasiyet gosterdiklerini ortaya koymaktadir.

EPM ve OF testleri yenilige zorunlu maruz birakan testlerdir ve stres ve
anksiyete yanitin1 tetiklemektedir (19,58). MB ise yeni obje karsisinda neofobik
gomme davraniginin bir gostergesidir. EPM, OF, MB testlerinin bazal kosullardaki
tek degiskenli ANOVA analizi yine benzer sekilde gostermistir ki NtE sicanlar
kontrollerine oranla daha az anksiyete ve stres yanit1 gelistirmektedir. EPM testinde
NtE sigan soylarmin kapali kola girme latanslari ve agik kol tercihleri daha
yiiksekken Acik Kol Kaginma Endeksi daha diisiiktiir. Buna paralel olarak OF
testinde NtE sigan soylar1 agik alanda daha fazla zaman gegirmis, daha az digki sayisi
gozlenmis ve MB testinde daha az bilye gommiistiir. EPM testi latans, Acik Kol
Kag¢inma Endeksi ve agik kol tercihi ile ilgili yapilan Tek yonlii ANOVA sonucuna
gore anksiyetenin azalmasi NtE siganlarda daha belirgindir. Diger taraftan, yapilan
Tek yonlit ANOVA analizine gore anksiyete iliskili davraniglar NtE si¢anlarda daha

belirgin bir diisiis gostermistir.

Yenilik arama davranisi kemirgenler i¢in, yeni ¢evreye ya da objeye karsi
kesfetme diirtiisiinde artma ve anksiyetede azalmayla iliskilidir (70). Yapilan bazi
caligmalara gore yenilik arama diirtiisii yiiksek olan kisiler nikotin de dahil olmak
tizere madde kullanimina karsi yiiksek risk grubu igindedirler (71). EPM ve OF
testleri yenilik arama ve risk alma davraniglarini 6lgmekle beraber hayvanlarda

anksiyete Olglimlerinde de kullanilmaktadir (70). Siganlar yeni, bilinmeyen bir
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nesneye maruz birakildiginda, bu durum stresi, anksiyeteyi ve iligkili diger cesitli
yolaklar tetiklemektedir. Bu yolaklar ayn1 zamanda defekasyon ve agik bolgelerden
kaginma gibi duygusal tepkileri ve kesfetme davranmislarini de igermektedir (62).
Yenilik arama davranisi yiiksek olan siganlar, EPM ve OF testlerini degerlendirirken
kontrol gruplarima gore daha az anksiyeteyle iliskili davraniglar1 gostermektedirler
(72,65). Mevcut ¢alismada literatiirde goriilenlerle paralel sekilde NtE siganlar EPM
testinde agik kollari tercih ettiler, OF testinde acik alanda daha fazla zaman gegirdiler
ve kontrollerine oranla daha az defekasyon gergeklestirmistir. Bu sonuglara gére NtE
sicanlar deney diizenegini kesfederken daha az kaygi yasamis ve daha yiiksek
seviyede yenilik arama davramigi gostermistir. Yiiksek alkol tercih eden sican
soylartyla yapilan bagka bir ¢alisma da EPM ve OF testlerinde daha az anksiyete
davranig1 gosterdigini kaydetmistir (40,43).

Nikotin uygulamasi devam ederken alinan EPM verileriyle yapilan Tek
degiskenli ANOVA analizi sonuglarina gére NtE siganlar kontrollerine oranla daha
fazla acik kolda zaman gegirmis, daha fazla agik kolu tercih etmis, daha diisiik A¢ik
kol kagma endeksine sahip ve latanslar1 daha yiiksektir (kapali kola daha geg
girmistir). Bunlara paralel olarak nikotin uygulamasi sirasinda edinilen OF verileri de
gostermistir ki NtE siganlar acik alanda daha fazla zaman gecirmistir. Bu sonuglar
bazal kosullarda NtE si¢anlarda gozlemlenen diisiikk anksiyete profilinin nikotin
uygulamasiyla da devam ettigini gostermistir. Ek olarak karma ANOVA analizine
gore oral yollu zorlu nikotin maruziyeti EPM testinde anksiyeteyle iligkili
davraniglar1 diizenlemektedir. Genel tabloya bakildiginda nikotin uygulamasiyla agik
kol tercihi ve agik kolda gegirilen siire azalirken, acik koldan Kaginma Endeksi
azalmistir. Bu bulgular, yapilan bu ¢alismada oral nikotin uygulamasinin EPM
testinde anksiyeteyi arttirdigin1 géstermektedir. Nikotinin anksiyete {izerine etkisini
belirleyen dozu ve uygulama yoluna baghdir (51). Huang ve ark. (29) ve bizim
yaptigimiz sonuglar1 heniiz yaymlanmamis ¢alisma gostermektedir ki yiiksek dozda
uygulanan oral yollu zorlu nikotin kan kotinin seviyesini yiikseltmistir ve bu da EPM
testindeki anksiyojenik etkiyi agiklayabilir. Ilgingtir ki bazal kosullarda EPM testinde
NtE ve kontrol siganlar1 arasinda acik kolda gegirilen siirede bir farklilik olmazken
kronik nikotin uygulamasiyla NtE sicanlar kontrollere oranla anlamli sekilde agik
kolda daha fazla zaman gecirmistir. Yapilan tek yonlii ANOVA sonucuna gore bu

etki NtE siganlarda daha fazla belirgindir. Ek olarak NtE ve kontrol sicanlar
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arasindaki agik kol tercihi ve Acik koldan Kaginma Endeksi farki kronik nikotin
maruziyetiyle daha da artmigtir. Tim bunlarla 8 hafta boyunca zorlu nikotin
uygulamasimin NtE sicanlarin kontrollere oranla anksiyete seviyelerinde belirgin
diisiise neden olmustur. Bulgular bir araya getirildiginde NtE sicanlarin, nikotinin

anksiyojenik etkisine kars1 direnci oldugu hipotezini desteklemektedir.

Bizim buldugumuz bu sonuglara paralel sekilde yapilan baz1 EPM ¢alismalari
tekrarli nikotin maruziyetinin ve oral nikotin maruziyetinin Sprague Dawley
sicanlarinda (42) ve farelerde (33) anksiyete benzeri davranisi arttirdigini
bildirmektedir. Ayrica, sirasiyla farelerde ve Fisher 344 sicanlarinda kronik oral
nikotin maruziyeti ile degismeyen (41,66) veya azalan (46) anksiyete seviyesi de
bildirilmistir. Bu calismalarin farkli sonuglar icermesinin temel sebebi hayvan
tiir/suslariin farkli olmasi, nikotin uygulanma yolu ve siiresi ve nikotinin uygulanma
dozajindaki farkliliklar olabilir. Ilging bir sekilde, kronik oral nikotin uygulamasi
ozellikle kontrol grubunda MB testinde gomiilen bilye sayisinda azalmaya neden
olmustur ki bu durum azalmis anksiyete anlamina gelmektedir. Diger yonden
bakildiginda kronik nikotin maruziyeti OF testi i¢in anksiyete benzeri davraniglarda
herhangi bir degisiklige yol agmamistir. Edinilen tutarsiz EPM, OF ve MB bulgularin
nedeni, nikotinin anksiyete {izerindeki etkilerinin davramisin o6l¢iildiigi ortama
duyarli olabilecegini ve bu testlerin anksiyetenin farkli boyutlarimi o6l¢tiigiini
gostermektedir. Ug test icin de stres kaynag: yenilik olmasina ragmen her biri igin
ayr1 ayr1 ortak olmayan stresorler de mevcuttur (OF i¢in aciklik, EPM icin yiikseklik,
MB yeni nesne). Sonuglarimiza paralel olarak Calarco ve ark. (33) OF testinde
kronik oral nikotin maruziyetinin anksiyeteye etkisi olmadigini, MB testinde ise

azalma oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢alisma NtE sicanlar ve kontrol grubu siganlari arasindaki yenilik
kaynakli lokomotor aktivite diizeyinde anlamli farkliligin1 ortaya koymustur. NtE
siganlar EPM testinde kapali kola daha az siklikta girmis, OF testinde daha az mesafe
katetmis ve daha az ¢izgi gecisinde bulunmustur, ki bu durum 5 dakikalik EPM ve
OF seanslar1 sirasinda azalmis lokomotor aktiviteyi yansitir. Bu bulgular NtE
sicanlar hakkinda hipolokomotor fenotipte olduklariyla ilgili endise uyandirdi. Ancak
60 dakika boyunca fotosel aktivite kabinlerinde yapilan lokomotor aktivite l¢timleri
sonucunda NtE siganlar ve kontrol gruplari arasinda bir fark olmadigi goriildii.

Ayrica NtE siganlar kontrol siganlarina gore kiyaslandiginda hiperaktivite
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gostermistir. Aslinda arastirmalar, yliksek lokomotor aktiviteye sahip yiiksek tepki
veren siganlarin, kokain ve amfetamin gibi ilaglarin giiclendirici etkilerine kars1 daha
savunmasiz oldugunu gostermektedir. Aslinda arastirmalar, yiiksek lokomotor
aktivite gosteren yiiksek tepki veren siganlarin, kokain ve amfetamin gibi ilaglarin
bagimlilik yapici / Odiillendirici etkilerine karst daha savunmasiz oldugunu
gostermektedir. Tim bunlar birlikte degerlendirildiginde hipoaktivite gézlenen NtE
siganlarin 5 dakikalik EPM ve OF seanslarinda gosterdikleri performans, yeni bir
cevreyle karsilagildiginda stres yanitinin davranigsal olarak daha az tetiklenmesi
seklinde yorumlanmstir. Onceki calismalarda ayrica, lokomotor aktivite testinin ilk
15 dakikasinda hipoaktivite ve periaddlesan farelerde 2 saatlik seansin sonunda
hiperaktivite bildirildi, bu da EPM'de artan yenilik arayis1 davranisini

gostermektedir.

Kronik nikotin maruziyeti OF testinde lokomotor aktivite iizerinde belirgin
bir etki gostermistir. Nikotin, 5 dakikalik seanslarda tiim gruplar i¢in alinan total
yolu azaltmistir. Buna paralel olarak toplam c¢izgi ge¢is sayilarinda da 6zellikle de
Kontrol Disi grubunda belirgin sekilde azalma olmustur. Nikotinin lokomotor
aktivite lizerine negatif diizenleyici etkilerine ragmen, NtE sicanlarin toplam mesafe
ve ¢izgl gecis sayislari nikotin maruziyeti sirasinda kontrollere oranla daha diisiik
kalmistir. Nikotinin lokomotor aktivite tizerindeki etkisi dozajina, verilme yoluna ve
sikligina gore degiskenlik gosterebilmektedir. Calismalar gostermistir ki subkutan
(SC) nikotin uygulamast (0,4 mg/kg) lokomotor aktiviteyr azaltirken kronik
uygulanmasi ise aktiviteyi arttirmaktadir (34). Bazi ¢alisma raporlarina gore
Sprague-Dawley siganlariyla yapilan subkutan uygulamalarda diisiik dozla (0,1
mg/kg ve 0,5 mg/kg, SC) lokomotor aktivite artis1 olurken yiiksek dozla (1 mg/kg,
SC) lokomotor aktivitede azalma oldugu gorilmistir (17). Yapilan Onceki
caligmalar nikotinin uygulama yoluyla ilgili kronik oral nikotin maruziyetinin
lokomotor aktivite ilizerinde arttirict etkisi oldugunu bildirmistir (33, 35). Ancak bu
caligmalar nikotin dozlarinin dogrudan karsilastirilmasi i¢in yeterli degildir ¢iinkii
farelerle yapilmistir. Ote yandan, tiim bu calismalar lokomotor aktiviteyi uzun siirede
(6rnegin 1 saat) dlgmiistiir. Calismamizda kullanilan ise kisa test siiresi (5 dakika),
tutarsiz sonuglar i¢in bagka bir agiklama olabilir. Bu agiklamay1 destekleyen Calarco
ve ark. (7), OF testinde 5 dakikalik test siireleri boyunca kronik oral nikotin

tedavisinin farelerde lokomotor aktiviteyi degistirmedigini bildirdi.
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Secici tohumlama yontemi, bagimliligin hayvanlarda modellemesinde siklikla
kullanilan bir yoldur. Secici tohumlama ydntemi kullanilan bazi ¢aligmalar ise
sOyledir; alkol (70), kokain (11), metamfetamin (71) ve opioid (12) bagimliliklari.
Ancak bunlardan c¢ok azi secici tohumlama ydntemini nikotinin etkileri lizerinde
kullanmistir. Bu caligmalarda kemirgenler nikotin kaynakli lokomotor aktivite 12,
hipotermi (13) ve felg/ndbet hassasiyeti (17) i¢in segilmistir. Bizim bilgimize goére
secici tohumlama yontemiyle yetistirilmis kemirgenlerle yapilan baska bir oral
nikotin tercihi ¢alismasi literatiirde bulunmamaktadir. Mevcut ¢alismamiz, ilk kez,
yiikksek nikotin tercihi igin segici olarak yetistirilmis bir sican soyunda yenilik
arayistyla uyumlu bir kisilik 6zelliginin olas1 varligmi gostermektedir. Yenilik
arayisinin madde kullanim bozukluklarinin gelismesinde onemli bir risk faktori
olduguna dair giderek artan sayida kanit vardir (22,35). Buna paralel olarak, yiiksek
yenilik arayisi davranigi, hayvanlarin nikotine tepkisini ongériir. Suto ve ark. (34),
yiikksek yenilik arama davranisi gosteren siganlarin  kendi kendine nikotin
uygulamasin1 kolayca edindigini ve nikotine ulasmak i¢in daha fazla calistigini
gosterdi. Abreu-Villaga ve ark. (1), Delikli Tahta (holeboard) testinde yiiksek yenilik
arayist davranisi sergileyen fareler, iki siseli serbest se¢im yonteminde daha fazla

nikotin tiikettigini buldu.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, erkek ve disi NtE sicanlar, bazal durum sirasinda EPM, OF ve
MB testlerinde diisiik diizeyde anksiyete davranisi sergilemistir. Anksiyete
testlerinde elde edilen sonuglar yenilik arayisi ile iyi korelasyon gostermistir (21,35).
Nikotin tercihi yiiksek bir sican soyunda yiiksek yenilik arama davranisinin bir arada
bulunmasi, yenilik arayisi ve nikotin Odiiliiniin ortak genetik mekanizmalara sahip
oldugunu gosterebilir. Kronik nikotin uygulamasi sirasinda NtE sican soyundaki
azalmis anksiyete durumu devam etmistir. Ayrica NtE siganlar nikotinin caydirici
(anksiyojenik) etkilerinden korunmustu ve ilging bir sekilde NtE siganlar yeni bir
ortama maruz kaldiklarinda hipoaktivite sergilemistir. Bu bulgular, yeniligin neden
oldugu strese karsi asir1 hassasiyet olarak yorumlanabilir. NtE sigan soylar1 ve
kontroller arasindaki olasi stres-reaktivite farkliliklar1 gelecekteki ¢aligmalarla
arastirtlacaktir. Bu veriler, segici olarak yetistirilmis NtE sigan soyunun, nikotin
bagimliliginda hayvan modeli olarak faydali olabilecegini gostermektedir. Bu sigan
soyuyla yapilan genetik, molekiiler ve davranigsal ¢aligmalar, uyusturucu bagimlilig

i¢in yeni tedavi yontemleri hakkinda 6nemli bilgiler saglayacaktir.
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